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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Aspergiltesreus, Aspergillus tamarii,
Pregnenolon.

Bu calsmada Pregnenolon bikeginin Aspergillus terreus MRC 200365 ve
Aspergillus tamariiMRC 72400 kuflerinde nasil metabolize edilgoe incelemek
icin bilesigin s6z konusu kufler ile biyotransformasyonlari ggdestirildi. Bilesigin
Aspergillus terreusMRC 200365 ve Aspergillus tamariMRC 72400 ile
inkiibasyonlari iki ayri metaboherdi.

Elde edilen metabolitlerin yapilari, erime noktaldH NMR, *C NMR, ve IR
spektrumlariile tayin edildi. Her iki inkiibasyondargahidroksi-17a-okza-D-homo-
androst-5-en-17-on ve 17a-okza-D-homo-androst-3;&r-dion bilgikleri elde
edildi.



THE BIOTRANSFORMATION OF PREGNENOLONE BY SOME
ASPERGILLUS SPECIES

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Aspergillus terreus, Aspergillusamarii,
Pregnenolone.

In this work, pregnenolone was incubated wAspergillus terreus MRC 200365 and
Aspergillus tamarii MRC 7240@ order to see how it would be metabolized by
these two fungi. Incubation with botAspergillus terreus MRC 200365 and
Aspergillus tamarii MRC 72400 afforded two metatesi

The structures of the metabolites were elucidatedhb melting points'H NMR,

%C NMR and IR spectra. Eaclincubationafforded $-hydroxy-17a-oxa-D-homo-
androst-5-en-17-one and 17a-oxa-D-homo-androsi-3-E7-dione.
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BOLUM 1. GIiRiS

Canlilarin kendi dgal substratlari olmayan maddeler Gzerinde enzimieya
enzimlerini iceren mikrozomlar, hicre kalttrleripkds kalttrleri, organ kalttrleri,
mikroorganizmalar ya da mikroorganizma sporlarii dplyolojik sistemler yolu ile
meydana getirgg kimyasal dgisikliklere biyotransformasyonlar adi verilir. En ésk
ve en iyi bilinen biyotransformasyonlardan ikisirke dretiminde etil alkolin
bakteriler tarafindan asetik aside oksidasyongekerin bira mayasi tarafindan etil

alkole donigttrtalmesidir [1].

Biyotransformasyonlar i¢cin daha ¢ok mikroorganizana&dullaniimaktadir. Bunun en
onemli sebepleri arasinda mikroorganizmalar ile cedsstirilen
biyotransformasyonlarin cevre dostu olmalari, d&iea slirede, daha ucuza ve
erlenden fabrika fermentdriine kadarsite ortamlarda gercekigirilebilmeleri
sayllabilir. Mikroorganizmalar biyotransformasyanlacin serbest veya uygun
yluzeylere sabitlenmi olarak kullanilabilir ve en yaygin olarak kullzaml

mikroorganizma gruplari: kifler, mayalar, baktaride mikrobiyal alglerdir [2].

Mikroorganizmalar spesifik olmayan enzim sistemkayesinde hem g@al hem de
sentetik bircok substrat Uzerinde c¢ok sayida farkimyasal reaksiyonlar
gerceklgtirebilirler. Biyotransformasyon reaksiyonlarinim énemlilerinden birisi
mikrobiyal hidroksilasyondur [1]. Mikrobiyal hidrekasyonun 6nemi ilk olarak
iltahap giderici olarak kullanilan kortikal stertedn sentezinde ortaya cikstr
[1, 3]. Bu steroidlerin sentezinde fonksiyonel daum olduk¢a uzakta bulunan C-
11’e bir oksijen fonksiyonu yerérmek klasik kimyasal yontemlerle oldukca uzun
ve masrafli bir glem olmasina @men bahsedilen bu sorundhizopus arrhizus
kufunun progesterond) 1la-hidroksiprogesteror?] bilesigine donigtirmesi Sekil
1.1) ile ¢ozulmesi dikkatleri mikrobiyal biyotramsfasyonlar Uzerine c¢ekstr
[1, 4].
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Sekil 1.1. Progesteronud) R. arrhizusile biyotransformasyonu

