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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, ProgesterdAenicillium digitatum
Aspergillus wentii

Bu calsmada progesteronun Aspergillus wentii MRC 200316 Renicillium
digitatum MRC 500787 kuflerinde nasil metabolize edil@oe incelemek igin
bilesigin bahsedilen kifler ile biyotransformasyonlari @edestirildi. Her iki
inkibasyondan birer metabolit elde edildi.

Elde edilen metabolitlerin yapilari, erime noktaldH NMR, *C NMR, ve IR

spektrumlariile tayin edildi. Aspergillus wentile inkiibasyon 1d-hidroksipreg-4-
en-3,20-dion bilgigini verirkenPenicillium digitatumile inkibasyometicesinde ise
5a-pregnan-3,20-dion bidegini verdi.



THE BIOTRANSFORMATION OF PROGESTERONE BY SOME
FUNGI

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Progesteron@enicillium digitatum Aspergillus
wentii

In this work,progesteronavas incubated witispergillus wentii MRC 20031&nd
Penicillium digitatumin order to see how it would be metabolized by ¢heso
fungi. Each incubatiomafforded only one metabolite.

The structures of the metabolites were elucidatedhb melting points'H NMR,
3%c NMR and IR spectra. ncubation with Aspergillus wentii afforded kit
hydroxyipreg-4-en-3,20-dion&hile incubation with Penicillium digitatunafforded
5a-pregnane-3,20-dione

Xi



BOLUM 1. GIiRiS

Canlilarin kendi dgal substratlari olmayan maddeler Gzerinde enzimieya
enzimlerini iceren mikrozomlar, hicre kulttrleripkds kadlttrleri, organ kalttrleri,
mikroorganizmalar ya da mikroorganizma sporlarii dplyolojik sistemler yolu ile
meydana getirgd kimyasal dgisikliklere biyotransformasyonlar adi verilir [1].

Mikroorganizmalar ile gercekgérilen reaksiyonlarin cevre dostu olmalari, daisak
surede ve daha ucuza sonuclandiriimalar ile eglerfdbrika fermentorine kadar
¢esitli ortamlarda gercekigirilebilmeleri gibi ¢aitli avantajlari sebebiyle mikrobiyal
biyotransformasyonlar gunumizde daha tercih edilirdMikroorganizmalar
biyotransformasyonlar icin serbest veya uygun ylerey sabitlenmi olarak
kullanilabilir.  Kufler, mayalar, bakteriler ve midbiyal algler en yaygin olarak

kullanilan mikroorganizma gruplaridir [2].

Cogu mikroorganizmalar spesifik olmayan enzim sisteméayesinde hem dal

hem de sentetik bircok substrat Uzerinde cok safjaddl kimyasal reaksiyonlar
gerceklgtirebilirler. Mikrobiyal biyotransformasyonlarin ga sitokrom P-450
enzimlerince  gercekiarilirler.  Mikrobiyal  hidroksilasyon en  6nemli

biyotransformasyon reaksiyonlarindan birisidir [1].

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6nemi ilk olarak 1952ligda ortaya cikngtir [3].
Kortikosteroidlerin sentezi esnasinda fonksiyonelptardan uzakta bulunan C-11'e
bir oksijen fonksiyonu yerktirmek klasik kimyasal yontemlerle oldukca uzun ve
masrafli bir glemdi. Bu sorunurRhizopus arrhizuskifinin progesteronul) 11lo-
hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) bilesigine donigtirmesi Sekil 1.1) ile ¢ozulmesi

dikkatleri mikrobiyal biyotransformasyonlar tzerigekmitir [1].



HO,,

R. arrhizus
_——

o) o
1) (2)

Sekil 1.1. Progesteronud) R. arrhizusile biyotransformasyonu

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6neminin aglémasindan sonra steroidler vegel

bircok farkli madde lzerinde ¢cok sayidagidik mikroorganizma ile farkh ve yeni
biyotransformasyon reaksiyonlari gercaki@mistir [1, 4]. Cok sayidaki 6nemli
kimyasal madde ¢ cevre kirletici olan klasik sentez yontemleriuleun strede ve
oldukca maliyetli olarak Uretildinden mikrobiyal biyotransformasyonlar
gunumuzde giderek yaygigtaaktadir. Bu amac @oultusunda halen bir¢ok steroid

Ozellikle farkli kuf tarleri ile biyotransformasytara maruz birakilmaktadir [4].



BOLUM 2. PROGESTERON BiLE SiGINiN KUFLER iLE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Progesteron

Kolesterol @) bilesiginden tlrevlenen steroid hormonlar glukokortikordle
mineralokortikoidler, androjenler, éstrojenler vieogestagenler (progestinler) olmak
lzere beg ana sinifta incelenmektedir [5, 6]. Androjenlerstrojenler ve
progestagenler Ureme ile ilgili organlarin gele ve buyumelerini, ikincil gy

karakterlerini ve Ureme dongusuni dizenleygzy énormonlari olarak da bilinirler

[6].

Progestagenlerin tek gal temsilcisi olan progesterof)(az miktarlarda dstrojenleri
de salgilayan corpus Iluteumun temel hormonudur. ftahk stromasi ve
folikillerinde az miktar da sentezlenen progestaro(l) hamilelik esnasindaki ana
sentez yeri plasentadir. Bir miktar progesterogi de erkek bireylerin adrenal
bezlerinde de sentezlenmektedir [6]. Once pregoendl#) bilesigine cevrilen
kolesterol 8), dehidrogenaz ve izomeraz enzimlerinin etkisigi®gesterona 1j
donisturdlmektedir Sekil 2.1.). Progesterori), 3. karbonundan bir karbonil grubu
ile 4. ve 5. karbon atomlari arasinda ciftez beeren 21 karbonlu bir biektir.
Yapidaki karbonil grubu ve ¢ift gahormonun aktivitesi igin gereklidir. 17. karbona
bagli yan zincirin ise fizyolojik bir etkisi bulunmarkgadir [6].

