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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Aspergillus terreus, Aspergillus tamarii,
Epiandrosteron.

Bu c¢alismada epiandrosteronun Aspergillus terreus MRC 200365 ve Aspergillus
tamarii MRC 72400 kiiflerinde nasil metabolize edilecegini incelemek i¢in bilesigin
bu kiifler ile biyotransformasyonlari gergeklestirildi. Aspergillus terreus MRC
200365 ile inkiibasyon sadece bir metabolit verirken Aspergillus tamarii MRC 72400
ile inkiibasyon ise iki ayr1 metabolit verdi.

Inkiibasyonlar sonrasinda baslangic maddesi ve elde edilen bilesiklerin erime
noktalar1 ile *H NMR, *C NMR, ve IR spektrumlart alindi. Baslangic maddesi ve
bilesiklere ait erime noktalar1 ile spektrumlar karsilastirildiginda Aspergillus terreus
MRC 200365 ile inkiibasyonun 3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on
bilesigi ile sonuglanirken Aspergillus tamarii MRC 72400 ile inkiibasyonunun ise
3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on ve 3pB,11B-dihidroksi-5a-
androstan-17-on bilesikleri ile sonuglandigi anlasildi.



THE BIOTRANSFORMATION OF EPIANDROSTERONE BY
SOME ASPERGILLUS SPECIES

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Aspergillus terreus, Aspergillus tamarii,
Epiandrosterone.

In this work, epiandrosterone was incubated with Aspergillus terreus MRC 200365
and Aspergillus tamarii MRC 72400 in order to see how it would be metabolized by
these two fungi. Incubation with Aspergillus terreus MRC 200365 afforded only one
metabolite whereas incubation with Aspergillus tamarii MRC 72400 afforded two
metabolites.

The melting points and *H NMR, **C NMR and IR spectra were taken from both
starting material and the metabolites from the incubations. When the melting points
and 'H NMR, **C NMR and IR spectra of the starting material and metabolites were
compared with each other, it followed that incubation with Aspergillus terreus MRC
200365 afforded only 3p-hydroxy-17a-oxa-D-homo-5a-androstan-17-one while
incubation with Aspergillus tamarii MRC 72400 afforded 3p,11pB-dihydroxy-5a-
androstan-17-one and 3p-hydroxy-17a-oxa-D-homo-5a-androstan-17-one.



BOLUM 1. GIRIS

Canlilar hayatlar1 boyunca kendilerine yabanci olan ksenobiyotikler adi verilen
cesitli kimyasal maddeler ile karsilasirlar. Canlilarin bu maddelerin iizerinde
enzimler veya enzimleri iceren mikrozomlar, hiicre kiiltiirleri, doku kiiltiirleri, organ
kiiltiirleri, mikroorganizmalar ya da mikroorganizma sporlar1 yolu ile meydana
getirdigi kimyasal degisikliklere biyotransformasyon adi verilir. En eski ve en iyi
bilinen biyotransformasyonlardan ikisi sirke iiretiminde etil alkoliin bakteriler
tarafindan asetik aside oksidasyonu ve sekerin bira mayasi tarafindan etil alkole

dontstiiriilmesidir [1].

Biyotransformasyonlar i¢in daha ¢ok mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Bunun en
onemli sebepleri arasinda mikroorganizmalar ile gergeklestirilen
biyotransformasyonlarin ¢evre dostu olmalari, daha kisa siirede, daha ucuza ve
erlenden fabrika fermentoriine kadar c¢esitli ortamlarda gergeklestirilebilmeleri
sayilabilir. Mikroorganizmalar biyotransformasyonlar i¢in serbest veya uygun
yiizeylere sabitlenmis olarak kullanilabilir ve en yaygin olarak kullanilan

mikroorganizma gruplari: kiifler, mayalar, bakteriler ve mikrobiyal alglerdir [2].

Mikroorganizmalar spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde hem dogal hem de
sentetik bir¢ok substrat {izerinde ¢ok sayida farkli kimyasal reaksiyonlar
gergeklestirebilirler. Biyotransformasyon reaksiyonlarinin en onemlilerinden birisi
mikrobiyal hidroksilasyondur. Mikrobiyal hidroksilasyonlar cogu
biyotransformasyon reaksiyonlarini katalizleyen sitokrom P-450 enzimlerince
gerceklestirilirler ve bu enzimler ayrica hidroksilazlar veya monooksijenazlar olarak

da adlandirilirlar [1].