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6neminin aglémasindan sonra steroidler vegel
bircok farkh madde Uzerinde c¢ok sayidagidd&k mikroorganizma ile hidrolitik
reaksiyonlar, mikrobiyal Baeyer-Villiger oksidasyan, mikrobiyal
kondensasyonlar, izomegtee gibi yeni biyotransformasyon reaksiyonlari
gerceklatirilmistir [1]. Elde edilmeleri klasik sentez yontemleleé iuzun siurede ve
oldukgca maliyetli olan steroidal ilaclar ve hormanlgibi ¢cok sayidaki 6nemli
kimyasal maddeler mikrobiyal biyotransformasyonlde kolayca ve ucuza
Uretilebilmektedir. Bu amac¢ @aultusunda halen bircok steroid 6zellikle farkhifki

turleri ile biyotransformasyonlara maruz birakilrteakr [4].



BOLUM 2. PREGNENOLON BiLESiGiNiN KUFLER iLE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

Kolesterol bilgigi hayvansal membranlardaki gkanliginin dizenlenmesinde
onemli bir lipid olmasina ilaveten, steroid hormamisafra asitleri ve Hvitamini gibi
bircok hayati fonksiyonu bulunan bgigin de balangic maddesidir [5].
Kolesterolden sentezlenen steroid hormonlar glukidéaidler, mineralokortikoidler,
androjenler, dstrojenler ve progestagenler (praglesy olmak lGzere beana sinifta
incelenmektedir. Androjenler, dstrojenler ve prdaggenler ayricasey hormonlari

olarak da bilinirler [6].

Steroid hormonlarin biyosentezinde kolesterol Guezmolaz aktivitesi ile yan
zinciri kismen kisaltilarak pregnenolon3) Gevrilir. Bu bileik steroid bir hormon
olan progesteronal) cevrildikten sonra bu hormondangdr steroid hormonlar
sentezlenmektedir [6]. Pregenolo®),( ayrica 16-en sentetaz enzimi aktivitesi
sonucunda bir gy feromonu 06n maddesi olanB-Bidroksiandrosta-5,16-dien
bilesigine de dongebilmektedir [7].

2.1. Pregnenolon Bilgiginin Kifler ile Biyotransformasyonlari

Literatiirde pregnenolorB) bilesiginin farkli kaf tarleri ile biyotransformasyonuna
yonelik ¢cok sayida c¢alma mevcuttur [8-29]. SO0z konusu gatalar genellikle
mikrobiyal hidroksilasyonlar, Baeyer-Villiger oksidyonlari ve mikrobiyal
hidrojenasyonlar ile sonuglangtir. Ornezin, Botrytis cinered8] ile gerceklatirilen
pregnenolon 3) biyotransformasyonundanpd lo,16B-trihidroksipregn-5-en-20-on
(4) ve 1k,163-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion 5) bilesikleri elde edilmstir
(Sekil 2.1.).




o (0] o
HO/,' HO//,
OH OH
_ +
HO HO 0]
©) 4

®)

Sekil 2.1. Pregnenolonur8) Botrytis cinereale biyotransformasyonu

Curvularia lunataVKPM F-981 [9] veMucor plumbeuskufleri ile pregnenolon3)
bilesiginin biyotransformasyonlari [10] sadec@,Bx,11B-trihidroksipregn-5-en-20-
on (6) ile sonuclanmgtir (Sekil 2.2.).

0 0
HO
OH
HO HO "IOH
(3)

(6)

Sekil 2.2. Pregnenolonur8) C. lunatave M. plumbeusle biyotransformasyonlari

Pregnenolon J) bilesiginin Penicillum camembertiAM83 [11] ve Aspergillus
tamarii QM 1223[12] kufleri ile biyotransformasyonlari83hidroksi-17a-okza-D-
homo-androst-5-en-17-on 7)( ve 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dioB) (
bilesikleri ile sonuclanmtir (Sekil 2.3.).

o
o. .0 0.__0
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HO HO o
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Sekil 2.3. Pregnenolonur8) P. camembertve A. tamariiile biyotransformasyonlari

Penicillium lilacinum AM2111 Kkuaft ile gerceklgirilen pregnenolon 3)
biyotransformasyonu [13] neticesind@-Bidroksi-L7a-okza-D-homo-androst-5-en-
17-on ({), 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-did), (3p-hidroksiandrost-5-en-
17-on Q) ve androst-4-en-3,17-diof@) bilesikleri elde edilmgtir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Pregnenolonur8) P. lilacinumAM111 ile biyotransformasyonu

