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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Cephalosporium aphidicola,
3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en, 3a, 17p-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en.

Steroidlerin 3-OH grubu bu maddelerin hidroksilaz enzimlerine baglanmasinda
onemlidir. Bu ¢aligmanin amaci ayn1 karbona (C-3) bagli olan bir metil grubunun
steroidlerin biyotransformasyonuna olabilecek etkilerini incelemektir. Bu amagla

3B, 20-dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en ve 3a, 17B-dihidroksi-3-metilestr-4-en
bilesiklerinin Cephalosporium aphidicola kiifii ile 10 giin siiren inkiibasyonlari
gerceklestirildi. Her bir inkiibasyondan bir bilesik elde edildi.

inkiibasyonlar sonrasinda baslangi¢ maddeleri ve bilesiklerin erime noktalari ile 'H-
NMR, “C-NMR, "*C APT NMR ve IR spektrumlari alindi. Baslangi¢c maddeleri ve
bilesiklere ait erime noktalar1 ve spektrumlar karsilastirildiginda 33, 20-dihidroksi-
3a, 20-dimetilpregn-4-en ve 3a, 17B-dihidroksi-3B-metilestr-4-en bilesiklerinin
inkiibasyonu neticesinde herhangi bir degisim ger¢eklesmedigi anlasildi.

Bu sonu¢ C-3 atomuna bagh bir hidroksil grubuna ilaveten ayni karbona bagl olan
bir metil grubunun steroidlerin biyotransformasyonunu inhibe edebilecegini gosterdi.



THE BIOTRANSFORMATION OF SOME STEROIDS BY
CEPHALOSPORIUM APHIDICOLA

SUMMARY

Keywords : Biotransformations, Cephalosporium aphidicola 3, 20-Dihydroxy-3a,
20-dimethylpregn-4-ene, 3a, 17p-Dihydroxy-3p-methylestr-4-ene.

The 3-OH group of steroids is important in the binding of these subtances to the
hydroxylase enzymes. The aim of this study is to investigate the effects of a methyl
group bounded to the same carbon atom (C-3) on the microbial hydroxylations of
steroids. 3P, 20-Dihydroxy-3a, 20-dimethylpregn-4-ene and 3a, 17B-dihydroxy-3§-
methylestr-4-ene were incubated with Cephalosporium aphidicola for 10 days in
order to investigate the possible effects. Only one compound was captured from each
incubation.

The melting points and '"H- NMR, “C-NMR, "*C APT NMR and IR spectra were
taken from both starting materials and the compounds after the incubations. When
the melting points and 'H- NMR, *C-NMR, “C APT NMR and IR spectra of the
starting materials and compounds were compared with each other, it followed that
3B, 20-dihydroxy-3a, 20-dimethylpregn-4-ene and 3a, 17B-dihydroxy-3p-methylestr-
4-ene were not changed during their incubations.

This result showed that a methyl group which is bounded to the same carbon atom
(C-3) with a hydroxyl group may inhibit the microbial hydroxylations of steroids.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

Canlilar hayatlarinin birgok donemlerinde kendilerine yabanci olan ilaglar, besin
katki maddeleri, kozmetik iriinleri gibi ksenobiyotikler adi verilen kimyasal
maddeler ile karsilagmaktadir [1]. Bu maddelerin {izerinde enzimler veya enzimleri
iceren hiicre, doku, organ kiiltiirleri, mikroorganizmalar ya da mikroorganizma
sporlar1 yolu ile meydana getirilen kimyasal degisikliklere biyotransformasyon adi
verilir [2]. Sirke iiretiminde etanol’iin bakteriler tarafindan asetik aside oksidasyonu
ve sekerin bira mayasi tarafindan etanol’e fermantasyonu en eski ve en iyi bilinen

biyotransformasyonlardandir [3].

Mikroorganizmalar biyotransformasyonlar igin serbest veya uygun yiizeylere
sabitlenmis olarak kullanilabilir ve en yaygin olarak kullanilan mikroorganizma

gruplan kiifler, mayalar, bakteriler ve mikrobiyal alglerdir [4].

Mikroorganizmalar spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde hem dogal hem de
sentetik bircok substrat iizerinde c¢ok sayida farkli kimyasal reaksiyonlar

gerceklestirebilirler [3].

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin en Onemlilerinden birisi  mikrobiyal
hidroksilasyondur [5]. Mikrobiyal hidroksilasyonlar sitokrom P-450 enzimlerince
gerceklestirilirler ve bu enzimler ayrica hidroksilazlar veya monooksijenazlar olarak

da adlandirilirlar [3].

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6nemi ilk olarak kortikal steroidlerin sentezinde ortaya
cikmugtir [5]. Kortikal steroidlerin sentezinde fonksiyonel gruplarin olduk¢a uzaginda
bulunan C-11’e bir oksijen fonksiyonu yerlestirmek klasik kimyasal yontemlerle
oldukga uzun ve masrafli bir islem olmasina ragmen bu problemin Rhizopus arrhizus

kiifiniin yliksek verimli bir mikrobiyal hidroksilasyonu ile ¢oziilmesi dikkatleri



mikrobiyal biyotransformasyonlar {izerine ¢ekmistir [3,6]. S6z konusu mikrobiyal
hidroksilasyon reaksiyonu Sekil 1.1°de gosterilmistir. Mikrobiyal hidroksilasyonun
Ooneminin anlasilmasindan sonra birgok farkli madde iizerinde ¢ok sayida degisik

mikroorganizma ile yeni biyotransformasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir [5].

H O/// ",

R.arrhizus
—_—

o o)

Sekil 1.1 Progesteronun R. arrhizus ile biyotransformasyonu



BOLUM 2. CEPHALOSPORIUM APHIDICOLA KUFU IiLE
STEROIDLERIN BIYOTRANSFORMASYONLARI

Bakterilerin ~ ve  kiiflerin  biiylik  kismi  steroidlerin  hidroksilasyonunu
gerceklestirebilirler [3]. Bu durum hem mikrobiyolojik hidroksilasyonun mekaniz-
mast hem de steroidlerin mikrobiyolojik hidroksilasyonunun modellenmesi

konusunda bilgi saglamaktadir [5].

Steroidlerin mikrobiyolojik hidroksilasyonun ¢ogu canlilarda bulunan sitokrom
P-450 enzimlerince katalizlendigi diistinilmektedir [3]. Mikrobiyolojik hidroksilas-
yon i¢in ayrica molekiiler oksijen, NADPH veya NADH gibi bir hidrojen kaynagi ve

1 molekiil su gerektirmektedir [5].

Mikrobiyolojik hidroksilasyonun mekanizmas1 6zellikle Pseudomonas putida
bakterisinin camphor bilesiginin hidroksilasyonunu katalizleyen camphor hidroksilaz
enzimine ait sitokrom P-450 iizerinde calisilarak ortaya g¢ikarilmistir [3]. Sitokrom
P-450’nin yapist X 1smlart kristallografi teknigi ile anlasilmistir [5]. Kristal yapi
caligmalar1 camphor bilesiginin enzimin aktif merkezine iki etkilesim ile sikica bagh
oldugunu gdostermistir. Birinci etkilesim camphor’un karbonil grubu ile aktif
merkezindeki bir tirozinin hidroksil grubu arasindaki hidrojen bagi iken ikinci
etkilesim ise camphor molekiilii ile ¢evresindeki alifatik ve aromatik amino asitler

arasindaki hidrofobik etkilesimlerdir.

Sekil 2.1°de goriildiigli gibi mikrobiyal hidroksilasyon sirasinda diatomik molekiiler
oksijenin bir atomu organik substrata baglanmaktadir [3,5,7]. Indirgeyici 2 elektron
genellikle NADPH bazen ise NADH‘dan saglanmaktadir. Ilk adimda substrat
baglanmas1 gerceklesir ve bu baglanma diatomik oksijenin atomlarindan birisinin

demire baglanabilmesi icin elzemdir. Substrat baglandiktan sonra bir elektronun




nakli ile Fe™, Fe™’ye indirgenmektedir. Elektronlarin teker teker nakli mikrobun
tiirline gore NADPH veya NADH’dan bir flavin niikleotid, Fe-S proteinleri ve/ veya
sitokrom bs vasitast ile gerceklesmektedir. Molekiiler oksijen ilk elektron naklinden
sonra baglanir. Molekiiler oksijenin baglanmasini ikinci elektronun O-O bagma
nakledilmesi izler. Bu nakil sonrasinda O-O bagi kopar ve bir oksijen atomu su
molekiilii olarak ayrilirken Fe™, Fe™ e oksitlenmektedir. Bu oksidasyon ile olusan

son oksidant artik substratla reaksiyona girebilir.