HO HO o]
(3) (4) 1)

Sekil 2.1. Kolesterolden3] progesteronl) sentezi




Progesteronl(), rahim i¢ zar1 olan endometriyumun hamilelik i¢iazirlanmasini ve

hamileligin  devamlilgini  sa&lamaktadir. Hamilelik gerceldenedisinde corpus

luteum, lUteoliz ile kendi yapisina ve fonksiyonusan vermektedir. Hamilelik
gerceklgtiginde ise corpus luteum korunmakta ve 6zellikle diénemlerde (6-8.
haftalar arasinda) bu yapidan salinan progestapasside anne adayl ve ceninin
hayatini tehdit edecek yeni bir ireme déngisunglaimasi engellenmektedir [6].

2.2. Kufler ile Progesteron (1) Biyotransformasyordri

Literatiirde progesteronl) bilesiginin kufler ile biyotransformasyonlari Uzerine
bircok calsma bulunmaktadir [7-95]. Go progesteronl biyotransformasyonlari
Aspergillus turleri ile gerceklgtirilmistir. Aspergillus trleri icerisinde en c¢ok

kullanilanlardan birisAspergillus ochraceuktftdur (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1.A. ochraceusle progesteronl) biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Aspergillus ochraceu$S Androst-4-en-3,17-dion [7]
17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on
Androsta-1,4-dien-3,17-dion
17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on
11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)
Pregna-1,4-dien-3,20-dion
17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on
1k-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [8-9]
11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [10]
17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on
Androsta-1,4-dien-3,17-dion

Aspergillus ochraceu$S
Aspergillus ochraceussS *

Aspergillus ochraceusTCC 3,110-Dihidroksiestra-1,3,5(10)-trien-17-on [11]

Aspergillus ochraceus-8 * 11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [12]

Aspergillus ochraceusRRL 405 | 1B,60-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [13]

Aspergillus ochraceus 11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [14-15]

6p,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus ochraceus 11e-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [13, 16-
18]

Aspergillus ochraceus * 11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [19-22]

* Sabitlenmg kiifler ile gerceklgtirilen biyotransformasyonlar

Aspergillus phoenicigprogesteron 1) biyotransformasyonlari icin kullanilan bir

diger Aspergillustiradir (Tablo 2.2.).




Tablo 2.2 A. phoenicidle progesteronl( biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak

Aspergillus phoenicis 11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [11, 23]
6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus phoenicis 11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [24]
11a,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus phoenicis 1la-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [24]
153-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
11a0,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus phoenicis 1la-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [11,16]

* Sabitlenmg kiifler ile gerceklgtirilen biyotransformasyonlar

Progesteronl) biyotransformasyonlari icin kullanilan birggir Aspergillustiri ise

Tablo 2.3. gosterilgi gibi Aspergillus nigekafaddar.

Tablo 2.3 A. nigerile progesteronl)) biyotransformasyonlari

Kuf

Uriin

Kaynak

Aspergillus nigeiSN

1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[23]

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,21-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus nigeb8F

1hi-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus niger73

1J-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus nigerl00

1%i-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[23, 25]

17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11a,17a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus nigei200

1hi-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11a,21-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus nigei567

1hi-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,21-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus nigerlR

1k-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11a0,21-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus nige37

1J-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

11a0,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11a,17a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus niger

11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[26]

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus niger

11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[27]

Aspergillus nigeNCIM 589*

11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[28]

* Sabitlenmg kiifler ile gerceklgtirilen biyotransformasyonlar




Aspergillus turleri ile gerceklgtirilen progesteron 1) biyotransformasyonlarinin
diger bir kismi iséAspergillus fumigatukifu ile gerceklgtiriimistir (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4 A. fumigatusle progesteronl)) biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Aspergillus fumigatus| 1la-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [29]
7B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
153-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
7B,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
11q,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Aspergillus fumigatus| 11a,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [30]
7B,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
153-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
3p-Hidroksi-5a-pregnan-20-on

Aspergillustamarii ile gerceklstirilen progesteronl() biyotransformasyonlari Tablo

2.5.de 6zetlenmtir.

Tablo 2.5 A. tamariiile progesteronl) biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Aspergillus tamarii 118-Hidroksiandrosta-4,6-dien-3,17-dion [31]
Androst-4-en-3,17-dion
17p-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on
Aspergillus tamarii 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on [32]
11B,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Aspergillusaureogulgensle gerceklstirilen progesteroni) biyotransformasyonu
ise Tablo 2.6.’de Gzetlenstir.

Tablo 2.6 A. aureogulgenge progesteronl) biyotransformasyonu

Kif Uriin Kaynak
Aspergillus aureogulgens| Androst-4-en-3,17-dion [33]
17p-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on
5B-Androstan-3,17-dion
3a-Hidroksi-53-androstan-17-on

Diger Aspergillusttrleri ile gerceklgtirilen progesteronl|) biyotransformasyonlari

ise Tablo 2.7.de 6zetlengtir.