Pregnenolon 3) bilesiginin Mucor circinelloides var. lusitanicus [14], Mucor
piriformis [15] ve Mucor racemosus ACCC 0401 [16] kufleri ile
biyotransformasyonlar [B7a-dihidroksipregn-5-en-20-on (11) ve 3B,7a,110-
trinidroksipregn-5-en-20-0(iL2) bilesiklerini vermistir (Sekil 2.5.).

HO HO “'OH HO
3 (11)

Sekil 2.5. Pregnenolonur8) baziMucor tirleri ile biyotransformasyonlari




Whetzelinia  sclerotiorum kafi  ile  gerceklgtirilen  pregnenolon 3)
biyotransformasyonu [10] sadece’, B33-dihidroksipregn-5-en-7,20-diorf13) ile
sonuclanmytir (Sekil 2.6.).

o o
OH
R
HO HO
3)

(13)

Sekil 2.6. Pregnenolonur8Y W. sclerotiorurile biyotransformasyonu

Pregnenolon 3) bilesiginin Phanerochaete chrysosporiuie biyotransformasyonu
[10] sonucundasadece 3B,6B-Dihidroksi-su-pregnan-20-on(14) elde edilmgtir
(Sekil 2.7).

HO HO

A

OH
(3) (14)

Sekil 2.7. Pregnenolonur8) P. chrysosporiunile biyotransformasyonu

Rhizomucor tauricus IMI23312 kiafti ile gerceklgtirilen pregnenolon 3)
biyotransformasyonu [17] sadeceB, B,12p-trihidroksipregn-4-en-20-on(15) ile
sonuclanmytir (Sekil 2.8.).

6) OH o
OH
HO HO = OH
H

®3) (15)

Sekil 2.8. Pregnenolonur8) R. tauricusiMI23312 ile biyotransformasyonu




Pregnenolon 3J) bilesiginin  Fusarium culmorum kufu

ile gerceklgtirilen

biyotransformasyonu [18] [37a-dihidroksipregn-5-en-20-on (11), 3p,15%-
dihidroksipregn-5-en-20-on(16) ve 3,7a,15a-trihidroksipregn-5-en-20-on(17)

bilesiklerini vermistir (Sekil 2.9.).

HO

HO

HO
©)

HO

Sekil 2.9. Pregnenolonur8) F. culmorumile biyotransformasyonu

Pregnenolon 3) bilesiginin  Phytophthora infestanskifl

OH
(11)

ile gerceklgtirilen

biyotransformasyonu [19] sadece pregna-1,4-dief-8i@n (18) bilesigini vermistir

(Sekil 2.10.).

HO 1)
Q) (18)

Sekil 2.10. PregnenolonuB) P. infestansle biyotransformasyonu




Cunninghamella elegang'SY 0865 kuftu ile gerceklgtirilen pregnenolon 3)
biyotransformasyonu [20] 37B,11a-trihidroksipregn-5-en-20-or(19), 3p3,60,11a-
trinidroksipregn-5-en-20-0(20) ve 3p,60,11a,123,153-pentahidroksipregn-4-en-20-
on (21) bilesikleri ile sonuclanmytir (Sekil 2.11.).
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HO.,,
HO OoH
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HO,,,
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HO
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(20)
HO
3
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HO :
OH 1)

Sekil 2.11. PregnenolonuB) C. elegansle biyotransformasyonu

Pregnenolon J) bilesiginin  Gibberella  fujikuroi ATCC 10704 ile
biyotransformasyonu [20] B37p-dihidroksipregn-5-en-20-on(22) ve 3,153
dihidroksipregn-4-en-3,20-diof23) bilesikleri ile sonuclanmytir (Sekil 2.12.).

o) 0 o)
—_— " OH
HO HO OH o)

(3) (22) (23)

Sekil 2.12. PregnenolonuB) G. fujikuroi ile biyotransformasyonu




Bir Circinella turi ile gercgeklatirilen pregnenolon 3) biyotransformasyonu [21]
3B,9a-dihidroksipregn-5-en-20-o0(R4) ve 3B, 7a,9a-trihidroksipregn-5-en-20-0(25)
bilesikleri ile sonuclanmytir (Sekil 2.13.).