Substrat (S)

Fe™3 \‘ » Fe'3

————— s
A
NADPH
2e NADP*
URUN (m e
Fe+_2____s
l/—oz
ﬂefé———s ——> Te“‘ ————— s F|e+3 ————— s
o o~ 0—o0
A
OH' A\ l
c
Fe+_3____5 Te+3 ----- S
0—OH H' o—o

Sekil 2.1 Substrata bir O atomunun ilave edilmesinin mekanizmasi

Oksidant ve substrat arasindaki reaksiyonun Sekil 2.2°deki gibi muhtemelen

radikalleri i¢eren bir mekanizma ile gerceklestigi diistiniilmektedir [5].




Sekil 2.2 Oksidant ve substrat arasindaki radikalleri igeren mekanizma

2.1. Steroidlerin Mikrobiyolojik Hidroksilasyonlarinin Modellenmesi

Jones ve grubunun caligmalar1 esnasinda bir oksijen fonksiyonu (-CO veya —COH
gibi) iceren S5a-H androstanlarin kiifler ile biyotransformasyonlari g¢ogunlukla
dihidroksilasyonlar ile sonuglanirken iki oksijen fonksiyonu igeren So-H
androstanlarin kiifler ile biyotransformasyonlart ¢ogunlukla monohidroksilasyonlar
ile sonucland1 [8]. Bu durum Jones modelinin ortaya atilmasina sebeb oldu. Bu
modele gore hidroksilaz enzimlerininde 3 aktif merkez vardir ve steroidlerin

hidroksilasyonu ile substratin enzime baglanmasinda bu 3 aktif merkez rol

oynamaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Enzim-substrat etkilesimin Jones modeli

Enzimlerin {izerindeki bu merkezler steroidlerin C-3, C-11 ve C-16 (normal
baglanma) veya C-3, C-6 (C-7) ve C-16 (ters baglanma) atomlarina denk gelen
hayali bir liggen olarak verilebilir. Bu modele gore oksijenli merkezler ve baglanma
noktalarindaki oryantasyonlar1 hidroksilasyon pozisyonunu belirlemektedir. Mesala,
A halkasindaki bir oksijen fonksiyonu hidroksilasyonu D halkasina yonlendirirken,
D halkasindaki bir oksijen fonksiyonu hidroksilasyonu A halkasina yo6nlendirir.
Ayrica hidroksilasyonu muhtemel bir pozisyon veya civarindaki bir oksijen
fonksiyonunun belirtilen pozisyonun civarindaki hidroksilasyonlari da engelledigi
gozlenmistir. Yapilan ¢alismalar neticesinde steroidler iizerindeki oksijen
fonksiyonlarinin  enzime baglanma ve hidroksilasyonlar1  yodnlendirmedeki
etkinliklerinin 3-CO, 38-OH, 3B8-OCH;> 17-CO > 3a-OH, 3a-OCH3 seklinde oldugu
belirlenmistir [8].

Brannon ve grubu steroid hidroksilasyonu i¢in hidroksilaz blinyesinde dort baglanma
oryantasyonu oldugunu onerdiler [9]. Bunlar normal baglanma oryantasyonu, ters
baglanma oryantasyonu, normal ¢evrilmis baglanma oryantasyonu ve ters ¢evrilmis
baglanma oryantasyonlardir. Normal ¢evrilmis ve ters ¢evrilmis oryantasyonlar C-3
ve C-17 nolu atomlar1 arasinda aksisle 180 derecelik bir donme ile elde edilirler.
Normal ve ters oryantasyonlar daha tercih edilebilirdir ve Jones hidroksilasyon

modeli sadece normal ve ters baglanma oryantasyonlarini igermektedir (Sekil 2.4).
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Normal baglanma oryantasyonu Ters baglanma oryantasyonu

(0]
: G (7~
AV
o
Normal ¢evrilmis baglanma oryantasyon Ters ¢evrilmis baglanma oryantasyonu

Sekil 2.4 Brannon modeline gére baglanma oryantasyonlari

McCrindle ve grubu Jones modelinin biraz daha gelistirmislerdir [10]. Bu modelde
enzimin biinyesinde steroid halka sistemi diizleminin asagisinda ve yukarisinda
enzimin steroidlere baglanabilecekleri ve steroidleri hidroksilleyebilecekleri A, B ve
C ile adlandirilan 6zel bolgelerin oldugu diisiiniilmektedir. A bolgesi steroid halka
sistemi diizleminin asagisinda, B bolgesi halka sistemi diizleminin asagisinda veya

hizasinda C bolgesi ise halka sistemi diizleminin yukarisindadir (Sekil 2.5).

Baglanmada A bolgesi halka sistemi diizleminin asagisindaki oksijen atomlarini
tercih eder ve hidroksilasyon a-oryantasyonludur. B bdlgesi de baglanma i¢in halka
sistemi diizleminin asagisindaki oksijen atomlarini tercih eder ama hidroksilasyon a-
oryantasyonlu (aksiyal veya ekvatoryal) veya [-oryantasyonludur (sadece
ekvatoryal). C bolgesi ise baglanmada halka sistemi diizleminin asagisindaki oksijen

atomlarini tercih eder ve hidroksilasyon f-oryantasyonludur (sadece ekvatoryal).
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Sekil 2.5 Enzim-substrat etkilesim McCrindle modeli




Steroid hidroksilasyon modelleri nerde ise tamami kiiflerin gergeklestirdigi
hidroksilasyonlar neticesinde belirlenmislerdir [8-10]. Ayrica kiifler ile degisik
substratlar kullanarak farkli mikrobiyolojik transformasyonlar da gergeklestirilebil-

mektedir [11].

2.2. Cephalosporium aphidicola ile Steroid Biyotransformasyonlari

Cephalosporium aphidicola tetrasiklik bir diterpenoid olan aphidicolin’i (1) iireten
bir kiiftiir. Aphidicolin (1) antiviral ve antitiimor 6zellikleri olan bir bilesiktir [12].
Bu kiif aphidicolin bilesigini bir seri hidroksilasyonlar ile sentezlemektedir.
Cephalosporium aphidicola biinyesindeki aphidicolin biyosentezinin son kismi
aphidicolan-16-ol bilesiginin 6nce C-18’de hidroksilasyonu, sonra C-3’de

hidroksilasyonu ve en son C-17’de hidroksilasyon ile gergeklesir [5].

Aphidicolin (1) bilesiginin Cephalosoprium aphidicola kiifiindeki biyosentezinin bir
seri hidroksilasyonlar neticesinde gergeklesmesi sebebi ile bu kiifiin aphidicoline
benzer yapiya sahip steroidleri de (2) hidroksilleyebilecegi fikrinden yola ¢ikilarak

cok sayida steroidin biyotransformasyonu gerceklestirilmistir [13-34].

18 \\\\,..‘

HOH2C® oy (D

Sekil 2.6 Aphidicolin ve Steroid ana yapisi

Bazi mono ve  diketoandrostanlar  Cephalosporium  aphidicola ile
biyotransformasyonlara tabi tutuldu [13]. Sa-Androstan-3-on’un (3) biyotransfor-
masyonu sonucunda 17B-hidroksi-5a-androstan-3-on (4) elde edildi. Sa-Androstan-
17-on (5) bilesiginin biyotransformasyonu 17f3-hidroksi-5Sa-androstan (6) verdi. So.-

Androstan-3, 17-dion (7) bilesiginin biyotransformasyon sonucunda 17p-alkol (4)




elde edildi. S5oa-Androstan-3, 6-dion (8) inkubasyonu 3a,17B-dihidroksi-5c-
androstan-6-on  (9),  17B-hidroksiandrost-4-en-3, 6-dion (10), 3B, Sa-
dihidroksiandrostan-6, 17-dion (11) ve 3, Sa, 17B-trihidroksiandrostane-6-on (12)
metabolitlerini  verdi. Bu sonuclar kiifiin substratlar1 genellikle C-17de
hidroksilledigini ve bunun yaninda az da olsa C-5a. pozisyonunu da hidroksilledigini

gosterdi.