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6nemi ilk olarak romatizmaya kars1 kullanilan kortikal

steroidlerin sentezinde ortaya ¢ikmustir [3]. Bu steroidlerin sentezinde fonksiyonel



gruplarin oldukga uzakta bulunan C-11’e bir oksijen fonksiyonu yerlestirmek klasik
kimyasal yontemlerle olduk¢a uzun ve masrafli bir islemdi. Bahsedilen problemin
Rhizopus arrhizus kiifiiniin progesteron bilesigini C-11 pozisyonunda yiiksek verimli
mikrobiyal hidroksilasyon (Sekil 1.1) ile c¢oziilmesi dikkatleri mikrobiyal

biyotransformasyonlar tizerine ¢ekmistir [1,3].
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Sekil 1.1. Progesteronun R. arrhizus ile biyotransformasyonu

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6neminin anlasilmasindan sonra steroidler ve diger
birgok farkli madde iizerinde ¢ok sayida degisik mikroorganizma ile hidrolitik
reaksiyonlar, mikrobiyal Baeyer-Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal
kondensasyonlar, izomerlesme gibi yeni biyotransformasyon reaksiyonlari
gerceklestirilmistir [1]. Elde edilmeleri klasik sentez yontemleri ile uzun siirede ve
olduk¢a maliyetli olan steroidal ilaglar ve hormonlar gibi ¢ok sayidaki 6nemli
kimyasal maddeler mikrobiyal biyotransformasyonlar ile kolayca ve ucuza
iretilebilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda halen bir¢ok steroid ozellikle farklh kiif

tiirleri ile biyotransformasyonlara maruz birakilmaktadir.



BOLUM 2. EPIANDROSTERON BIiLESIiGiNIiN KUFLER iLE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Androjenler

Onemli bir lipid olan kolesterol (1) hayvansal membranlardaki akiskanliginin
diizenlenmesine ek olarak steroid hormonlar, safra asitleri ve D3 vitamini gibi birgok
hayati fonksiyonu bulunan bilesigin de baslangic maddesidir [4]. Kolesterolden
sentezlenen steroid hormonlar glukokortikoidler, mineralokortikoidler, androjenler,
Ostrojenler ve progestagenler (progestinler) olmak iizere bes ana sinifta
incelenmektedir [5]. Androjenler, 0&strojenler ve progestagenler ayrica esey
hormonlari olarak da bilinirler. Esey hormonlar1 tireme ile ilgili organlarin gelisme ve
biiytimelerini, ikincil esey karakterlerini ve iireme dongisiinii diizenlerler. Bu
hormonlar giiglii anabolik etkileri sayesinde kemik, kaslar ve deri gibi bir¢ok

dokunun gelismesini ve metabolizmanin da stirekliligini saglarlar [4].

Ostrojenlerin baslangic maddeleri de olan androjenler erkek bireylerde etkili olan
esey hormonlaridir. En etkin androjenler testosteron (2) ve DHT olarak da bilinen
dihidrotestosteron (3) bilesikleridir. Bir kismi adrenal korteksten salinan
androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri erbezleri (testis) adi verilen esey organidir.
Adrenal korteks ve testislerde once kolesterolden (1) pregnenolon (4) olusur (Sekil
2.1). Kolesterolden (1) pregnenolon (4) sentezi adenohipofiz kokenli LH
(liiteinlestirici hormon) sayesinde uyarilir. LH saliverilmesi ise kandaki serbest
testosteron diizeyi ile diizenlenir. Pregnenolondan (4) androjenlerin biyosentezi ise
A* ve A® yollar ile gerceklesir. A* yolu androjen biyosentezinin ana yoludur. Bu
yolda pregnenolon (4) once progesterona (5) gevrilir. Progesteron (5) daha sonra
hidroksilasyon ile 17a-hidroksiprogesterona (6) doniistiiriiliir. 17a-Hidroksi-
progesteronun (6) yan zincirinin uzaklastirilmasi ile 6nce androstendion (7) olusur ve

bu bilesigin C-17’deki rediiksiyonu ile testosteron (2) sentezlenir. Testosterondan (2)




ise Sa-rediiktaz aktivitesi ile bir diger androjen olan dihidrotestosteron (3) sentezlenir