O&g | |
N BOCENN
3

(24)

Sekil 2.13. Pregnenolonu) bir Circinella turlile biyotransformasyonu

Pregnenolon 3) bilesiginin Cladosporium herbarunile biyotransformasyonu [22]
3B, 7a-dihidroksipregn-5-en-20-o1§11) ve 3p,15u0-dihidroksipregn-5-en-20-or{16)
bilesikleri ile sonuclanmytir (Sekil 2.14.).

| O;5j§0 Jij(gjgo
/[ :'5 5 " + bH
HO HO OH HO
@)

(11) (16)

Sekil 2.14. Pregnenolonu) C. herbarumile biyotransformasyonu

Calonectria decoraile gerceklgtirilen pregnenolon 3) biyotransformasyonu [23]
128,150-dihidroksipregn-4-en-3,20-diof26) bilesigini vermistir (Sekil 2.15.).

o OH \—o
— “OH
HO 0O
(3)

(26)

Sekil 2.15. PregnenolonuiB) C. decoraile biyotransformasyonu
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Aspergillus  aureogulgens kufi  ile  gerceklgtirilen  pregnenolon  3)
biyotransformasyonu [24] 7a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-did@), @ndrost-4-
en-3,17-dion 10) ve 17B-hidroksiandrost-4-en-3-on 2{) bilesikleri ile
sonuclanmytir (Sekil 2.16.).

0.__0

o

(8)

o}
o}

o

HO (10)

3) OH

o

(27)

Sekil 2.16. Pregnenolonul)A. aureogulgenge biyotransformasyonu

Pregnenolon 3J) bilesiginin  Fusarium  oxysporum IMI 326069 ile
biyotransformasyonu [25] sadec@,Ar-dihidroksipregn-5-en-20-o1i11) bilesigini
vermistir (Sekil 2.17.).

HO HO "'OH
() (11)

Sekil 2.17. PregnenolonuB) F. oxysporunile biyotransformasyonu
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Pregnenolon3) bilesiginin bir Pycnosporiuntiri ile biyotransformasyonundan [26]
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dior8), ( 3B, 7a-dihidroksipregn-5-en-20-on
(1) ve 3B,7a,1llo-trihidroksipregn-5-en-20-on(12) bilesikleri elde edilmgtir
(Sekil 2.18.).

(8)

HO
©) (11)

Sekil 2.18. Pregnenolonu) bir Pycnosporiuntiriile biyotransformasyonu

Fusarium moliniformetfu ile gerceklgtirilen pregnenolon3) biyotransformasyonu
[27] 3B,7a-dihidroksipregn-5-en-20-ofiL1) ile yapilari tayin edilemeyen gkr bazi
bilesikler vermktir. Bir Chaetomiumtirt ile gerceklgtirilen pregnenolon 3)
biyotransformasyonu [28] izolasyonlari ve yapi tésti geceklstirilemeyen bircok
bilesik vermistir. Penicillium citroeviride[29] ile gercekKlgtirilen pregnenolon 3)

biyotransformasyonu ise sadecgidmeyen bglangic maddesini vertir.

2.4. Calsmanin Amaci

Steroidler, mikroorganizmalar ile 6zellikle de lgifl tarafindan doniirilebilen

onemli dgal bilesiklerdir [1, 4]. Kifler ile steroid biyotransformgsnlari icin en sik
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kullanilan turlerin birggu Aspergilluscinsine aittir [4]. Aspergillusve diger bazi kuf
cinslerine ait turler sahip olduklari etkin enzinstemleri sayesinde dunyanin

neredeyse her yerindeggyabilen canlilardir [1,4].

Bu ¢alsmanin amaci pregnenolo8) (ilesiginin Aspergillus terreuMRC 200365 ve
Aspergillus tamarii MRC 72400 kuflerinde nasil metabolize edilgoe

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 gercgkitli ve bu bilesikler hekzan
icerinde artan etil asetat konsantrasyonlari eli@atak 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) vdileasetat-hekzan (1:1) c6zgen
sistemi kullanilarak yapildiTK tabakalarindaki bikgkler p-anisaldehit-sulfurik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakilatildiktan sonra goérunur hale
getirildi. Erime noktalari Elektro thermal 1A 92@0ime noktasi tayin cihazi ile tespit
edildi.