R, GR=O,Ry=Rs=H,
(4)R;=0,R,=H,,R; =a-H, B-OH
)R =Ry=H>,R3=0

(6) R; =R; =Hy R3 = a-H, B-OH
(7)Ri=0, R, = Hy, R3= O

e

] ININTTRED

@) Ri=R,=0,R;=H;
(9) R, = 0-OH, B-H, R> = O Rs = o-H, B-OH
Ry
OH
(@]
(10) (11)R=0

(12) R = a-H, B-OH

Sekil 2.7 Bazi mono ve diketoandrostanlar ve Cephalosporium aphidicola kiifti ile
biyotransformasyonu sonucu olusan metabolitlerinin yapilari
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Bazi  pregnanlarinda Cephalosporium aphidicola ile biyotransformasyonlari
gerceklestirildi [14]. Progesteronun (13) Cephalosporium aphidicola ile 7 giin
boyunca  biyotransformasyonu sonunda ana iiriin olarak 6B, 1la-
dihidroksiprogesteron (14) ve 11a-hidroksiprogesteronu (15) verdi. Bu sonuglar
progesteronun Cephalosporium aphidicola ile hidroksilasyonun 6nce 11a ve sonra
63 pozisyonlarinda oldugunu gosterdi. Progesteronun Cephalosporiun aphidicola ile
biyotransformasyonu sonucunda yan {iriin olarak 123, 17a- dihidroksiprogesteron’u
(16) verdi. 17oa-Hidroksiprogesteron’un (17) Cephalosporium aphidicola ile
biyoransformasyonu sonucunda ana iiriin olarak 12f pozisyonunda (16), yan {iriin
olarak 6f3 (18) ve 11a (19) pozisyonlarinda hidroksillenmis metabolitler elde edildi.
Buna gore 17a pozisyonundaki hidroksil grubunun 6 ve 1la pozisyonlarindaki
hidroksilasyonu azaltarak hidroksilasyonu 12 pozisyonuna yonlendirdigi sonucuna
varildi. 1loa-Hidroksipreg-4-en-3, 20-dion’un (15) biyotransformasyonunda yalniz
6B (14) pozisyonunda hidroksilasyon gozlendi. 33-Hidroksipreg-5-en-20-on’un (20)
biyotransformasyonunda hidroksilasyon 12f3 (21) pozisyonunda gergeklesti. Sa,, 17f-
Pregnan-20-on’un (22) Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu
ana iriin olarak 3p-hidroksi-5a., 178-pregnan-20-on (23) ve 38, 6,1 1a-trihidroksi-
Sa, 17B-pregnan-20-on (24) verdi. 3B-Hidroksi-5c, 17B-pregnan-20-on’un (23)
biyotransformasyonunda hidroksilasyonlar 6B, 11a (24) ; 6B, 15a (25) ve 5a, 11a
(26) pozisyonlarinda gerceklesti. 9B, 10a-Retroprogesteron (30) 7 giin boyunca kiif
ile biyotransformasyon sonucunda ana iirin olarak 6fB-hidroksi-9p, 10a-
retroprogesteron (31) ve hicbir degisiklige ugramamis baslangic maddesi elde edildi.
9B, 10a-Retroprogesteron bilesiginin yapisindaki 10o-metil grubunun varliginda
C-11 karbonunun hidrolazin aktif bolgesine ulagiminin fiziki olarak inhibe

olabilecegi (sterik engelleme) sonucuna varildi.




(13)Ri=R=Rs=R;=H

(14) R;=R,=OH, R;=R,=H

(15) R;= H, R,=OH, Ry= R,=H
(16) R;= R,=H, Ry= R,=OH

(17) R;= Ry= Ry= H, R,=OH

(18) Ri= OH, Ry= R3= H, R,=OH
(19) R;= R,=OH, Rs= H, R,=OH

COMe
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(22) Rj=H, R=R;=R,=Rs=H
(23) Ri= a-H, B-OH, R,= Ry=R,=Rs=H

(24) R= a-H, B-OH, R,= H, Rs= R4=OH, Rs=H
(25) R;= a-H, B-OH, R,= H, Ry=OH, R,;=H, Rs=OH
(26) R;= a-H, B-OH, R,= OH, Rs=H, R;=OH, Rs=H

Sekil 2.8 Bazi pregnanlar ve Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu sonucu

Olusan metabolitlerinin yapilari

(20) R=H
(21) R=OH

R

(27)R=H
(28) R= OH

11

COMe
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Baz1 testosteron tiirevleri de Cephalosporium aphidicola ile inkubasyonlara tabi
tutuldu [15]. Testosteron tiirevlerinin biyotransformasyonlarinda androst-4-en—3-on,
19-nortestosteron, 1-dehidrotestosteron, 1o-metiltestosteron, androst-4-en-3, 17-
dion ve 17a-metiltestosteron’un  Cephalosporium aphidicola  kifii  ile
biyotransformasyonlarinda ana hidroksilasyon 6 pozisyonunda ve yan
hidroksilasyon 14 pozisyonunda gerceklesti. Ayrica 19-nortestosteron bilesiginin
biyotransformasyonu neticesinde 10p pozisyonunda da hidroksilasyonu gergeklesti.
Progesteron biyotransformasyonu esnasinda o6nce C-1la ve sonra C-6f3
pozisyonlarinda hidroksilasyon gergeklestigi halde testosteron serilerinde C-6f3
pozisyonunda hidroksilasyon gercgeklesti, C-11la pozisyonunda hidroksilasyon
gerceklesmedi. Progesteronun tersine testosteron serilerinde birde C-14a
pozisyonunda hidroksilasyon gerceklesti. Testosteron serilerinde 1o pozisyonunda
metil grubu veya A halkasinda ikinci bir ¢ifte bagin bulunmasi ve hatta 19. karbonda

metil grubunun yoklugu C-6’daki ana hidroksilasyonu engellemedigi gozlendi.

A’-Androsten’lerin hidroksilasyonunu arastirmak icin Cephalosporium aphidicola ile
bazi biyotransformasyon c¢alismalar1 da gergeklestirildi [16]. 3B-Hidroksi-5a.-
androstan-17-on’mn  (29) biyotransformasyonu C-1la (30) pozisyonunda ana
hidroksilasyon ile C-14a (31) ve C-5a (32) pozisyonlarinda yan hidroksilasyon
seklinde sonuglandi. 3B-Hidroksiandrost-5-en-17-on’in (33) biyotransformasyonu
C-7B (34) ve C-7a (35) pozisyonlarinda ana hidroksilasyon ile C-1la (36)
pozisyonunda yan hidroksilasyon seklinde gerceklesti. Buna gére A’- cift bagi
C-11a  pozisyonundaki hidroksilasyonu azaltarak C-140  pozisyonundaki

hidroksilasyonu C-7’ye yonlendirdigi sonucuna varildi.
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Ho H

Rl
(29) Ri=R,=H, Rs=0, R,=H (33) R;=H,, R,=H
(30) R;=R,=H, R;=0 R,=OH (34) Ri=a-H, B-OH , R,=H
(31) Ri=H, R,=OH, Rs=0, R,=H (35) Rj=a-OH, B-H R,=H
(32) Ri=OH, R,=H, Rs=0, R,=H (36) Ri=H,, R,=OH

Sekil 2.9 Bazi A’-Androsten’ler ve Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu sonucu
Olusan metabolitlerinin yapilari

Bazi kortikosteroidlerde Cephalosporium aphidicola ile inkubasyona tabi tutuldu
[17]. 21-Hidroksiprogesteron (37) biyotransformasyonunda hidroksilasyon C-6[’da
(38) gergeklesirken bununla birlikte C-20’de (39) bazi indirgenmeler oldu. 17a, 21-
Dihidroksiprogesteron’un  (40) biyotransformasyonu sadece C-123’da (41)
hidroksilasyon ile  sonuglandi.  17a,  21-Dihidroksiprogesteron’un  (40)
biyotransformasyonu ile progesteronun biyotransformasyonu karsilagtirildiginda
17a-hidroksil grubu varliginin 11a ve 6 pozisyonlarindaki hidroksilasyonu azalttig
ve hidroksilasyonu 12 pozisyonuna yonlendirdigi sonucuna ulasildi. Bununla
birlikte 16a, 17a-epoksiprogesteron’un (42) biyotransformasyonu C-6B’da (43)
hidroksilasyon ve bunun yaninda C-20’de (44) indirgenme ile sonuglandi. Bu
sonuclar C-1la’da  hidroksilasyonun  etkili olmadigi yerlerde C-63’da

hidroksilasyonun etkili oldugunu ortaya ¢ikard.
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R

Sekil 2.10  Bazi kortikosteroidler ve Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu
sonucu olusan metabolitlerinin yapilari

Baz1 steroidal D laktonlarin biyotransformasyonlar1 Cephalosporium aphidicola ile

gerceklestirildi [18]. Diger steroidlerin biyotransformasyonlarinda hidroksilasyon
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genellikle C-6B, C-1la veya C-14a’da gergeklestigi halde bu bilesiklerin
hidroksilasyonu C-7’de gergeklesti ve buna ilaveten C-3’de bazi indirgenmeler
gozlendi. Bu sonuglar steroidal D laktonlarin biyotransformasyonlarinin farkli bir

sekilde gergeklestigini gosterdi.