Tablo 2.7 Aspergillustiirleri ile diger biyotransformasyonlar

Kaf

Uriin

Kaynak

Aspergillus flavus

118-Hidroksiandrosta-4,6-dien-3,17-dion

[31]

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Aspergillus flavus-furcatis

118,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Aspergillus parasiticus

118,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Aspergillus oryzae

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Aspergillus subolivaceus

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

118,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Aspergillus fischeri

11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

11lo-Hidroksi-50-pregnan-3,20-dion

21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Aspergillus suniculosis

11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

11lo-Hidroksi-50-pregnan-3,20-dion

6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Aspergillus nidulans

6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

[16]

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

21o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Aspergillus egyptiacus

11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[14]

Aspergillus flavusar. columnaris

Androst-4-en-3,17-dion

[14]

Bazi progesteroril] biyotransformasyonlari ise Tablo 2.8.’de 6zetlgnhdibi cesitli

Penicilliumtuarleri ile gerceklgtirilmi stir.

Tablo 2.8 Penicilliumtirleri ile progesteronij biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak

Penicillium camembertAM83 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on [34]
Androst-4-en-3,17-dion
17p-Hidroksiandrost-4-en-3-on

Penicillium citreoviride Androst-4-en-3,17-dion [35]
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Penicillium decumbensTCC 5a-Pregnan-3,20-diorb} [36]

Penicillium chrysogenum 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on [37]

Penicillium brevicompactum 11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [23]

15¢-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Androst-4-en-3,17-dion

17p-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on




Progesteron 1) biyotransformasyonlari icin yaygin olarak kullam tdrlerin bir
kismi ise Tablo 2.9.’da gosterifgigibi 6zellikle Rhizopusiigricansile temsil edilen

Rhizopu<insine aittir.

Tablo 2.9 Rhizopudurleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Rhizopus nigrican¥SF 129 11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [23]
170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
110-Hidroksi-5o-pregnan-3,20-dion
110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
6B,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
110,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Rhizopus nigricans 11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [38]
110-Hidroksi-5o-pregnan-3,20-dion
170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
11a,17a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
17a0,21-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
110,17a,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Rhizopus nigrican®EF 129 11a-Hidroksi-5a-pregnan-3,20-dion [25]
17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
11a-Hidroksi-50-pregnan-3,20-dion
11a,17a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
110,17a,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Rhizopus nigricans 11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [39]
11lo-Hidroksi-50-pregnan-3,20-dion
6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Rhizopus nigricans 1lo-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [40]
11o-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

Rhizopus nigrican¥ SF 128 11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [23]
6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Rhizopus nigricans 170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [27]

Rhizopus nigricans 1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [16, 27, 41-44]

Rhizopus arrhizus 1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [45, 3]

Rhizopus stolonifer 1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [46-47]

Rhizopus nigrican$ 1la-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [48]

* Sabitlenmg kiifler ile gerceklgtirilen biyotransformasyonlar

Fusarium cinsine ait bazi turler ile gercektgilen progesteron 1)
biyotransformasyonlari Tablo 2.10.’da veriktm.




Tablo 2.10Fusariumturleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak

Fusarium culmorum 150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [49]
128,150-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Fusarium oxsyporum 150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [50]

Fusarium argillaceum Androst-4-en-3,17-dion [51]

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on
150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
150-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion
5a-Androstan-3,17-dion

150,17 B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on
16a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion
Fusarium oxysporumar. cubense 15q-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [52]
128,150-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Bazi progesteronlf biyotransformasyonlari ise Tablo 2.11.’de go$deti gibi

¢ssitli Mucor tarleri ile gerceklgtirilmi stir.

Tablo 2.11Mucor tirleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak

Mucor racemosus 140-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [53]
70,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Mucor plumbeus 63, 14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [54]

Mucor griseocyanus 63, 14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [55]
70,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Mucor racemesus 1lo-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion [56]

Mucor piriformis. 140-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [57-58]

583,14a-Dihidroksi-5u-pregnan-3,20-dion
63, 14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
70,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
7pB,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Mucor fragilis 1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [23]
150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
6p3,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Mucor hiemalis 6p-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [59]
7a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
9a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
153-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
60,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
9a-Hidroksipregna-4,14(15)-dien-3,20-dion
Pregna-4,8(9),14(15)-trien-3,20-dion
Mucor griseocyanus 140-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [60]
7a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
9a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
7a,140-Dihidroksi-5u-pregnan-3,20-dion
6p,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
8B-Hidroksipregna-4,14-dien-3,20-dion
140,150-epoksipregn-4-en-3,20-dion




Trichoderma cinsine ait

bazi turler ile gercekteilen

biyotransformasyonlarinin sonuglari Tablo 2.12’delmistir

Tablo 2.12Trichodermatirleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

10

progesteron 1

Kuf

Uriin

Kaynak

Trichoderma hamatum

11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[61]

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

6p,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Trichoderma aureoviride

11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (

110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

6p,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

118,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Trichoderma koningii

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

6p,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Trichoderma pseudokoning

i 113-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

6p,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

118,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Trichoderma harzianum

11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

Trichoderma polysporum

11o-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

Trichoderma viride

170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

[62]

Trichoderma hamatum

11o-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

[63]

110-Hidroksi-17a-okza-D-homo-androsta-1,4-dien-3-on

110-Hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

BazI progesteronl] biyotransformasyonlari Tablo 2.13.’de gdstegidyibi cesitli

Humicolaturleri ile gerceklgtirilmi stir.