Aspergillus terreusMRC 200365 veAspergillus tamarii MRC 72400 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.
Pregnenolon 3) bilesigi Fluka sirketinden satin alindi. Tium solventler, yatik mga
besiyerleri icin kullanilan PDA ve agar ile kuflegin hazirlanan besiyerinde
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kullanilan malt ekstrakt Merckirketinden temin edildiAspergillus terreusMRC
200365 i¢in % 2’lik malt ekstrakt besiyeri [30] kailirken Aspergillus tamarii
MRC 72400icin % 3’lik malt ekstrakt besiyeri [31] kullanildi

3.2. Taze Yatik Agar Kulturlerin Hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agary,85 g ve agar 1,35 9 karsimi saf su ile 150 mL'ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besi yeri hamlila Hazirlanan besiyeri
sggumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolagi&m siselerin yarilarina
kadar ilave edildi ve otoklav icerisind&21 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonraseler icerisinde eringi haldeki besi yerleridlonmadan 6nce
45”’ye yakin bir gim olusturacaksekilde sgumaya birakilmak suretiylgatik agar

besi yerleri elde edildi.

Stok fungal kaltardeki kuflerin bir kismi yatik aghesiyerlerinin 3 tanesine steril
sartlarda aktarildi ve oda sicgkinda 15 gin sdresince ga@maya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kualturleriningalismisindeki kifler 15 giinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine stegartlarda aktarildi. Bu aktarmalemi 2 kez

tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve eiyngigl yatik agar kalttrindeki

kufler biyotransformasyon camasinda kullanildi.

3.3. Substratin Aspergillus Turleri ile Biyotransformasyonlari

3.3.1. Substratin Aspergillusterreusile biyotransformasyonu

% 2’lik 1 L malt ekstrakt besiyeri 10 adet 250 mtleee paylatirildiktan sonra
otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanartaaze alt kultirdeki kuf erlenlerden
her birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler vyeterli naktla kuf
olusabilmesi icin 3 gun boyunca 32°C’'de calkalamali libatérde (160 rpm)

inkiibasyona birakildi.
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Pregnenolon3) (500 mg) DMF (10 mL) icerisinde ¢Ozunerek yeteniktarda kuf
iceren erlenleres@ hacimlerde, steril kaillar altinda ilave edildikten sonra 5 gun

suresince 32 °C’ de calkalamali inkubattrde inkgibaa birakildi.

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

yagimsi bir madde (747 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde katomatografisine tabi tutuldu.
Kolon kromotografisi kolonunda ¢dzgen sistemi dkataekzan icerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. %30’luk c6zgerstainiyle eliisyon neticesinde
baslangic maddesi ile ayni polariteye sahip bir ikeelde edildi. %50 ve %60’hk
¢cbzgen sistemleriyle elisyonlar neticesinde is&lifgpolaritelere sahip iki ayri
bilesik elde edildi.

3.3.2.Substratin Aspergillustamarii ile biyotransformasyonu

% 3’luk 1 L malt ekstrakt besiyeri 10 adet 250 milere paylatirildiktan sonra

otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanartiaae alt kultirdeki kuf erlenlerden
her birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler vyeterli naktla kuf

olusabilmesi icin 3 gun boyunca 25°C’de calkalamali libatérde (180 rpm)
inkiibasyona birakildi.

Pregnenolon3) (500 mg) DMF (10 mL) icerisinde ¢ozunerek yeteniktarda kuf
iceren erlenleres@ hacimlerde, steril kaillar altinda ilave edildikten sonra 7 gun

suresince 25 °C’ de calkalamali inkubatorde inkiibaa birakildi.