[4].
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Sekil 2.1. Testosteron (2) ve DHT (3) bilesiklerinin biyosentezi

Bir yan yol olan A yolunda ise pregnenolon hidroksilasyon ile 170-

hidroksipregnenolona (8) ¢evrildikten sonra yan zincirin ayrilmasi ile DHEA olarak




da bilinen dehidroepiandrosterona (9) c¢evrilir. DHEA ise daha sonra testosterona (2)
dontistiiriilebilen androstendion (7) bilesigine ¢evrilir. Bu yolda olusan 170-

hidroksipregnenolon (8) ayrica dogrudan progesterona (5) ¢evrilebilmektedir [4].

Biyolojik etkinligini tamamlayan testosteron (2) bir¢ok dokuda diisiik aktiviteli veya
tamamen inaktif metabolitlere donistirilir. Testosteron (2) o6nce C-17’de
gerceklesen bir oksidasyonla androstendiona (7) gevrilir. Androstendionun (7) da A
halkasindaki bir seri tepkimeler ile indirgenmesi sonucunda Sekil 2.2°de verilen
androsteron (10), etikolanon (11) ve epiandrosteron (12) gibi metabolitlerin olustugu
bildirilmistir[4].
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Sekil 2.2. Testosteron (2) bilesiginin baz1 metabolitleri

Testosteronun dokularda etkili formu olan DHT (3) ise A halkasindaki

dehidrojenasyonu takiben 3 nolu karbon atomunda gerc¢eklesen rediiksiyonlar sonucu




Sekil 2.3’de verilen 3a-androstendiol (13) ve 3p-androstendiol (14) metabolitlerine

doniistiigii anlasilmistir [4].

OH OH

Ho™ HO
(13) (14)

Sekil 2.3. Dihidrotestosteron (3) bilesiginin metabolitleri
2.2. Epiandrosteron

Epiandrosteron (12) daha oOncede belirtildigi gibi zayif androjenik etkili bir
testosteron metabolitidir. Bu metabolit testosteron kokenli androstendion (7)
iizerindeki 5o-rediiktaz aktivitesini takiben olusan androstandion (15) bilesigindeki
3-keto grubunun B-yiiziinden rediiksiyonu ile sentezlenmistir (Sekil 2.2). Aslinda
epiandrosteron (12) bilesigi dogal olarak DHEA (9) bilesiginin 5a-reduktaz aktivitesi
ile rediiksiyonu [6] sonucunda olugmaktadir (Sekil 2.4).

HO HO
©) (12)

Sekil 2.4. DHEA (9) bilesiginden epiandrosteron (12) biyosentezi

2.3. Epiandrosteronun Kiifler ile Biyotransformasyonlari

Epiandrosteron  (12) bilesiginin 4 farkli kiif ile biyotransformasyonu

gerceklestirilmigtir [7-10]. S6z konusu ¢alismalardan hidroksillenmis bilesikler elde




edilmistir. Aspergillus tamarii QM 1223 ile gergeklesen epiandrosteron bilesiginin

biyotransformasyonu [7] sadece 11pB-hidroksiepiandrosteron (16) eldesi ile

sonuglanmustir (Sekil 2.5).

HO,

HO HO

(12) (16)

Sekil 2.5. Epiandrosteronun Aspergillus tamarii QM 1223 ile biyotransformasyonu

Rhizopus nigricans kiifii ile epiandrosteron (12) bilesiginin biyotransformasyonu [8]
7a-hidroksi-Sa-androstan-17-on (17), 7p-hidroksi-5a-androstan-17-on (18) ve 6a-

hidroksi-5a-androstan-17-on (19) metabolitleri ile sonuglanmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Epiandrosteronun (12) Rhizopus nigricans ile gergeklestirilen biyotransformasyonu




Epiandrosteron (12) bilesiginin Cephalosporium aphidicola IMI 68689 ile
gerceklestirilen biyotransformasyonunun ise [9] 3B,11a,17p-trihidroksi-5a-androstan
(20), 3pB,14a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (21) ve 3pB,5o-dihidroksi-5a-androstan-
17-on (22) metabolitleri ile sonuglandig: bildirilmistir (Sekil 2.7).