Cephalosporium  aphidicola  ile  baz1  3,16-disubstiitic =~ androstanlarda
biyotransformasyona tabi tutuldu [19]. S5a-Androstan-3, 16-dion’un (45)
biyotransformasyonu sonucunda ana hidroksilasyon C-6B’da  (46) ve yan
hidroksilasyon C-14a (47) ve C-7o’da (48) gozlendi. 3B, 16B-Dihidroksi-Sa-
androstan’in  (49) biyotransformasyonunda hidroksilasyon C-11o’da (50)
gerceklesirken 16a, 17a-epoksi-5a-androstan-3B-ol’tin (51) hidroksilasyonu C-
6p’da (52) gerceklesti. Bununla birlikte diol’un hidroksilasyonu C-11a’da
gerceklesirken 3, 16-diketon’un hidroksilasyonu C-6f’da gergeklesti. Bu sonuglarin
151g¢inda ketonun hidroksilasyonu C-6’ya yonlendirdigi alkoliin ise hidroksilasyonu

C-11a’ya yonlendirdigi ve.16, 17-epoksitin ise 16-keton gibi davrandig1 anlasildi.

Thn
==l TTTLITEDD)

R, R
(45) R;=0, Ry=Rs=R4=H (49)R=H (51) R=H
(46) R;=0, R,=OH, Ry=R,=H (50) R=OH (52) R=OH

(47) Ri=a-H, B-OH R,=R;=H, R4=OH
(48) R]ZO R2:H R3:R4:OH

Sekil 2.11 Bazi 3,16-disubstiitie androstanlar ve Cephalosporium aphidicola kiifti ile
biyotransformasyonu sonucunda olusan metabolitlerinin yapilar

Bazi 13a-metil steroidler ve 13 izomerleri Cephalosporium aphidicola ile
biyotransformasyona tabi tutuldu [20]. 13B-Metil izomerlerinde hidroksilasyon
C-1la ve C-140 pozisyonlarinda gerceklesirken 13o-metil izomerlerinde

hidroksilasyon C-1a ve C-7a pozisyonlarinda gergeklesti.
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Cephalosporium aphidicola ile adrenosteron (androst-4-en-3,11,17-trion) bilesiginin
biyotransformasyonu herhangi bir mikrobiyal hidroksilasyon olmaksizin androsta-
1,4-dien-3, 11, [17-trion, 17B-hidroksiandrost-4-en-3, 11-dion ve 17f-
hidroksiandrosta-1, 4-dien-3, 11-dion olmak iizere 3 metabolit ile sonuglandi [21].
Bu bilesik muhtemel hidroksilasyon noktalarinda zaten oksijen fonksiyonlari
icerdiginden muhtemelen bahsedilen oksijen fonksiyonlarinin kendi civarlarindaki
hidroksilasyonu inhibe edebilmeleri sebebi ile herhangi bir mikrobiyal

hidroksilasyon gozlenmedi.

Androsta-1,4-dien-3, 17-dion bilesiginin Cephalosporium aphidicola ile 8 giin
boyunca inkiibasyonu androst-4-en-3, 17-dion, 17B-hidroksiandrosta-1, 4-dien-3-on,
11a-hidroksiandrosta-1, 4-dien-3, 17-dion, 11a-hidroksiandrost-4-en-3, 17-dion,

11a, 17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on ve 11a, 17B-dihidroksiandrosta-1, 4-dien-3-on
gibi bazi yiikseltgenmis ve indirgenmis metabolitler ile sonuglandi [22]. Normal
baglanma oryantasyonu neticesinde hidroksilasyonun C halkasinda (C-11)

gergeklesmis olabilecegi sonucuna varildi.

Dehidroepiandrosteron (3pB-hidroksiandrost-5-en-17-on) bilesiginin Cephalosporium
aphidicola ile biyotransformasyonu sonucunda 3p-hidroksiandrost-4-en-17-on ve

3P, 4B-dihidroksiandrost-5-en-17-on bilesikleri elde edildi [23]. C veya B halkasinda
hidroksillenme beklenirken hidroksillenme alisilmadik bir sekilde A halkasinda

gbzlendi.

17-Kloroandrosta-4,16-dien-3-on  bilesiginin ~ Cephalosporium aphidicola ile
biyotransformasyonu C-6f3, C-11a and C-15f pozisyonlarindaki hidroksilasyonlar ile
sonucland1 [24]. Klor atomunun bir oksijen fonksiyonu gibi hidroksilasyonu
yonlendirdigi ve klor atomu civarinda ise herhangi hidroksilasyon goézlenmedigi

sonucuna varildi.

Bazi D  halkasiz  androstanlarin ~ Cephalosporium  aphidicola ile
biyotransformasyonlar1 gerceklestirildi [25]. Bu androstanlarin B halkasinda normal

steroidler ile benzer hidroksillenmeler gozlenirken C halkasinda bu durum
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gerceklesmedi. Bu sonuglar D halkasinin tabiatinin C halkasinin hidroksillenmesinin

belirlenmesinde 6nemli oldugunu diistindiirdi.

Aphidicolin biyosentezi ile karsilagtirmak i¢in A halkalarinin yapilar1 aphidicoline

benzeyen bazi 4, 4-dimetilandrost-5-en-3-on bilesikleri [26] ile baz1 43-hidroksi-4q-
metil-5¢-androstan bilesikleri [27] Cephalosporium aphidicola ile inkiibasyona tabi

tutuldu. Aphidicolin biyosentezinde hidroksilasyon A halkasinda gergeklesirken bu
steroidlerin hidroksilasyonlar1 B halkalarinda gergeklesti (C-7).

Cephalosprium aphidicola ile 3o, 17p-dihidroksi-5a-androstan ve 3B, 17a-
dihidroksi-5a-androstan bilesikleri de inkiibasyona tabi tutuldu [28]. Her iki bilesik
muhtemelen ters baglanma oryantasyonu neticesinde C-6B pozisyonunda
hidroksilendi. Ayrica 3a,17B-dihidroksi-5Sa-androstan C-7a pozisyonunda (normal
cevrilmis baglanma oryantasyonu) hidroksillenirken 3f3,17a-dihidroksi-5a-androstan

C-11p pozisyonunda hidroksillendi (normal baglanma oryantasyonu).

Ug boyutlu yapilar1 diger steroidlerden oldukca farkli olan bazi 5B-metilestr-9-en
bilesikleri [29] ile baz1 5B-metil-19-norpregn-9-en bilesikleri [30] Cephalosporium
aphidicola ile inkiibasyona tabi tutuldu. Amag yapilari olduk¢a farkli olan bu
steroidler lizerine hidroksilaz enzimlerinin muhtemel etkilerini incelemekti. Bu
steroidler iizerinde diisiik verim ile de olsa da normal baglanma oryantasyonu

neticesinde C-11p pozisyonunda mikrobiyal hidroksillenmeler gozlendi.

Metoksil grubunun steroidlerin mikrobiyal hidroksilasyonlar1 iizerine etkilerini
incelemek tizere hidroksil gruplarinin yerini metoksil gruplar1 almis bazi steroidlerin
Cephalosporium aphidicola ile biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi [31]. Her ne
kadar bazi hidroksillenmeler elde edilse de mikrobiyal hidroksilasyonlar igin

hidroksil gruplarinin metoksil gruplarindan daha 6nemli oldugu anlasildi.