Tablo 2.13Humicolatirleri ile progesteronl] biyotransformasyonlari

Kuf

Uriin

Kaynak

Humicola hyalothermophila

1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

[64]

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11B,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Humicola fuscoatra

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Humicola grisea

Androst-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on




Curvularia  (Cochlioboluy
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turleri  ile  gerceklgtirilen progesteron 1)

biyotransformasyonlari Tablo 2.14.’de 6zetlegtmi

Tablo 2.14 Curvularia tirleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

Kuf Uriin

Kaynak

Curvularia lunata 14a-Hidroksipregn-4-en-3,11,20-trion

[65]

7a,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11B,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Pregn-4-en-3,11,20-trion

Curvularia lunata 118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

[66]

7a,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11B,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

14a-Hidroksipregn-4-en-3,11,20-trion

Curvularia specifer 21- Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

[39]

17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

11q,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

11B,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Curvularia lunata 3-Hidroksi-9,10-seko-1,3,5(10)-androstatrien-9,10hd

[27]

3,170-Dihidroksi-9,10-seko-1,3,5(10)-androstatrien-9-on

Pregna-1,4-dien-3,20-dion

Androsta-1,4-dien-3,17-dion

153-Hidroksipregna-1,4-dien-3,20-dion

Curvularia lunata 6a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

[67]

118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Curvularia clavata 11B,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

[68]

7a,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Curvularia lunata 17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

[69]

Acremoniunturleri ile gerceklgtirilen progesteronl() biyotransformasyonlari Tablo

2.15.de verilmtir.

Tablo 2.15Acremoniumtdrleri ile progesteronl] biyotransformasyonlari

Kuf

Uriin

Kaynak

Acremonium strictum

150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

[70]

150,21-Dihidroksipregn-4en-3,20-dion

Acremonium stricturbhlN106

7B,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

[71]

6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

110,153,17a-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

78,153,170~ Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

6p,11a,17a-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Acremonium roseum

Androst-4-en-3,17-dion

[16]

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

5a-Androstan-3,17-dion

Acremonium strictum

6 B,11a,170-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion
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Bazi progesteron 1f biyotransformasyonlari Tablo 2.16.’da verddi gibi
Saprolegniatrleri ile gerceklgtirilmi stir.

Tablo 2.16 Saprolegniaturleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Saprolegnia hypognia Androst-4-en-3,17-dion [72]
17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on
Saprolegnia parasitica Androst-4-en-3,17-dion
17p-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Cladosporumtiirleri ile gerceklgtirilen progesteronl biyotransformasyonlarinin
sonugclari Tablo 2.17.'de 6zetlenytii.

Tablo 2.17 Cladosporum tirleri ile progesteronlj biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Cladosporium cladosporioides | 11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [23]
11B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
11a,17a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
11B8,17a,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion
110,170,21-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion
Cladosporum herbarum 170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [73]
Cladosporium resinae Androst-4-en-3,17-dion [74]
17p-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on

Progesteron 1) bilesiginin Hortaea werneckii kufu ile gerceklgtirilen

biyotransformasyonunun sonugclari Tablo 2.18.'delwesgtir.

Tablo 2.18H. werneckiile progesteronl|) biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak
Hortaea werneckii 6a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [75]
11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)
14-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
Androst-4-en-3,17-dion
17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on
17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on
200-Hidroksipregn-4-en-3-on
50-Pregnan-3,20-diorbj
3B-Hidroksi-5u-pregnan-20-on
3B,20-Dihidroksi-m-pregnan
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Botryosphaerica  obtusa kufti  ile  gerceklgtirilen  progesteron 1)
biyotransformasyonlari Tablo 2.19.’da gostegidjibi gerceklgmistir.

Tablo 2.19B. obtusaile progesteronl)) biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Botryosphaerica obtusa 9u-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [76]
7B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
140-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
6p-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
7B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
7B,120-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
7pB,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
63, 14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
7pB,15a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
9a,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
7B,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
9a,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
70,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
150,203-Dihidroksipregn-4-en-3-on
153-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
150-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
1lo-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
120-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
Botryosphaerica obtusa 1lo-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion [56]
120-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
160-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
153-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion

Apiocrea  chrysosperma kufti  ile  gerceklgtirilen  progesteron 1)

biyotransformasyonlari Tablo 2.20.’de gostegidjibi gerceklgmistir.

Tablo 2.20A. chrysospermée progesteronl( biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak
Apiocrea chrysosperma 150-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [77]

140-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion
6p3,9a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

9a,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
140,153-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dior
63, 14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
9a,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
140,150-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dior
Apiocrea chrysosperma 140-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion [56]

Progesteron 1) bilesiginin Nectria haematococcakifu ile gerceklgtirilen

biyotransformasyonunun sonugclari Tablo 2.21.'ddléneistir.




Tablo 2.21N. haematococcée progesteronl() biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak

Nectria haematococcil0 Androst-4-en-3,17-dion [78]

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on

Androsta-1,4-dien-3,17-dion

17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on

11o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

11e-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

110,17B-Dihidroksiandrosta-1,4-dien-3-on

Cephalosporium  aphidicola kufu ile  gerceklgtirilen  progesteron
biyotransformasyonu Tablo 2.22.’de gostegidjibi gerceklgmistir.

Tablo 2.22C. aphidicolaile progesteronl() biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak

Cephalosporium aphidicola 11lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [79]

6B,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

128,17-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

20B-Hidroksipregn-4-en-3-on

6B,11a,208-Trihidroksipregn-4-en-3-on

17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on

14

1

Progesteron 1) bilesiginin Sepedonium ampullosporukufu ile gerceklgtirilen

biyotransformasyonunun sonuglari Tablo 2.23.’delwegtir.