Inkiibasyon glemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchnerisiugardimiyla

filtrasyon slemine tabi tutuldu ve besi yeri kuf kiltirine aitsellerden stizulerek
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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 (730 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde kiatomatografisine tabi tutuldu.
%30’luk ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesindgdayic maddesi ile ayni polariteye
sahip bir bilgik elde edildi. %50 ve %60’lik ¢bzgen sistemleriy&lsyonlar
neticesinde ise farkli polaritelere sahip iki ayitesik elde edildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Pregnenolon J) bilesiginin Aspergillusturleri ile biyotransformasyonlarindan elde
edilen bilgiklerin yapilarini belirlemek icin hem Bangic maddesinin hem de elde
edilen bilaiklerin *H NMR, *C NMR, IR spektrumlari alindi ve erime noktalari
tayin edildi. Bilesiklere ait’H NMR ve *C NMR spektrumlari Ekler Boliminde
verildi. Biyotransformasyonlari gercekt&ilen balangic maddesine ait karbon
iskeletinin numaralandiriimaSekil 4.1'deki gibidir.

20 21
18 COCHS;

Sekil 4.1. Substrakarbon iskeletinin numaralandiriimasi

Pregnenolon 3) bilesiginin A. terreuskufu ile 32 °C’de 5 gun siren inkiuibasyonu
neticesinde bgangic maddesi (200 mg)Badidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-
en-17-on 7) (100 mg, %20.8) ve 17a-okza-D-homo-androst-4-d7-8ion @) (110
mg, %23) bilgikleri elde edildi. Elde edilen sangi¢c maddesinin yapisH ve *°C
NMR spektrumlarinin pregnenolos)(bilesiginin *H ve *C NMR spektrumlarinin
karsilastiriimasiyla anlaildi.

3p-Hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-@h (
Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:234-235 °C, (lit. [13.n.:227-230 °C).

IR: 3440, 1720, 1650.
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'H NMR: 0,98 (3H, s, 19-H); 1,34 (3H, s, 18-H); 3,84, tt,J = 5 ve 11 Hz, &H);
5,35 (1H, dJ = 5 Hz, 6-H).

13C NMR: 171,76; 140,53; 120,52; 83,26; 71,41; 488&60; 41,70; 38,80; 36,81;
36,50; 34,35; 31,28: 30,98; 28,71; 21,88; 20,0178919,23.

17a-Okza-D-homo-androst-4-en-3,17-d{@h

Metanolden gnelerseklinde kristaller

e. n.:206-207 °C, (lit. [32. n.:210-212 °C).

IR: 1740, 1640.

'H NMR: 1,17 (3H, s, 19-H); 1,37 (3H, s, 18-H); 5@#, bs, 4-H).

¥C NMR: 198,98; 171,01; 169,32; 123,82; 82,58; 5245443; 38,75; 38,24; 37,70;
35,26; 33,62; 32,13; 30,17; 28,31, 21,60; 19,8761917,18.

HO HO (0]
3) @ (8)

Sekil 4.2.Pregnenolonund] A. terreusle biyotransformasyonu

Pregnenolon3) bilesiginin A. tamarii kufa ile 25 °C’'de 5 gun siren inkubasyonu
neticesinde bgangic maddesi (205 mg)Badidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-
en-17-on 7) (120 mg, % 25) ve 17a-okza-D-homo-androst-4-di7-8ljion 8) (129
mg, % 27) bilgikleri elde edildi. Elde edilen glangic maddesinin yapi& ve **C
NMR spektrumlarinin pregnenolos)(bilesiginin *H ve *C NMR spektrumlarinin
karsilastiriimasiyla anlaildi.

Elde edilen B-hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-af) ¢e 17a-okza-D-
homo-androst-4-en-3,17-dion8)( bilesiklerinin yapilari ise '"H ve *C NMR
spektrumlarinin pregnenoloB)(bilesiginin A. terreus ile biyotransformasyonundan
elde edilen metabolitlerifH ve **C NMR spektrumlarinin karastiriimasiyla tespit
edildi.



HO HO
@) ()

Sekil 4.3.Pregnenolonund] A. tamariiile biyotransformasyonu

®)
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BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTI SMA

Biyotransformasyon caimalari sonucunda elde edilen yeni gktéerin yapilarini
tayin amaciylgpregnenolond) ile biyotransformasyonlardan elde edilaitesiklerin
'H NMR, °C NMR, IR spektrumlari alindi ve erime noktalamtayini yapild.