Cephalosporium aphidicola kiifii ile baz1 sentetik ilaglarin da biyotransfromasyonlari
gergeklestirildi [32-35]. 17a-Etinil-17B-hidroksiandrost-4-en-3-on (ethisterone) ve
17a-etil-17B-hidroksiandrost-4-en-3-on bilesiklerinin Cephalosporium aphidicola ile

biyotransformasyonu sadece A halkasinda yeni bir ¢ift bag olusumu ile sonu¢landi
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[32]. Norethisterone bilesiginin Cephalosporium aphidicola ile biyotransformasyonu
ise sadece yiikseltgenme {iriinii olan 17a-etinilestradiol ile sonuglandi [33]. Bu
bilesikler hidroksilaza A halkasindaki karbonil grubu ile baglansalar bile
muhtemelen D halkasindaki etinil veya etil gruplar sterik engellemeler ile
bahsedilen bilesiklerin enzim biinyesinde hidroksillenmesini saglayacak bir

oryantasyonu kazanmasini 6nlemis olabilecegi sonucuna varildi.

Kan lipid seviyesini diisiiriicii sentetik bir ilag olan pregna-4, 17(20)-cis-dien-3, 16-
dion (E-guggulsteron) Cephalosporium aphidicola ile 3 giin boyunca
biyotransformasyona tabi tutuldu. Hidroksilasyon normal baglanma oryantasyonuna

uygun olacak sekilde C-11¢’da meydana geldi [34].

Sentetik bir anabolik steroid olan Danazol (17a-pregna-2, 4-dien-20-ino[2, 3-
dJisoksazol-17-o0l) bilesiginin Fusarium lini, Aspergillus niger ve Cephalosporium
aphidicola kiifleri ile biyotransformasyonlart 17p-hidroksi-2-(hidroksimetil)-17-a-
pregn-4-en-20-in-3-on ve 17f-hidroksi-2-(hidroksimetil)-17a-pregna-1, 4-dien-20-
in-3-on metabolitlerinin olusumu ile sonuglandi [35]. Bu bilesigin yapisindaki ek
heterosiklik halkanin hidroksilazlar harici enzim veya enzimlerce pargalanmasi

sonrasinda A halkasinda hidroksilasyon ger¢eklestigi sonucuna varildi.

2.3. Cahlsmanin Amaci

Jones modeline gore steroidlerin enzime baglanmalar1 ve mikrobiyal hidroksilasyonu
C-3, C-11 ve C-16 (normal baglanma) veya C-3, C-6 ( C-7) ve C-16 (ters baglanma)
atomlarina bagli oksijen fonksiyonu igeren gruplara bagldir. Mesala, bu C
atomlarindan olan C-3 atomuna bagh bir hidroksil grubu enzimimin aktif
bolgelerindeki amino asitlerin yan gruplar ile hidrojen bagi olusumu veya iyonik
etkilesimlere girebilir bu durumda enzim substrata baglanabilir ve daha sonra
mikrobiyal hidroksilasyon gerceklesebilir. Steroidler A halkasinda bulunan bir
3B-OH veya 3a-OH grubu ile hidroksilaz enzimlerine baglanabilirler. Bu durumda
steroidlerin D halkasinda da bir oksijen fonksiyonu varsa mikrobiyal hidroksilasyon
muhtemelen C halkasinda (C-11 veya C-12) veya B halkasinda (C-6 veya C-7)
gergeklesebilir.
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Bu ¢alismanin amaci steroidlerin hidroksilaz enzimlerine baglanmasinda 6nemli olan
C-3 atomuna bagli bir hidroksil grubuna ilaveten ayni karbona bagli olan metil
grubunun steroidlerin biyotransformasyonuna olabilecek etkilerini incelemektir. Bu
amagla 3P, 20-dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en ve 3a, 17B-dihidroksi-3f-
metilestr-4-en bilesiklerinin Cephalosporium aphidicola kiift ile

biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi.




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Biyotransformasyon calismalarinda kullanilan besi yeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu Niive OT 020 marka otoklav ile gerceklestirildi. Kiiflerin gelistirilmesi
ve biyotransformasyon g¢alismalari i¢in Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamali
Inkiibator kullanildi. Infrared spektrumlari, KBr diskleri kullanilarak ATI Mattson
Infinity Series FTIR spektrometre cihazi ile alindi. 'H-NMR spektrumlari
tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de déterokloroform
icerisinde ve Varian Mercury 300 NMR spektrometresi kullanilarak alindi. *C-NMR
spektrumlari, ayni cihaz kullanilarak 75 MHz’de déterokloroform igerisinde alindi.
Kolon kromatografisi icin Merck kalite silika jel 60 (230-400 mesh) kullanildi.
Alumina ile gerceklestirilen kolon kromatografisi calismalar1 Merck kalite aktif
ndtral alumina 90 (70-230 mesh) ile gergeklestirildi. Biyotransformasyon deneyinin
sonucu ve kolon kromatografi ¢alismalarinin sonuglar1 ince tabaka kromatografisi
(ITK) ile izlendi. ITK 0,25 mm kalinhginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel
GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢ozgen sistemi kullanilarak yapildi. Bilesikler
once UV lambasi altinda goézlendi, daha sonra iyot buharina maruz birakilarak
belirgin hale getirildi. Erime noktalar1 Elektro thermal IA 9200 erime noktasi tayin
cihazi ile tespit edildi. Besi yeri filtrasyonunun daha etkin olabilmesi i¢in filtre

kagitlar1 arasinda uygun miktarlarda Celite kullanildi.

Mikrobiyal biyotransformasyon ¢alismasinda kullanilan Cephalosporium aphidicola
IMI 68689 kiifii Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimi,
Biyotransformasyon Arastirma Laboratuvarindan yatik agar kiiltiirii seklinde bir adet

stok kiltur olarak tedarik edildi.
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Calismada  biyotransformasyonlar1 ~ Cephalosporium  aphidicola  kiifii  ile
gerceklestirilen 33, 20-dihidroksi-3a ,20-dimetilpregn-4-en ve 3o, 17B-dihidroksi-
3B-metilestr-4-en bilesikleri Kocaeli Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya

Bolimunden tedarik edildi..

3.2. Metot

3.2.1. Taze yatik agar Kiiltiirlerin hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,35 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besi yeri hazirland1 [2]. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik cam siselerin yarilarina
kadar ilave edildi ve otoklav igerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler igerisinde erimis haldeki besi yerleri, donmadan 6nce
45°ye yakin bir egim olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik agar
besi yerleri elde edildi.

Stok fungal kiiltirdeki kiiflerin bir kismi yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril
sartlarda aktarildi ve oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kiiltlirlerinin en gelismisindeki kiifler 15 giinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma islemi 2 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar kiiltiirlindeki

kiifler biyotransformasyon ¢aligmasinda kullanildi.
3.2.2. Cephalosporium aphidicola kiifiiniin besi yerinin hazirlanmasi
Cephalosporium aphidicola besi yerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal

maddelerin listesi ve bir litre ¢ozelti i¢inde bulunan miktarlar1 Tablo 3.1°de

verilmistir [29].
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Tablo 3.1 Besi yeri ¢ozeltisinin bilesenleri

Bilesenler Miktar
Glukoz 50,0 g
KH2PO4 5,0 g
MgS04.7H,0 20¢g
Glisin 20¢g
KClI 1.0g
Eser element ¢ozeltisi 2,0 mL

Besi yerine katilan eser element ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal

maddeler ve bir litre ¢ozelti i¢inde bulunan miktarlar1 Tablo 3.2°de verilmistir [30].

Tablo 3.2 Eser element ¢ozeltisi bilesenleri

Bilesenler Miktar (g)
ZnS04.7H,O 1,6
FGSO4.7H20 1,0
Co(NO3),.6H,0 1,0
(NH4)6M07024.4H20 1 ,0
CUSO4.5H20 0,1
MHSO4.7H20 0,1

3.3. Bilesiklerin Cephalosporium aphidicola ile Biyotransformasyonu

3.3.1. 3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en bilesiginin
biyotransformasyonu

Sterilize edilen 1 L besi yeri 10 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda
sterilize edildi. Daha Once hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden birine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlen yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 giin

boyunca 30°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.

Kiif i¢eren erlenin muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda yaklagik 1 mL
numune nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli miktarda kiif olugabilmesi i¢in 3

giin siiresince 30°C’de inkiibasyona birakildi.
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3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en (400 mg) etanol (20 mL) igerisinde
cOziinerek yeterli miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda
ilave edildikten sonra 10 giin siiresince 30 °C’ de calkalamali inkiibatorde

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besi yeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtre kagitlar1 arasinda Celite kullanilarak filtrasyon islemine tabi tutuldu ve besi yeri
kif kiiltlirtine ait misellerden siiziilerek ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil
asetat kullanilarak yikandi. Erlendeki siizlintiiniin pH degeri %10’luk hidroklorik asit
¢oOzeltisi yardimiyla 2’ye ayarlandi ve her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3
ekstraksiyon gergeklestirildi. Daha sonra ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak
ortamda bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatorde uzaklastirildiktan

sonra 500 mg yagims1 bir madde elde edildi.