Tablo 2.23S. ampullosporurite progesteronl() biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak

Sepedonium ampullosporum 16a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [80]

6p-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

170-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

16a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

17p-Hidroksiandrost-4-en-3,16-dion

150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Myceliophthora thermophila kifi ile  gercekligtirilen  progesteron

biyotransformasyonu Tablo 2.24.’de gostegidjibi gerceklgmistir.

Tablo 2.24 M. thermophilaile progesteronl() biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak

M.yceliophthora thermophila 17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on [81]

17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on

1la-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

11B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

30, 17B-Dihidroksi-5u-Androstan

1
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Progesteron 1) bilesiginin Phycomyces blakesleeandsifii ile gercgeklgtirilen
biyotransformasyonunun sonuglari Tablo 2.25.'daeydmistir.

Tablo 2.25P. blakesleeanude progesteronl) biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak
Phycomyces blakesleeanus 6p-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [82]
7a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
140-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
150-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
153-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Paecilomyces lilacinukifi ile gerceklgtirilen progesteronl() biyotransformasyonu

Tablo 2.26.’da gosterildi gibi gerceklgmistir.

Tablo 2.26 P. lilacinusile progesteronl) biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak
Paecilomyces lilacinus 20B-Hidroksipregn-4-en-3-on [83]
17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on
Androst-4-en-3,17-dion
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on

Colletotrichum antirrhini SC 2144 kifa ile gercelderilen progesteron 1)
biyotransformasyonu Tablo 2.27.’de gostegidjibi gerceklgmistir.

Tablo 2.27C. antirrhini SC 2144 ile progesterof)(biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak
Colletotrichum antirrhini Androst-4-en-3,17-dion [84]
Androsta-1,4-dien-3,17-dion

140, Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion
1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

140, Hidroksipregna-1,4-dien-3,20-dion
140, Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

Progesteronl bilesiginin diger kufler ile gercekligirilen biyotransformasyonlarinin
sonugclari ise Tablo 2.28.’de verilgtir.




Tablo 2.28. Dier kiiflerile prog

esteronl)) biyotransformasyonlari
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Kiif Uriin Kaynak

Absidia regnierf 14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [85]
6B, 14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
7a,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
90,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
70,140, 153-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Absidia coerulea 7a,140-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [86]

Epicoccum purpurasces 11a-Hidroksi-5u-pregnan-3,20-dion [23]
118-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
6p,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
11q,21-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Trichurus spiralis Androst-4-en-3,17-dion [11]
17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3-on
Androsta-1,4-dien-3,17-dion

Cunninghamella echinulata | 1la-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [27]
17a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion
11a,170-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Circinella sp. 9a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [87]
14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Gymnoascus reesi 3-Karboksi-3,4-secoethidroksi-5n-pregnan-20-on [27]
3-Karboksi-4-0kz03,4-sekoe5pregnan-20-on

Rhizomucor tauricus 6p-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [88]
6B,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Syncephalastrum racemosum | 7o0,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [89]
7a,140,153-Trihidroksipregn-4-en-3,20-dion

Exophiala jeanselmei 5a-Pregnan-3,20-diorb} [90]
3B-Hidroksi-50-pregnan-20-on

Ceratocystis paradoxa 5a-Pregnan-3,20-diorb}
3B-Hidroksi-50-pregnan-20-on

Whetzelinia sclerotiorum 2B-Hidroksipregn-4-en-3,15,20-trion [54]
23,153-Dihidroksipreg-4-en-3,20-dion

Phanerochaete chrysosporum 6p-Hidroksipreg-4-en-3,20-dion
14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Thamnostylum piriforme 14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [55]
9a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion

Chaetomium sp. KCH 6651 | 68B,14a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion [91]

Beauveria bassiana 11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [92]

Wojnowicia graminis 21-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [93]

Nigrospora sphaerica 11a-Hidroksipregna-4,6-dien-3,20-dion [56]

Botryodiplodia theobromae | Pregna-4,6-dien-3,20-dion

Cylindrocarpon radicola 17a-okza-D-homo-androsta-1,4-dien-3-on [37]

Mortieralla isobellina 14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [94]

Syncephalastrum racemosum 6B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion [95]

Emericella nidulans | 11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) [14]

* Bazi metabolitlerin yapisi aydinlatilamagtm
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2.3. Calsmanin Amaci

Steroidler mikroorganizmalar ile 6zellikle de kifléarafindan dongirilebilen
onemli dgal bilesiklerdir [1,4]. Kfler ile steroid biyotransformasglari icin en sik
kullanilan tdrlerin bircgu Aspergillusve Penicillium cinslerine aittir Aspergillusve
Penicilliumgibi bazi kuf cinslerine ait tlrler sahip olduklatkin enzim sistemleri [1]
sayesinde dunyanin neredeyse her yerindaygilen canlilardir [1, 4]. Mikrobiyal
biyotransformasyonlar aslinda ksenobiyotiklerin bwe diger cinslere ait

mikroorganizmalar tarafindan gigtiriimesi esasina dayanmaktadir [1].

Bu calgsmanin amaci progesterob) (ilesiginin Penicillium digitatumMRC 500787
ve Aspergillus wentii MRC 200316 kuflerinde nasil metabolize edilgioén

incelenmesidir.