HO

(12)

(20) (21)

0

Sekil 2.7. Epiandrosteronun (12) Cephalosporium aphidicola kiifiiyle biyotransformasyonu

H (@)

Fusarium  moniliforme  kiifii  ile  gerceklestirilen  epiandrosteron  (12)
biyotransformasyonu c¢alismasi neticesinde 7a-hidroksi-Sa-androstan-17-on (17)
bilesigi ile yapilar1 tanimlanamayan muhtemelen hidroksillenmis olan iki ayr1 polar

metabolit elde edildigi bildirilmistir [10].




2.4. Calismanin Amaci

Steroidler mikroorganizmalar ile Ozellikle de kiifler tarafindan donistiiriilebilen
onemli dogal bilesiklerdir [11-13]. Kiifler ile steroid biyotransformasyonlar1 i¢in en
sik kullanilan tiirlerin birgogu Aspergillus cinsine aittir. Aspergillus ve diger baz1 kiif
cinslerine ait tiirler sahip olduklari etkin enzim sistemleri [1,2] sayesinde diinyanin
neredeyse her yerinde yasayabilen canlilardir [14]. Mikrobiyal biyotransformasyonlar
aslinda ksenobiyotiklerin bu ve diger cinslere ait mikroorganizmalar tarafindan

degistirilmesi esasina dayanmaktadir [1].

Bu c¢alismanin amaci epiandrosteron (12) bilesiginin Aspergillus terreus MRC
200365 ve Aspergillus tamarii MRC 72400 kiiflerinde nasil metabolize edilecegini
incelemektir. Ayrica bilesigin biyotransformasyonlari sonucunda tibbi agidan 6nemli
ve ilag sanayinde kullanilabilecek metabolitler elde edilip edilemeyecegi de

incelenecektir.




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu 121 °C’de 20 dakika siire ile Niive OT 020 marka otoklav ile
gerceklestirildi. Kiiflerin gelistirilmesi ve biyotransformasyon c¢alismalar1 igin
Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamali Inkiibatér kullanildi. Infrared
spektrumlar;, Shimadzu IR Prestige-21 spektrometre cihazi ile alindi. ‘H NMR
spektrumlar1 tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de
doterokloroform igerisinde ve Varian Mercury 300 NMR spektrometresi kullanilarak
alindi. °C NMR spektrumlari, ayni cihaz kullanilarak 75 MHz’de doterokloroform
icerisinde alindi. Steroidleri ayirmak igin adsorban olarak Merck kalite silika jel 60
(230-400 mesh) igeren Kolon kromatografisi gerceklestirildi ve bu bilesikler hekzan
iceriSinde artan etil asetat konsantrasyonlar: eliient olarak kullanilarak kolondan
ayrildi. Biyotransformasyon deneyinin sonucu ve kolon kromatografi ¢alismalarinin
sonuglar1 ince tabaka kromatografisi (ITK) ile izlendi. ITK 0,25 mm kalinhiginda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢dzgen
sistemi kullanilarak yapildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakika 1sitildiktan sonra goriiniir hale

getirildi. Erime noktalar1 Elektrothermal IA 9200 erime noktasi tayin cihazi ile tespit
edildi.

Aspergillus terreus MRC 200365 ve Aspergillus tamarii MRC 72400 kiifleri
TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi Gida Teknoloji ve Arastirma
Enstitiisii’nden yatik agar besiyerilerindeki stok kiiltiirleri olarak temin edildi. Stok
kiiltiirler PDA igeren yatik agar besiyerlerinde ve 4 °C’de muhafaza edildi.
Epiandrosteron bilesigi Fluka sirketinden satin alindi. Tim solventler Merk

sirketinden temin edildi. Yatik agar besiyerleri i¢in kullanilan PDA ve kiifler i¢in
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hazirlanan besiyerinde kullanilan malt ekstrakt Merck sirketinden temin edildi.
Aspergillus terreus MRC 200365 igin % 2’lik malt ekstrakt besiyeri [15]
kullanilirken Aspergillus tamarii MRC 72400 igin % 3’liikk malt ekstrakt besiyeri
[16] kullanildu.