Baslangi¢ maddesi ve elde edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK
calismasi gelistirildiginde baslangic maddesi ile ayni polariteye sahip tek bir bilesik
gbzlendi. Yagims1 madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine
tabi tutuldu. Kolonda ¢ozgen sistemi olarak hekzan icerisinde artan oranlarda etil
asetat kullanildi. Kolondan % 5°lik ¢dzgen sistemi ile ITK’da gdzlenen bilesik
yagimsi1 bir madde (320 mg) olarak elde edildi. Kolon kromatografisi sirasinda ve
sonrasinda yapilan ITK c¢alismalarinda bilesik ile beraber bazi safsizliklarin
bulundugu goézlendi. Kiiclik bir kolon ile az miktarda aktif nétral alumina {izerinde
kisa siireli kolon kromatografisine maruz birakilarak saflastirildiginda bilesik

(290 mg) etil asetattan igne seklinde kristaller olarak elde edildi.

Erime noktast: 146-147 °C (Literatiir 145-147 °C [36] ), Vmax cm: 3306, du(CDCls)
0.82 (3H, s, 18-H), 1.16 (3H, s, 3-CH3), 1.23 (3H, s, 19-H), 1.28 ve 1.29 (her biri 3H,
s, 21-CHj; ve 22-CH3), 0.90-2.20 (1H, m*, 20-H), 5.17 (1H, s, 4-H).

(m* : iist liste cakigan multipletler)
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3.3.2. 3a, 17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en bilesiginin biyotransformasyonu

Sterilize edilen 2 L besi yeri 20 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda
sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden birine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlen yeterli miktarda kiif olugabilmesi icin 3 giin

boyunca 30 °C’de c¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona birakildi.

Kiif iceren erlenin muhtevasindan diger erlenlere steril sartlar altinda yaklagik 1 mL
numune nakledildikten sonra bu erlenler de yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3

giin siiresince 30 °C’de inkiibasyona birakildi.

3a,17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en (900 mg) etanol (20 mL) igerisinde ¢dzilinerek
yeterli miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave

edildikten sonra 10 giin siiresince 30 °C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona

birakildi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besi yeri bir Buchner hunisi yardimiyla
Celite kullanilarak ve vakum altinda fungal kiiltiire ait misellerden siiziilerek ayrildi.
Buchner hunisinde kalan miseller etil asetat kullanilarak yikandi. Erlendeki
stiziintiiniin pH’s1 %10’luk hidroklorik asit ¢ozeltisi yardimiyla 2’ye ayarlandi ve her
seferinde 2 L etil asetat kullanilarak 3 ekstraksiyon gergeklestirildi. Daha sonra
ekstraktlara susuz sodyum sitilfat katilarak etil asetatta kalabilecek su ortamdan
uzaklagtirildi. Etil asetat evaporatorde uzaklastirildiktan sonra 1 g yagimsi bir madde

elde edildi.

Baslangi¢ maddesi ve elde edilen yagims1 maddeyi karsilastiracak sekilde bir ITK
calismasi gelistirildiginde baslangi¢ maddesi ile ayni polariteye sahip tek bir
bilesigin varlig1 gozlendi. Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon
kromatografisine tabi tutuldu. Kolonda ¢dzgen sistemi olarak hekzan igerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. Kolondan % 5°lik ¢ozgen sistemi ile bilesik yagimsi
bir madde (800 mg) olarak elde edildi. Kolon kromatografisi sirasinda ve sonrasinda
yapilan ITK c¢alismalarinda bilesik ile beraber bazi safsizliklarin bulundugu

gbzlendiginden kiiclik bir kolon ile az miktarda aktif notral alumina {izerinde kisa
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siireli kolon kromatografisine maruz birakildiktan sonra bilesik (700 mg) etil

asetattan prizmalar seklinde kristaller olarak elde edildi.

Erime noktasi 146-147 °C (Literatiir 144-147 °C [37] ), Vmax cm™: 3335, 1652,
ou(CDCl) 0.75 (3H, s, 18-H), 1.24 (3H, s, 3-CH3), 0.70-2.20 (1H, m*, 20-H), 3.61
(1H, t,J 8.6 Hz, 17a-H), 5.28 (1H, s, 4-H).

(m* st liste cakisan multipletler)



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Biyotransformasyon c¢alismalarindan elde edilen bilesiklerin yapilarini belirlemek
icin hem baslangic maddelerinin hem de elde edilen bilesiklerin '"H-NMR, C-NMR,
C APT NMR, IR spektrumlari alind ve erime noktalari tayin edildi.

Biyotransformasyonlar1 gerceklestirilen 33, 20-dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en
(1) ve 3a, 17B-dihidroksi-3B-metilestr-4-en (2) bilesiklerinin karbon iskeletlerinin

numaralandirilmasi Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Baslangi¢ maddelerinin karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi.

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en (1) ve Cephalosporium aphidicola ile
biyotransformasyonundan elde edilen bilesigin 'H-NMR  spektrumlarinin
degerlendirilebilmesi amaciyla bu spektrumlarin karsilastirilmasi Tablo 4.1°de

verilmigtir.
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Tablo 4.1 3B,20-Dihidroksi-30.,20-dimetilpregn-4-en ve bilesigin 'H-NMR spektrumlarinin

karstlastirilmast
3B,20-Dihidroksi-3¢,20-dimetilpregn-4-en Bilesik
Kimyasal J sabitleri | Kimyasal J Yarilma | Proton
kayma (Hz) kayma | sabitleri Tipi
(ppm) (ppm) (Hz)
5,17 - 5,17 - ] 4-H
1,29 - 1,29 - S 20-CHs
1,28 - 1,28 - S 20-CHs
1,23 - 1,23 - ] 19-H
1,16 - 1,16 - S 3-CH;
0,90-2,20 - 0,90-2,20 - * *x
0,82 - 0,82 - s 18-H
* Ust iiste cakisan multipletler
*%0,90-2,20 ppm arasinda gelen diger protonlar

Tablo 4.1’den de gozlenecegi gibi baslangic maddesi ile bilesigin 'H-NMR
spektrumlart karsilagtirlldiginda bu maddelerin ayni oldugu anlasildi. Her iki
bilesigin ayni yerlerde rezonansa gelen bazi protonlara ait belirgin 6 sinyal varken
diger protonlar ise 0,90-2,20 ppm arasinda iist liste ¢akisan multipletler olarak

rezonansa geldi.

Baglangi¢ maddesi ile bilesigin 4-H protonuna ait sinyaller ¢ift bagin etkisinden
dolay1 5,17 ppm’de gozlendi. Her iki bilesigin C-10 atomuna baglh metil grubu (19-
H) ile C-3 atomuna bagli metil grubuna ait protonlar sirast ile 1,23 ppm ve 1,16
ppm’de gozlendi. Iki bilesigin C-20 atomuna bagl 2 metil grubuna ait protonlarinin
sinyalleri ise hidroksil grubunun etkisinden dolay1 1,28 ve 1,29 ppm’de rezonansa
geldi. Baglangic maddesi ile metabolitin C-13 atomuna bagli metil grubu (18-H)
protonlari ise 0,82 ppm’de gozlendi. Baslangic maddesi ile ilgili bilesigin 'H-NMR

spektrumlar sirast ile Sekil 4.2 ve Sekil 4.3°de verilmistir.

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en (1) ve Cephalosporium aphidicola ile

biyotransformasyonundan elde edilen bilesigin *C-NMR  spektrumlarinin
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degerlendirilebilmesi amaciyla bu spektrumlarin karsilagtirilmasi Tablo 4.2°de

verilmistir.