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon caimalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu 121 °C’de 20 dakika sure ile Nive 020 marka otoklav ile
gerceklatirildi. Kuflerin gelistiriimesi ve biyotransformasyon cainalari icin
Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamalnkiibator kullanildi. Infrared
spektrumlari, Shimadzu IR Prestige-21 spektromethazi ile alindi.'H NMR
spektrumlari tetrametilsilan standart i¢c sinyal raka kullanilarak, 300 MHz'de
doterokloroform icerisinde ve Varian Mercury 300 RNpektrometresi kullanilarak
alindi. **C NMR spektrumlari, ayni cihaz kullanilarak 75 MHe’ dterokloroform
icerisinde alindi. Steroidleri ayirmak igin adsorbalarak Merck kalite silika jel 60
(230-400 mesh) iceren Kolon kromatografisi gercgki@li ve bu bileikler hekzan
icerisinde artan etil asetat konsantrasyonlari rélia@arak kullanilarak kolondan
ayrildi. Biyotransformasyon deneyinin sonucu veokokromatografi ¢cagmalarinin
sonuglari ince tabaka kromatografi§TK) ile izlendi. iTK 0,25 mm kaliniginda
silika jel tabakalari (Merck silika jel GF254) vestil asetat-hekzan (1:1) ¢6zgen
sistemi kullanilarak yapildiTK tabakalarindaki bikgkler p-anisaldehit-sulfurik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakilatildiktan sonra goérunur hale
getirildi. Erime noktalari Elektrothermal 1A 9200irae noktasi tayin cihazi ile tespit
edildi.

Aspergillus wentiiMRC 200316 vePenicillium digitatum MRC 500787 kufleri
TUBITAK, Marmara Argtirma Merkezi Gida Teknoloji ve Agarma
Enstitisi’nden yatik agar besiyerilerindeki stoktlkleri olarak temin edildi. Stok
kultirler PDA iceren yatlk agar besiyerlerinde ve °@’'de muhafaza edildi.

progesteron 1) bilesigi Fluka sirketinden satin alindi. Tim solventler, yatik agar
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besiyerleri icin kullanilan PDA ve kif besiyerlecin hazirlanan kimyasallar Merk

sirketinden temin edildi.

3.2. Taze Yatik Agar Kultirlerin Hazirlanmasi

PDA (5,85 g ve agar 1,35 9 karsimi saf su ile 150 mL'ye tamamlandiktan sonra
kaynatilarak besi yeri hazirlandi. Hazirlanan basigggumadan 15 adet 22 mL’lik
Universal marka patolojik camiselerin yarilarina kadar ilave edildi ve otoklav
icerisinde 121 °C’'de 20 dakika sterilize edildi. Sterilizasgan sonrasiseler
icerisinde erimi haldeki besi yerleridonmadan o6nced¥'ye yakin bir &im

olusturacaksekilde sgumaya birakilmak suretiylgatik agar besi yerleri elde edildi.

Stok fungal kulturdeki kuflerin bir kismi yatik aghesiyerlerinin 3 tanesine steril
sartlarda aktarldi ve oda sicgkinda 15 gun sdresince ga@maya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kalturleriningalismisindeki kifler 15 giinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine stegértlarda aktarildi. Bu aktarmalemi 2 kez

tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve eiyngigl yatik agar kalttrindeki

kufler biyotransformasyon ¢amasinda kullanildi.

3.3. Substratin BaziKufler ile Biyotransformasyonlari

3.3.1. Substratin Aspergillus wentii ile biyotransformasyonu

Aspergillus wentiibesiyerinin hazirlanmasi icin kullanilan kimyasabhddelerin

listesi ve bir litre ¢ozelti icinde bulunan miktar Tablo 3.1'de verilnstir [96].

Tablo 3.1.A. wentiikifiine ait besiyeri ¢ozeltisinin bijenleri

Bilesenler Miktar
Sukroz 159
Glukoz 159
Polipepton 590
KH,PO, 19
KCI 05g
MgSGO,. 7H,O 0549
FeSQ.7H,O 10 mg
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Tablo 3.1.’ye gore hazirlanan ve pH’s1 7,2’ye agmadn 1 L besiyeri 10 adet 250 mL
erlene paylgtiriidiktan sonra otoklavda sterilize edildi. Dabrace hazirlanan en taze
alt kultirdeki kif erlenlerden her birine stegdrtlar altinda nakledildi. Bu erlenler

yeterli miktarda kUf olgabilmesi icin 2 gin boyunca 27°C’de calkalamall

inkiibatorde (150 rpm) inkiibasyona birakildi.

Progesteronl) (500 mg) DMF (10 mL) icerisinde ¢ozunerek yeteriktarda kif
iceren erlenleres@ hacimlerde, steril kaullar altinda ilave edildikten sonra 5 gin

suresince 27 °C’ de calkalamali inkubatorde inkiibaa birakildi.

Inkiibasyon glemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchnerisiugardimiyla
filtrasyon slemine tabi tutuldu ve besi yeri kuf kiltirine aitsellerden stizulerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil as€600 mL) kullanilarak yikandi.
Filtrat sodyum Kklorire doygungarildiktan sonra her seferinde 1 L etil asetat
kullanilarak 3 ayri ekstraksiyona maruz birakifaha sonra toplanan ekstraktlara
susuz sodyum silfat katilarak ortamda bulunabilenekuzaklstirildl. Etil asetat

evaporatorde uzalgarildiktan sonra yamsi bir madde (705 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde katomatografisine tabi tutuldu.
Kolondan %50’lik ¢ozgen sistemiyle elliisyon netindsi sadece bir biik elde
edildi.