Pregnenolonun3) A. terreusile inkiilbasyonu sonucunda farkli polaritelere gaki
metabolit elde edildiilk metabolitin 'H NMR spektrumu bgangic maddesinin
yapisindaki B-hidroksil grubu ile C-5'deki cift b&an korundgunu gosteren sirasi
ile 64 3,54 (1H, ttJ =5 ved = 11 Hz) vedy 5,35(1H, d,J = 5 Hz) rezonanslarini
gOsterdi (Tablo 5.1.). Pregnenolonun ) 43,94 ppm’deki C-13 rezonansgagl
alana d@ru oc 83,26 ppm’e bir kayma gosterdh 39,32). Pregnenolonur3)(dy
0,60 vedc 13,16 ppm dgerlerinde gozlenen 18-metil grubu rezonanslgagiaalana
dogru sirasi iledy 1,34 ppm A 0.74) ve &c 20,01 ppm 4 6.85) dgerlerine
kaymalarseklinde gozlendi. Aagl alana d@ru gézlenen bu kaymalar D halkasina bir
oksijen atomunun yerérildi gini distindiirdii. Metabolit®C NMR spektrumunun
baslangic maddesinindc 209,72 ppm’deki karbonil karbonuna ait rezonansi
icermemesi ve 6c 171,76 ppm’de yeni bir karbon atomu rezonasi gisisi
steroidal bir D lakton okumuyla uyymaktaydi (Tablo 5.2.). Batlin bu sonuclar elde
edilen ilk metabolitin  B-hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-on7) (

oldugunu ispatladi.

ikinci metabolitin *H NMR spektrumu, hdangic maddesindeki fahidroksil
grubunun varfiini gosterendy 3,54 ppm’deki rezonansini (1H, =5 veJ = 11
Hz) icermedii gozlendi. Metabolitin'"H NMR spektrumu bgangic maddesitH
NMR spektrumwy 5,31ppm’deki olefinik protonun rezonansinfbH, d,J = 5 Hz)
yerine dy 5,78 ppm’de yeni bir olefinik proton rezonansi (1H, lag)sterdi (Tablo
5.1.). PregnenolorB) bilesiginin 64 0,98 ppm’de gbzlenen 19-metil grubu rezonansi
yukari alana dgru &y 1,17 ppme & 0,19) bir kayma go6sterdi. Butin bu
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sonuclardan bdangic maddesi yapisindaki 3-hidroksi grubunun Béail grubuna
cevrilirken C-5'deki cift bgmin ise C-4’'e kaydn anlgildi. Pregnenolon 3)
bilesiginin &c 43,94 ppm’deki C-13 rezonansiagl alana dg@ru dc 82,58 ppm’e bir
kayma gosterdiX 38,64). Pregnenolonuid)(éy 0,60 vedc 13,16 ppm dgerlerinde
gozlenen 18-metil grubu rezonanslaga@ alana dgru sirasi iledy 1,37 ppm 4
0,77) ve dc 19,87 ppm A 6,71) dgerlerine kaymalar gosterdi.s&g1 alana dgru
goOzlenen bu kaymalar D halkasina bir oksijen atamuyerlatirildi gini dustundardi.
Metabolit *C NMR spektrumunun Bingic maddesinindc 209,72 ppm’deki
karbonil karbonuna ait rezonansi icermemesid¢el71,01 ppm’de yeni bir karbon
atomu rezonas! gostermesi steroidal bir D laktagushuyla uyymaktaydi (Tablo
5.2.). Butun bu sonuglar elde edilen kiggn 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-
dion @) oldugunu gosterdi.

Pregnenolonun3j A. tamarii ile inkibasyonu sonucunda yine farkli polaritelere
sahip iki metabolit elde edildiilk metabolitin $-hidroksi-17a-okza-D-homo-
androst-5-en-17-on7) oldusu 'H ve *C NMR spektrumlarinin pregnenolon (3)
bilesiginin A. terreusile biyotransformasyonundan elde edilen ilk metitino'H ve
13C NMR spektrumlarinin kaastiriimasiyla anlaldi. ikinci metabolitin17a-okza-
D-homo-androst-4-en-3,17-dioB)(oldugu ise pregnenolor8] bilesiginin A. terreus

ile biyotransformasyonundan elde edilen ikinci rbetdin ‘H ve *C NMR

spektrumlarinin karlastiriimasiyla tespit edildi.