Tablo 4.2. 3B,20-Dihidroksi-30.,20-dimetilpregn-4-en ve bilesigin *C-NMR spektrumlarmin

karsilastirilmasi

3pB,20-Dihidroksi-3a,20-dimetilpregn-4-en Bilesik

C-1 23,67 23,67
C-2 35,46 35,45
C-3 73,42 73 .44
C-4 126,68 126,67
C-5 145,61 145,62
C-6 35,10 35,10
C-7 32,80 32,82
C-8 35,20 35,22
Cc-9 54,11 54,13
C-10 42,77 42,79
C-11 22,94 22,97
C-12 37,31 37,32
C-13 40,04 40,07
C-14 56,10 56,12
C-15 32,05 32,06
C-16 20,91 20,93
C-17 60,03 60,08
C-18 13,49 13,49
C-19 18,64 18,66
C-20 69,95 69,96
30-CH; 29,90 29,90
20-CH; 32,07 32,08
20-CH3 32,05 32,06

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en ile bilesigin *C-NMR spektrumlar
karsilagtirildiginda (Tablo 4.2) bu maddelerin ayn1 oldugu fikri daha da giiclendi.
Baslangi¢ maddesi ile bilesigin BC-NMR spektrumlar (siras1 ile Sekil 4.4 ve Sekil
45) ile “C APT NMR spektrumlar1 (sirast ile Sekil 4.6 ve Sekil 4.7)

karsilastirildiginda biitiin spektrumlarda hemen hemen ayni yerlerde rezonanslara
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gelen toplam 23 karbon atomu sinyali gézlendi (Tablo 4.2, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil
4.6 ve Sekil 4.7).

Her iki bilesigin °C APT NMR spektrumlart detayli olarak incelendiginde
(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7) yapilarinda 5 metil karbonu (C-18, C-19, 3a-CHs, 20-CHj; ve
20-CHj3 ), 8 metilen karbonu (C-1, C-2, C-6, C-7, C-11, C-12, C-15 ve C-16), 5
metin karbonu (C-4, C-8, C-9, C-14 ve C-17) ve 5 kuaterner karbon atomu (C-3, C-5,
C-10, C-13 ve C-20) oldugu anlasildu.

iki bilesigin °C APT NMR spektrumlarindaki metil karbonlar ile metin karbonlar
(toplam 10 sinyal) ayn1 yonlerde gelirken metilen karbonlar: ile kuaterner karbonlar

(toplam 13 sinyal) ayn1 yonlerde rezonansa geldi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en ile bilesigin IR spektrumlari (Sekil 4.8
ve Sekil 4.9) incelendiginde her iki spektrumda da 3300 cm™ civarinda bir hidroksil

grubu absorbsiyonu gozlendi.

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en ile bilesigin erime noktalarmin da
birbirlerine olduk¢a yakin oldugu tespit edildi. 3[3,20-Dihidroksi-3a,20-
dimetilpregn-4-en bilesiginin erime noktas1 145-147 °C olarak bulunurken bilesigin

erime noktasi 146-147 °C olarak bulundu.

Biitiin spektroskopik tekniklerden elde edilen bilgilerin ve erime noktalarinin
karsilagtirllmast  neticesinde 3P, 20-dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en’in
Cephalosporium aphidicola ile inkiibasyonunun sadece baslangic maddesi ile

sonuglandigi anlasildi.
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3a, 17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en (2) ve Cephalosporium aphidicola ile
biyotransformasyonundan elde edilen bilesige ait 'H-NMR spektrumlarinin

karsilastirilmasi Tablo 4.3°de verilmistir.

Tablo 4.3. 3a,17p-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en ve bilesigin '"H-NMR spektrumlarmin karsilastiriimasi

3a,17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en Bilesik
Kimyasal kayma | J sabitleri Kimyasal J sabitleri | Yarilma | Proton
(ppm) (Hz) kayma (ppm) | (Hz) Tipi
5,28 - 5,28 - S 4-H
3,61 8,6 3,62 8,6 t 17-H
1,24 - 1,24 - s 3-CHs
0,75 - 0,75 - s 18-H
0,70-2,20 - 0,70-2,20 - * ok
* Ust iiste cakisan multipletler
*%(0.70-2.20 ppm arasinda gelen diger protonlar

Yukaridaki tablodan da gozlenecegi gibi baslangic maddesi ile bilesigin 'H-NMR
spektrumlart karsilastirildiginda bu iki maddenin ayni oldugu fikrine varildi.
Bilesiklerin spektrumlarinda aymi yerlerde rezonansa gelen bazi protonlara ait
belirgin 4 sinyal ile diger protonlar ait 0,70-2,20 ppm arasinda list iiste cakisan

multipletler olarak rezonansa gelmis sinyaller gézlendi.

Baslangic maddesi ile bilesigin 4-H protonuna ait sinyalleri ¢ift bagin varligindan ve
muhtemelen C-3 atomuna bagli hidroksil grubu ile olan etkilesim sebebi ile 5,28
ppm’de gozlendi. Her iki bilesigin C-3 atomuna bagli metil grubuna ait protonlar
1,24 ppm’de rezonansa geldi. Baslangi¢ maddesi ile bilesigin C-13 atomuna bagh
metil grubu (18-H) protonlar1 ise 0,75 ppm’de gozlendi. Her iki bilesigin
spektrumlarinda 3,61 ppm’de bir sinyal daha gozlendi. Bu sinyalin C-16 atomuna
bagli iki proton tarafindan triplete (t) yarilan 17-H protonuna ait oldugu sonucuna
varildi. Baslangic maddesi ile bilesigin 'H-NMR spektrumlari sirastile  Sekil 4.10
ve Sekil 4.11°de verilmistir.
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3a, 17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en (2) ve Cephalosporium aphidicola ile
biyotransformasyonundan elde edilen bilesige ait 'C-NMR spektrumlarinin

karsilastirilmasi Tablo 4.4°de verilmistir.

Tablo 4.4. 3a,17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en ve bilesigin *C-NMR spektrumlarmim

karsilagtirilmasi
3a,17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en Bilesik
C-1 69,54 69,54
C-2 37,33 37,29
C-3 69,54 69,54
C-4 127,30 127,28
C-5 141,25 141,20
C-6 36,47 36,43
C-7 31,40 31,35
C-8 40,90 40,85
C-9 49,80 49,75
C-10 41,73 41,69
C-11 25,78 25,74
C-12 34,95 34,91
C-13 42,98 42,94
C-14 49,87 49,84
C-15 25,61 25,61
C-16 30,27 30,20
C-17 81,71 81,70
C-18 10,94 10,95
c-19 | e e
3p-CH3 28,31 28,27

30, 17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en ile ilgili bilesigin *C-NMR spektrumlarinin
karsilagtirilmast (Tablo 4.4) bu bilesiklerin ayni oldugunu daha da dogruladi.
Baslangi¢ maddesi ile bilesigin *C-NMR spektrumlari (sirast ile Sekil 4.12 ve Sekil
4.13) ile C APT NMR spektrumlari (sirast ile Sekil 4.14 ve Sekil 4.15)

karsilastirildiginda biitiin spektrumlarda birbirlerine ¢cok yakin yerlerde rezonanslara
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gelen toplam 19 karbon atomu sinyali gozlendi (Tablo 4.4, Sekil 4.12, Sekil 4.13,
Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

Her iki bilesigin °C APT NMR spektrumlart detayli olarak incelendiginde
(Sekil 4.14 ve Sekil 4.15) yapilarinda 2 metil karbonu (C-18 ve 33-CH3), 8 metilen
karbonu (C-1, C-2, C-6, C-7, C-11, C-12, C-15 ve C-16), 6 metin karbonu (C-4, C-8,
C-9, C-10, C-14 ve C-17) ve 3 kuaterner karbon atomu (C-3, C-5 ve C-13) oldugu
anlasildi.

iki bilesigin °C APT NMR spektrumlarindaki metil karbonlar ile metin karbonlar
(toplam 8 sinyal) ayn1 yonlerde gelirken metilen karbonlar1 ile kuaterner karbonlar

(toplam 11 sinyal) ayn1 yonlerde rezonansa geldi (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15).

3a, 17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en ile bilesigin IR spektrumlarinda (Sekil 4.16
ve Sekil 4.17) 3330 cm™ civarinda bir hidroksil grubu absorbsiyonu gozlendi.

Erime noktasi tayini ¢aligmalari neticesinde 3a,17p-dihidroksi-3-metilestr-4-en ile
bilesigin erime noktalarinin da birbirlerine oldukca yakin oldugu tespit edildi. 3a.,
17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en bilesiginin erime noktast 145-147 °C olarak

bulunurken bilesigin erime noktas1 146-147 °C olarak bulundu.