3.2. 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 hazirlandi [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 kiiltiirdeki 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 kiiltiirlerinin en gelismisindeki kiifler 15 glinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma iglemi 2 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar kiiltirindeki

kiifler biyotransformasyon c¢alismasinda kullanildi.

3.3. Epiandrosteronun (12) Aspergillus Tiirleri ile Biyotransformasyonlari

3.3.1. Epiandrosteronun (12) Aspergillus terreus MRC 200365 ile

biyotransformasyonu

Sterilize edilen % 2’lik 1 L malt ekstrakt besiyeri 10 adet 250 mL’lik erlenlere
paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt
kiiltiirdeki  kiif erlenlerden her birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler
yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 giin boyunca 32°C’de c¢alkalamali
inkiibatorde (160 rpm) inkiibasyona birakildi.
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Epiandrosteron (12) (500 mg) DMF (10 mL) igerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda
kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 5

giin stiresince 32 °C’ de calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtrasyon islemine tabi tutuldu ve besi yeri kiif kiiltiiriine ait misellerden siiziilerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil asetat (500 mL) kullanilarak yikandi.
Filtrat her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyona maruz birakildi.
Daha sonra toplanan ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak ortamda
bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra

yagimsi bir madde (726 mg) elde edildi.

Yagimst madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kolon kromotografisi kolonunda ¢ozgen sistemi olarak hekzan igerisinde artan
oranlarda etil asetat kullanildi. %30’luk ¢6zgen sistemi ile yapist orijinal bir
numuneye ait 'H ve ¥c NMR spektrumlarinin karsilastirilmasi ile tayin edilen
baslangi¢c maddesi (1) (330 mg) elde edildi.

%50°lik ¢Ozgen sistemi ile etil asetattan igneler seklinde kristaller olusturan 3p-
hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on (23) (56 mg, 10.6%) elde edildi.
Erime noktasi 173-174 °C (Literatiir [17] 169 °C). IR: 3440 ve 1720. *H NMR (300
MHz, CDClI5): 0.78 (3H, s, 19-H); 1.29 (3H, s, 18-H); 3.53 (1H, tt, J=5Hz ve J =
11 Hz, 3-H). *C NMR (75 MHz, CDCls): 171.64, 83.40, 71.04, 53.04, 46.24, 44.15,
39.22, 37.87, 37.77, 36.72, 35.47, 31.28, 30.57, 28.61, 28.24, 22.00, 20.11, 19.76,
12.14.

3.3.2. Epiandrosteronun (12) Aspergillus tamarii MRC 72400 ile

biyotransformasyonu

Sterilize edilen % 3’lik 1 L malt ekstrakt besiyeri 10 adet 250 mL’lik erlenlere
paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt

kiltiirdeki  kiif erlenlerden her birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler
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yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 giin boyunca 25°C’de ¢alkalamali
inkiibatorde (180 rpm) inkiibasyona birakildi.

Epiandrosteron (12) (500 mg) DMF (10 mL) igerisinde ¢6ziinerek yeterli miktarda
kiif igeren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 7

giin siiresince 25 °C’ de ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtrasyon islemine tabi tutuldu ve besi yeri kiif kiiltiiriine ait misellerden siiziilerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil asetat (500 mL) kullanilarak yikandu.
Filtrat her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyona maruz birakild.
Daha sonra toplanan ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak ortamda
bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra

yagimsi bir madde (716 mg) elde edildi.

Yagimsi1 madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kolonda ¢6zgen sistemi olarak hekzan igerisinde artan oranlarda etil asetat kullanildi.
%30’luk ¢Ozgen sistemi ile eliisyon neticesinde yapisi 'H ve *C NMR
spektrumlarinin  orijinal bir numuneninkilerle karsilastirilmasi ile tayin edilen

baslangi¢c maddesi (1) (330 mg) elde edildi.