3.3.2. Substratin Penicillium digitatum ile biyotransformasyonu

Penicillium digitatumbesiyerinin hazirlanmasi icin kullanilan kimyasahddelerin

listesi ve bir litre ¢ozelti icinde bulunan miktar Tablo 3.2'de verilnstir [97].

Tablo 3.2 P. digitatumkifune ait besiyeri ¢ézeltisinin bienleri

Bilesenler Miktar
Malt ekstrakt 2049
Glukoz 10g

Bakteriyolojik pepton | 10g
Maya ekstrakti 39
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Hazirlanan 1 L besiyeri 10 adet 250 mL erlene paylkliktan sonra otoklavda
sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en tazd&itiirdeki kif erlenlerden herbirine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler yeterli makdla kif olgabilmesi icin 2

gun boyunca 24°C’de calkalamali inkiibatorde (150)rmkibasyona birakildi.

Progesteronl) (500 mg) DMF (10 mL) icerisinde ¢ozunerek yeteriktarda kuif
iceren erlenleres@ hacimlerde, steril kaillar altinda ilave edildikten sonra 5 gin

suresince 24°C’de calkalamall inkiibatérde inkibaaymrakildi.

Inkiibasyon glemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchnerisiugardimiyla
filtrasyon slemine tabi tutuldu ve besiyeri kuf kdlturine aitsellerden siuzilerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil as€600 mL) kullanilarak yikandi.
Filtrat her seferinde 1 L etil asetat kullanilafalayr ekstraksiyona maruz birakildi.
Daha sonra toplanan ekstraktlara susuz sodyum tsik&ilarak ortamda
bulunabilecek su uzaldarildi. Etil asetat evaporatorde uzagtlaldiktan sonra

yagimsi bir madde (687 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde k&atomatografisine tabi tutuldu.
Kolon kromotografisi kolonunda ¢dzgen sistemi dkataekzan icerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. Kolondan %15’libzgen sistemiyle ellisyon
neticesinde bir bilgk elde edildi. %20’lik ¢bzgen sistemiyle ellsyoeticesinde ise

kolondan bglangic maddesi ile ayni polariteye sahip olan besik elde edildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Progesteronl() bilesiginin Aspergillus wentiMRC 200316 veéPenicillium digitatum
MRC 500787 kufleri ile biyotransformasyonlarindahdes edilen bilgiklerin
yapilarini belirlemek icin hem klangic maddesinin hem de elde edilen dikderin
'H NMR, *C NMR, IR spektrumlari alindi ve erime noktalaayih edildi.
Bilesiklere ait '"H NMR ve *C NMR spektrumlari Ekler Boéliimiinde verildi.
Biyotransformasyonlari gercekteilen balangic maddesine ait karbon iskeletinin

numaralandiriimasgekil 4.1'deki gibidir.

20 21
18 COCHj

Sekil 4.1. Substrat karbon iskeletinin numaralahdasi

Progesteron 1) (500 mg) bilgiginin A. wentii kifu ile 27 °C’de 5 gin suren
inkiibasyonu neticesinde sadecer-hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) (457 mg, %
87) bilesigi elde edildi.

1lo-Hidroksipregn-4-en-3,20-dior2)

Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:170-172 °C, (lit. [79k. n.:166-168 °C).

IR: 3450, 1706, 1670, 1610.

'H NMR: 0,65 (3H, s, 18-H); 1,28 (3H, s, 19-H); @,BH, s, 21-H); 3,98 (1H, td,
=5ve 10 Hz, 18-H); 5,69 (1H, bs, 4-H).

C NMR: 209,02; 200,49; 171,47; 124,27; 68,54; 623867; 55,16; 50,09; 44,00;
39,81; 37,26; 34,77; 34,03; 33,48; 31,37; 31,28)2422,73; 18,12; 14,36.
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HO,.

1) (@)

Sekil 4.2.SubstratinA. wentiiile biyotransformasyonu

Progesteronl() (500 mg bilesiginin Penicillium digitatumile 24 °C’de 5 gun siren
inkiibasyonu neticesindenfpregnan-3,20-dion5) (62 mg, 12,3%) ve ggesmeyen
baslangic maddesi (280 mg) elde edildi. Elde edilegiarayic maddesinin yapiH
ve C NMR spektrumlarinin progesterorl) ( bilesiginin *H ve *C NMR
spektrumlarinin karlastiriimasiyla anlaldi.

5a-Pregnan-3,20-diorbj

Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:199-200 °C, (lit. [90Fk. n.:198-201 °C).

IR: 1728, 1710.

'H NMR: 0,60 (3H, s, 18-H); 0,98 (3H, s, 19-H); @,BH, s, 21-H).

¥C NMR: 211,83; 209,46; 63,6%6,34;53,53;46,54; 44,54; 44,0838,81;38,43;
38,03;35,57;35,25; 31,53; 31,44, 28,724,31;22,70; 21,33; 13,35; 11,36.

Ol e

—~
~

1)

Sekil 4.3. SubstratiP. digitatumile biyotransformasyonu



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTI SMA

Biyotransformasyon caimalari sonucunda elde edilen yeni gktéerin yapilarini
tayin amaciyla progsteron 1) ile biyotransformasyonlardan elde edileitesiklerin

'H NMR, *C NMR, IR spektrumlari alindi ve erime noktalaritagini yapildi.