Biitiin spektroskopik tekniklerden elde edilen bilgilerin ve erime noktalarinin
karsilagtirilmasi neticesinde 3a.,17(3-dihidroksi-33-metilestr-4-en’in Cephalosporium

aphidicola ile inkiibasyonundan sadece baslangic maddesi elde edildigi anlasildi.
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Sekil 4.11 3a,17p-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en’in Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu sonucu olusan bilesigin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 4.13 3a,17p-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en’in Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu sonucu olusan bilesigin *C-NMR spektrumu
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Sekil 4.15 3a,17p-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en’in Cephalosporium aphidicola kiifii ile biyotransformasyonu sonucu olusan bilesigin *C-APT NMR spektrumu
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Sekil 4.16 3a,17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en’in IR spektrumu
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Sekil 4.17 3a,17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en’in Cephalosporium aphidicola kiift ile biyotransformasyonu sonucu olusan bilesigin IR spektrumu
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BOLUM 5. SONUGCLAR

Biyotransformasyon caligsmalari sonucunda elde edilen yeni bilesiklerin yapilarini
tayin amaciyla 33, 20-dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en, 3a, 17B-dihidroksi-33-
metilestr-4-en  ve yeni bilesiklerin 'H- NMR, C-NMR, *C APT NMR, IR

spektrumlari alind1 ve erime noktalarinin tayini yapildi.

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en ve bu bilesigin biyotransformasyonu
sonucunda elde edilen bilesigin 'H- NMR, "C-NMR, “C APT NMR ve IR
spektrumlar1  karsilastirildiginda 3, 20-dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en
bilesiginin Cephalosporium aphidicola kiifii ile 10 giin biyotransformasyonu
neticesinde herhangi bir degisim gerceklesmedigi anlasildi. Baslangi¢ maddesi ve
bilesigin erime noktalarinin hemen hemen aymi olmalar1 da bu sonucu

desteklemektedir.

C. aphidicola Baslangl@ maddesi

Sekil 5.1 3B, 20-Dihidroksi-3c, 20-dimetilpregn-4-en bilesiginin Cephalosporium aphidicola kiifii ile
biyotransformasyonu

Benzer sekilde 30, 17B-dihidroksi-3p-metilestr-4-en ve yeni bilesigin 'H- NMR, "°C-

NMR, “C APT NMR ve IR spektrumlart karsilastirildiginda 3o, 17f-dihidroksi-3p-

metilestr-4-en  bilesiginin  Cephalosporium aphidicola kiifi ile 10 giin

biyotransformasyonu neticesinde herhangi bir degisim gerceklesmedigi anlasildi.

Baslangi¢c maddesi ve metabolitin erime noktalarinin birbirine ¢ok yakin olmalari
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biyotransformasyonu neticesinde herhangi bir degisim gerceklesmedigini daha da

desteklemektedir.

OH

C. aphidicola

—— > Baslangi¢ maddesi

Sekil 5.2 3a, 17B-Dihidroksi-3p-metilestr-4-en bilesiginin Cephalosporium aphidicola kiifii ile

biyotransformasyonu



BOLUM 6. TARTISMA VE ONERILER

Bir enzimin kendine 6zgili reaksiyonunu gergeklestirebilmesi i¢in Once enzimle
substratin uygun bir oryantasyonla birbirlerine baglanmalar1 gerekir [5]. Bu
baglanma da iyonik etkilesimler ile hidrojen bagi olusumu olduk¢a etkindir [8].
Substrat tizerindeki hidroksil gruplar1 iyonik etkilesimler ve hidrojen bagi olusumuna

dahil olarak substrat ve enzimin birbirlerine baglanmasini saglayabilirler [5,8].

3B, 20-Dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en bilesiginin Cephalosporium aphidicola
kifii ile 10 giin biyotransformasyonu neticesinde herhangi bir degisim
ger¢ceklesmemesinin sebebi 3a-metil grubunun enzime baglanmada etkin olabilecek
3B-hidroksil grubunun aktif merkez biinyelerindeki amino asit yan gruplart ile
etkilesimlerini fiziki olarak ortadan kaldirmasi (sterik engelleme) olabilir. Eger
baglanma gergeklesemezse enzim-substrat kompleksi olusumu ve de mikrobiyal
hidroksilasyonda gerceklesemez. Ayrica 17B-yan zincirindeki normal pregnan
serilerinde bulunmayan ilave metil grubunun da sebeb olabilecegi sterik engelleme
ile steroidin hidroksilaz igerisinde uygun baglanma oryantasyonlari kazanamamasi
neticesinde enzim-substrat kompleksi olusumu ve hali ile mikrobiyal hidroksilasyon

gergeklesmemis olabilir.

Daha oncede belirtildigi gibi bazi pregnanlarin [14] ve kortikosteroidlerin [17]
Cephalosporium aphidicola ile inkubasyonu neticesinde ana hidroksilasyonlar B
halkasinda (C-6) ve C halkasinda (C-11 ve C-12) gerceklesmistir. Bu bilesiklerin A
halkasindaki oksijen fonksiyonu (C-3) komsulugunda herhangi bir sterik
engellemeye sebebiyet verebilecek bir grup bulunmadigi icin enzime baglanabilmis
ve hidroksilasyonlar gergeklesmistir. Biyotransformasyonu gergeklestirilen 33 20-
dihidroksi-3a, 20-dimetilpregn-4-en bilesiginin yapisindaki her iki oksijen

fonksiyonu metil gruplarinin komsulugunda oldugundan bu gruplarin muhtemel
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sterik  engellemeleri neticesinde herhangi bir mikrobiyal hidroksilasyon

gerceklesmemis olabilir.

3a, 17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en bilesiginin Cephalosporium aphidicola kiifi
ille 10 giin biyotransformasyonu neticesinde  herhangi bir  degisim
gerceklesmemesinin sebebi 3B-metil grubunun normalde enzime baglanmada ve
hidroksilasyonu yonlendirmede fazla etkin olmayan 3a-hidroksil grubunun [8] aktif
merkez biinyelerindeki amino asit yan gruplan ile etkilesimlerini sterik olarak
engellemesi ve bilesigin hidroksilasyonu ile sonuglanacak uygun bir oryantasyonun
kazanilamamas1 olabilir. Bu bilesik 17B-hidroksil grubu vesilesi ile hidroksilaza bir
aktif merkezden baglansa bile 38-metil grubunun sebeb olabilecegi sterik engelleme
ile steroidin hidroksilaz igerisinde diger 2 aktif merkez ile uygun baglanma
oryantasyonlar1 kazanamamasi neticesinde enzim-substrat kompleksi olusumu ve

hali ile mikrobiyal hidroksilasyon ger¢eklesmemis olabilir.

Testosteron ve bazi tiirevlerinin [15] Cephalosporium aphidicola ile inkubasyonu
neticesinde ana  hidroksilasyonlar B  halkasinda (C-6) gergeklesmistir.
Cephalosporium aphidicola ile inkubasyonu gergeklestirilen pregnanlar [14] ve
kortikosteroidler [17] gibi bu bilesiklerin A halkasindaki oksijen fonksiyonu (C-3)
komgulugunda herhangi bir sterik engellemeye sebebiyet verebilecek bir grup
bulunmamaktadir. Bu sebebten dolay1 bahsedilen bilesikler enzime baglanabilmis ve
hidroksilasyonlar gerceklesmistir. Biyotransformasyonu gergeklestirilen 3o, 1783-
dihidroksi-3p-metilestr-4-en bilesigi icin enzime baglanma ve hidroksilasyonu
yonlendirme acisindan daha Onemli olan D halkasindaki (C-17) oksijen
fonksiyonudur [8]. 3a, 17B-Dihidroksi-3B-metilestr-4-en, D halkasindaki oksijen
fonksiyonu vasitasi ile enzime baglanabilse bile diger oksijen fonksiyonu metil grubu
komsulugunda oldugundan bu grubun muhtemel sterik engellemeleri neticesinde
bilesik hidroksilaz icerisinde uygun oryantasyonu kazanamadigindan herhangi bir

mikrobiyal hidroksilasyon ger¢eklesmemis olabilir.

Literatiirde steroidlerin hidroksilaz enzimlerine baglanmasinda 6nemli olan C-3
atomuna bagli bir hidroksil grubuna ilaveten ayni karbona bagli olan metil grubunun

steroidlerin biyotransformasyonuna olabilecek etkilerini incelemeye yonelik bir
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calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alisma konu ile ilgili yapilan ilk caligmadir.
Bahsedilen konuda daha kapsamli bilgi edinebilmek i¢in farkli birkag
mikroorganizma ile aymi veya benzer bilesiklerin biyotransformasyonlarinin

calisilmas1 daha uygun olacaktir.
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