%40’k ¢ozgen sistemi ile etil asetattan igneler seklinde kristaller olusturan 3f3,110-
dihidroksi-5a-androstan-17-on (16) (16 mg, 3%) bilesigi elde edildi. Erime noktasi:
228-231 °C (Literatiir [18] 235-238 °C). IR: 3470 . *H NMR (300 MHz, CDCls):
1.06 (3H, s, 19-H); 1.10 (3H, s, 18-H); 3.55 (1H, tt, J =5 Hz ve J = 12 Hz, 3-H);
4.39 (1H, bs, 11-H). **C NMR (75 MHz, CDCls): 219.94, 70.96, 68.06, 58.43, 52.90,
46.92, 45.72, 40.48, 37.57, 36.83, 35.74, 35.33, 31.24, 31.09, 30.81, 27.84, 21.65,
15.86, 15.51.

%50°lik ¢ozgen sistemi ile yapisi 'H ve B¥C NMR spektrumlarinin bir 6nceki ¢alisma
da tespit edilen metabolitin spektrumlariyla karsilastirilmasi sonrasinda tanimlanan
3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on (23) (50 mg, 9.48%) bilesigi
oldugu anlasildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Epiandrosteron (12) bilesiginin Aspergillus tiirleri ile biyotransformasyonlarindan
elde edilen bilesiklerin yapilarini belirlemek icin hem baglangic maddesinin hem de
elde edilen bilesiklerin 'H NMR, BC NMR, IR spektrumlart alindi ve erime
noktalari tayin edildi (bakimiz Bélim 3). Bilesiklere ait *H NMR, *C NMR, IR
spektrumlar1 Ekler Bolimiinde verildi. Biyotransformasyonlart gergeklestirilen

baslangi¢c maddesine ait karbon iskeletinin numaralandirilmasi Sekil 4.1°deki gibidir.

18 0O
19
9
10 8
6 7
HO
(12)

Sekil 4.1. Epiandrosteron (12) bilesiginin karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi

Epiandrosteron’un (12) A. terreus MRC 200365 ile 5 giin siiren biyotransformasyonu
sadece bir tek metabolit ile sonuglandi. Metabolit oy 3.53 ppm’de baslangic
maddesindeki 33-OH grubunu korudugunu gosteren bir resonans (1H, tt, J =5 ve J
= 11 Hz, 3-H) verdi (Tablo 4.1). Baslangi¢ maddesinin ¢ 47.76 ppm’deki C-13
rezonansi metabolitte 3¢ 83.40 ppm’e asag1 bolgeye dogru bir kayma (A 35.64)
olarak gozlendi (Tablo 4.2). Benzer sekilde baslangi¢ maddesinin oy 0.84 ppm ve 8¢
13.76 ppm’deki 18-metil rezonanslari metabolitte 5y 1.29 ppm ve J¢ 20.11 ppm’e
olmak iizere asagi bolgeye dogru iki kayma (sirasiyla A 0.45 ve A 6.35) gosterdi.
Metabolitin d¢ 221.50 ppm 17-karbonil grubu sinyali yerine 6c 171.64 ppm’de yeni
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bir rezonans vermesi steroidal bir D lakton olustugunu gosterdi. Biitiin spektral
sonuglar  metabolitin  3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on  (23)

oldugunu kanitladi.

Tablo 4.1. Bilesiklerin "H NMR spektrumlarindaki 6nemli sinyallerin karsilastiriimas:

Bilesik 3-H 18-H | 19-H CH-OH

12 3,53 (tt, J=5Hz ve J =11 Hz) 0,84 0,81 -

16 | 355(t,J=5Hzved=12Hz) | 1,10 | 1.06 | 4,39 (bs)