Progesteron 1) bilesiginin A. wentii ile inkiibasyonundan da tek metabolit elde
edildi. Metabolitin®H NMR spektrumunda kkngic maddesinin 4-H rezonars
5,69 ppm'de (1H, bs) gozlendi. MetabolititH NMR spektrumu bdangic
maddesindeki 19-metil grubu icin yukari alanagmo bir kayma A 0,08 ppm)
gosterdi. Metabolitindy 3,98 ppm (1H, tdJ = 5 ve 10 Hz) [98] vedc 68,54 ppm
[99] dezerlerindeki karakteristik resonanslar birotfidroksil grubunun vargini
gosterdi. Metabolitin®C NMR spektrumunda kngic maddesinin C-9 ve C-12
karbon atomlari icingagi alana dg@ru kaymalar gbzlenirken (C-9 icitn 5,29 ppm ve
C-12 icinA 11,69 ppm) C-8 karbon atomu igin ise yukari aldaogru bir y-gauche
kaymasi & 0,51 ppm) gb6zlendi. Bu kaymalar C-11'de bir hidsibksyonun
gercekletigi daha da dgruladi. Metabolit*C NMR spektrumu dgerlerinin literatiir
deserleri [81] ile kasilastiriimasi neticesinde hthidroksipregn-4-en-3,20-dior)
oldugu anlgild1.

Progesteron 1) bilesiginin Penicilium digitatumile inkiibasyonu sonucunda tek
metabolit elde edildi. MetabolitifH NMR spektrumu bgangic maddesiniéy 5,68
ppm’'de gozlenen 4-H rezonansini (1H, bs) goOstermétitabolitin balangic
maddesindeki 19-metil grubuna aif; 1,20 ppm vedc 17,13 ppm’de gozlenen
rezonanslari yukari alana gfa kayma gosterdi (sirasi il 0,22 ppm veA 5,77
ppm). Metabolit”*C NMR spektrumunda progesteron (1) &igénin olefinik karbon
atomlari gozlenmedi. Bu sonuclar A halkasindakit difagin indirgendgini
distuindirdii. Metabolit®C NMR spektrumu deerlerinin literatiir dgerleri [99] ile
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karsilastiriimasi neticesinde A halkasindaki ciftgoa o yuzinden indirgendini ve
bilesigin So-pregnan-3,20-diorb] oldugu anlgildi.

Tablo5.1. Bilesik '"H NMR spektrumlarinin karastiriimasi

Bilesik 4-H 18-CH, | 19-CH; | 21-CH; 118-H
1 | 568(bs)| 067 1,20 2,13
2 | 569(bs)| 0,65 1,28 2,10| 3,98 (td, J=5 ve 10 Hz)
5 * 0,60 0,98 2,09

*4 numarali C atomu 2 geminal hidrojen atomurteaktadir

Aspergillus  wentii ve Penicillium digitatum kuofleri ilk defa steroid
biyotransformasyonlari icin kullanildiA. wentii progesteronu 1) Aspergillus
ochraceus[8, 15, 18] veRhizopus nigricang44] kuflerindeki gibi yiksek bir
verim(%87) ile 1&-hidroksipregn-4-en-3,20-dior2) bilesigine ¢evirdi.A. wentiiile
progesteron 1) inkiilbasyonunun verimi daha da artirilaf@kizopus nigricansre
Aspergillus ochraceukufleri gibi antiinflamatuvar (iltihap giderici)z&llikleri olan

kortikosteroidlerin ticari olarak sentezinde kulllailir [1, 3-4].

P. digitatumkdfu diger bircok kifte oldg@u gibioldugu gibi progesteronl) Gizerinde
5a-rediiktaz aktivitesi sonucunda sadeoeylzinden gercekien mikrobiyal
hidrojenasyonlar gosterdi [23, 25, 30-31, 36, 388858, 60, 75, 90P. digitatum
ile inkiibasyondan elde edilenipregnan-3,20-dion5) bilesigini tek baina daha
once sadec®enicillium decumbengde gerceklstilen progesteronl) inkiibasyonu

vermistir [36].

Calsmada kullanilan steroidlerin ayni kufler ile inkiglganlarindan daha yuksek
verimler elde etmek icin inkibasyon sicgklibesiyeri bilgenleri, inkiibasyon suresi
gibi parametrelerin dgstirilmesine yonelik cabalar gelecek gahalarimiz
kapsamindadir. Ayrica cginada kullanilan steroidler ve gdir bazi steroidlerin
benzer cabmalar icin kullaniimany diger bazi kufler ile daha dnemli sonuclar ve
daha yuksek verimli inkiibasyonlarini gercgkleneye yonelik arglirmalarimiz

sturmektedir.



Table 5.2. Bilgik **C NMR spektrumlarinin katlastiriimasi

Karbon Bilesik
atomu |1 2 5
1 35,46 37,26 38,43
2 33,72 34,03 38,03
3 199,8 200,49 211,83
4 123,66 124,27 44,54
5 170,80 171,47 46,54
6 32,55 33,48 28,71
7 31,65 31,37 31,53
8 35,28 34,77 35,25
9 53,38 58,67 53,53
10 38,34 39,81 35,57
11 20,78 68,54 21,33
12 38,40 50,09 38,81
13 43,68 44,00 44,08
14 55,76 55,16 56,34
15 24,13 24,08 24,31
16 22,57 22,73 22,70
17 63,23 62,98 63,62
18 13,11 14,36 13,35
19 17,13 18,12 11,36
20 209,08 209,02 209,46
21 31,29 31,28 31,44
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