Tablo 5.1. Bilesiklerin *H NMR spektrumu sinyallerin keitastiriimasi

Bilesik 3-H 4-H 6-H 18-CH; | 19-CH; | 21-CH;,
3 | 3,45 (J=5ve 11 Hz)|  * 531(d,J=5Hz) | 0,60 0,98 2,10
7 | 354 (J=5ve 11 Hz)|  * 3,35(d,J=5Hz) | 1,34 0,98
8 - 5,78 (bs) * 1,37 1,17

* 2 geminal proton mevcuttur

Pregnenolonun3) hemAspergillus terreudIRC 200365 hem dAspergillus tamarii
MRC 72400 ile biyotransformasyonlari ayni substrditeratirdeki Aspergillus
tamarii QM 1223 [12] ile inktibasyonunda olgw gibi 3p3-hidroksi-17a-okza-D-

homo-androst-5-en-17-on 7)( ve 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dioB) (



22

bilesikleri ile sonuclandi Elde edilen bu bilgkler steroidal D laktonlar olarak
bilimirler. Steroidal laktonlarantikanserojenik [33,34], antiandrojenik [35-36] ve

antihiperkolesterolemik [37] ekileri sebebi iletitacidan dnemli bikgklerdir.

Table 5.2. Bilgiklerin *C NMR spektrumu sinyallerinin katastiriimasi

Karbon Bilesik

atomu 3 - g

numarasi
1 37,16 36,81 35,26
2 31,52 31,28 33,62
3 71,54 71,41 198,98
4 42,11 41,70 123,82
5 140,71 140,53 169,32
6 121,30 120,52 32,13
7 31,68 30,98 30,17
8 31,75 34,35 37,70
9 49,85 48,86 52,24
10 36,42 36,50 38,24
11 20,99 21,88 21,60
12 38,73 38,80 38,75
13 43,94 83,26 82,58
14 56,80 46,60 45,43
15 24,41 19,78 19,61
16 22,70 28,71 28,31
17 63,60 171,76 171,01
18 13,16 20,01 19,87
19 19,32 19,23 17,18
20 209,72
21 31,46

Steroidal D laktonlarin sentetik olarak elde ed#imesnasinda Ozellikle kullanilan
reaktiflerin cevre Kkirlilgine sebep olmalari ylzinden gunimizde mikrobiyal
biyotransformasyonlar bu amacg icin daha cok terethimektedir [38]. Cstli
mikroorganizmalar bazi & steroidlerin 1B-asetil yan zincirlerini stereospesifik
olarak uzaklgtirarak yada dgrudan bazi androjenleri steroidal D laktonlara
donistirebilmektedir. Bu reaksiyonlar go bakteri ve kifte bulunan Baeyer-Villiger

monooksijenaz enzimleri (BVMO) tarafindan gercetitdirler. Ozellikle bazi kifler
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bir keto fonksiyonu yanina oksijen atomu ekleyetskgok farkl ketonu ilgili
esterlere veya laktonlara cevirebilirler [13].

Tablo 5.2.den de gorilebilegegibi pregnenolonund) literatiirdeki Aspergillus
tamarii QM 1223 [12] ile inklibasyonlarindan elde edilen verimlaspergillus
terreus MRC 200365 ile elde edilen verimlerden daha yikekkasina rgmen
Aspergillus tamarii MRC 72400 ile elde edilenlerden dahasiakitr. Kisaca
Aspergillus tamariiMRC 72400 kufu dierlerine gore daha etkin bir inkiibasyon
saglamistir.

Tablo 5.3. Bazi inkiibasyon verimlerinin kdastirimasi

Kaf Bilesik Verim (%)
Aspergillus terreuqRC 200365 (4] 20,8
(8) 23
Aspergillus tamariQM 1223 )] 21
(8) 25,6
Aspergillus tamariMRC 72400 [4] 25
(8) 27

Bu calsma sonucunda pregnenoloB) ( bilesiginden elde edilen ve tibbi 6nemi
olabilecek [33-37] steroidal laktonlarin daha yikserimler ile elde edilmesi igin
steroidlerin daha dnce ayni amagudtusunda kullaniimamidiger bazi kufler ile

biyotransformasyonlarina yonelik gahalarimiz surecektir.
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