23 3,53 (tt, J=5Hz ve J=11 Hz) 1,29 0,78 -

Epiandrosteron  bilesiginin A, tamarii MRC 72400 ile 7 giin siiren
biyotransformasyonu ise iki ayr1 metabolit olusmasi ile sonuclandi. ilk metabolitin
oy 3.55 ppm’deki rezonanst (1H, tt, J= 5 Hz ve J= 12 Hz) baslangic maddesinin A
halkasindaki 33-OH grubunun korundugunu gosterdi. Metabolit oy 4.39 ppm ve d¢
68.06 ppm’de sirasi ile karakteristik 11a-H [19] ve C-11 [20] rezonanslarina karsilik
gelen sinyaller gosterdi. Metabolitin *H NMR spektrumunda baslangic maddesinin
18-metil ve 19-metil gruplar i¢in sirast ile A 0.26 ppm ve A 0.25 ppm gibi asagi
bolgeye iki onemli kayma gozlendi. Bu sonuglar 11B-pozisyonundaki bir
hidroksilasyonu isaret etti. Metabolitin **C NMR spektrumunda baslangig
maddesinin C-18, C-19, C-9 ve C-12 numarali karbon atomlar1 i¢in asagi bolgeye
kaymalar gozlendi (C-18 i¢in A 2.1 ppm, C-19 i¢in A 3.26 ppm, C-9 i¢in A 4.08 ppm
ve C- 12 i¢in A 9.01 ppm). Bunun aksine metabolitin **C NMR spektrumunda
baslangic maddesinin C-8 ve C-13 numarali karbon atomlar1 i¢in yukar1 bolgeye
dogru y-gauche kaymalar1 gézlendi (C-8 i¢in A 4.16 ppm ve C-13 igin A 0.84 ppm).
Biitiin bu karakteristik kayma degerleri C-11 pozisyonunda gergeklesen bir
hidroksilasyonu ve ilk metabolitin 3p,11p-dihidroksi-5a-androstan-17-on  (16)

oldugunu dogrular nitelikteydi.

Ikinci metabolitin daha 6nceki biyotransformasyon c¢alismasindan elde edilen 3p-
hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on (23) oldugu her iki bilesigin ‘H

NMR ve *C NMR spektrumlarindaki rezonanslarinin karsilastirilmasi ile anlasildi.



Tablo 4.2. Bilesiklerin ** C NMR spektrumu sinyallerinin kargilagtiritlmasi

Karbon 12 16 23
1 36,87 36,83 36,72
2 31,35 31,24 31,28
3 71,06 70,96 71,04
4 37,98 37,57 37,77
5 44,76 45,72 44,15
6 28,32 27,84 28,24
7 30,83 31,09 30,57
8 34,97 30,81 37,87
9 54,35 58,43 53,04
10 35,57 35,74 35,47
11 20,43 68,06 22,00
12 31,47 40,48 39,22
13 47,76 46,92 83,40
14 51,34 52,90 46,24
15 21,72 21,65 19,76
16 35,80 35,33 28,61
17 221,50 219,94 171,64
18 13,76 15,86 20,11
19 12,25 15,51 12,14

16



BOLUM 5. SONUCLAR

Biyotransformasyon caligmalar1 sonucunda elde edilen yeni bilesiklerin yapilarini
tayin amaciyla epiandrosteron (12) ve biyotransformasyonlardan elde edilen
bilesiklerin "H NMR, **C NMR, IR spektrumlar1 alindi ve erime noktalarinin tayini
yapildu.

Epiandrosteron (12) ve bu bilesigin Aspergillus terreus MRC 200365 ile
biyotransformasyonundan elde edilen metabolin ‘H NMR, *C NMR, ve IR
spektrumlari karsilastirildi. Karsilastirma sonucunda epiandrosteron (12) bilesiginin
Aspergillus terreus MRC 200365 kiifii ile 5 giin biyotransformasyonu neticesinde
elde edilen metabolitin 3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on  (23)
oldugu anlagild1 (Sekil 5.1.). Metabolitin erime noktasinin literatiirdeki bilgiler ile
karsilastirilmasi da bu sonucu desteklemektedir.
(@)

HO HO
(12) (23)

Sekil 5.1. Epiandrosteron (12) bilesiginin Aspergillus terreus MRC 200365 ile biyotransformasyonu

Benzer sekilde Epiandrosteron (12) ve bu bilesigin Aspergillus tamarii MRC 72400
ile biyotransformasyonundan elde edilen iki metabolitin *H NMR, *C NMR, ve IR
spektrumlar1 karsilastirildi.  Karsilastirmalarin - sonucunda epiandrosteron (12)
bilesiginin Aspergillus tamarii MRC 72400 ile 7 giin biyotransformasyonu

neticesinde iki ayri bilesigin elde edildigi anlasildi.
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Bu bilesiklerin 3p,11B-dihidroksi-5a-androstan-17-on (16) ve 3B-hidroksi-17a-okza-
D-homo-5a-androstan-17-on (23) oldugu anlasildi (Sekil 5.2.). Metabolitlere ait
erime noktalariin literatiirdeki bilgiler ile karsilastirilmasi da yapi tayininin

dogrulugunu desteklemektedir.

HO
(12)

HO o) o)

HO HO
(16) (23)

Sekil 5.2. Epiandrosteron (12) bilesiginin Aspergillus tamarii MRC 72400 ile biyotransformasyonu



BOLUM 6. TARTISMA VE ONERILER

Epiandrosteron’un (12) diger kiifler ile biyotransformasyonlart sadece ¢esitli
pozisyonlarda hidroksillenmis bilesikler verirken Aspergillus terreus MRC 200365
ile 5 giin boyunca siiren biyotransformasyonu bir steroidal D lakton olan 3p-
hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on (23) bilesigi ile sonuglandi. Steroidal
laktonlar antikanserojenik [21,22], antiandrojenik [23-24] ve antihiperkolestrolemik
[25] ekileri sebebi ile tibbi agidan olduk¢a 6nemli bilesiklerdir. Bu laktonlarin
kimyasal yontemler ile sentezi cevre kirliligine sebep olmalar1 yiiziinden mikrobiyal
biyotransformasyonlar daha ¢ok tercih edilirler [26]. Baz1 C,; steroidlerin 17p3-asetil
yan zincirlerinin mikroorganizmalarca stereospesifik olarak uzaklastirilmasi ve bazi
androjenlerin mikrobiyal biyotransformasyonlari steroidal D laktonlarin sentezi ile
sonuclanmaktadir [27]. Bahsedilen reaksiyonlar1 katalizleyen ve ¢ogu bakteri ve
kiifte bulunan bu enzimler Baeyer-Villiger monooksijenaz enzimleri (BVMO) olarak
bilinirler. Ozellikle baz1 kiifler bir keto fonksiyonu yanina oksijen atomu ekleyerek

bir ¢ok farkli ketonu ilgili esterlere veya laktonlara ¢evirirler [28].

Epiandrosteronun (12) Aspergillus tamarii MRC 72400 ile 7 giin boyunca
biyotransformasyonu ise bir BVMO aktivitesi ile ana metabolit olarak Aspergillus
terreus MRC 200365 kiifiiniin de verdigi 3p-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-
androstan-17-on (23) ve bir hidroksilaz enzimi aktivitesi ile yan {irtin olarak 3f,11p-
dihidroksi-5a-androstan-17-on  (16) ile sonuglandi. Epiandrosteronun (12)
literatiirdeki A. tamarii QM 1223 ile 4 giin siiren biyotransformasyonu ise sadece
3B,11B-dihidroksi-5a-androstan-17-on (16) ile sonuglanmisti. A. tamarii QM 1223
ile inkiibasyon daha farkli bir besiyeri ile ve daha kisa siirede gergeklestirilmisti.
Ayrica her iki inkiibasyon i¢in yardimci solvent miktar1 da farkliydi. Her iki
inkiibasyon i¢in yardimci solvent, inkiibasyon sicakligi ve substrat miktar1 aym

alinmist1 [7].
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A. tamarii QM 1223 ve A. tamarii MRC 72400 A. tamarii kiifiiniin iki ayr
susudur. Mikrobiyal suslar metabolizma ve morfoloji gibi bir¢ok konuda
birbirlerinden farkli olabilirler [1]. Hidroksilasyon A. tamarii QM 1223 i¢in ana
metabolik yol iken D halkasinda laktonizasyon A. tamarii MRC 72400 igin ana
metabolik yol olabilir.

Besiyeri igerigi ve inkiibasyon siiresi biyotransformasyonlar i¢in 6nemli faktorlerdir
[1,29]. Bu faktorler her iki inkiibasyon igin farkli alinmistir. A. tamarii QM 1223 ile
inkiibasyon karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi olarak ise amonyum nitrat
iceren sentetik bir besiyeri kullanilmistir [7]. Bahsedilen inkiibasyonu gergeklestiren
Brannon ve arkadaglarinin kullandiklar1 sentetik besiyeri ile A. tamarii MRC 72400
icin kullanilan %3 malt ekstrakt besiyerinin ayni sonuglar1 verdigini bildirmeleri bu
iki inkiibasyondan elde edilen sonuglarin farkli besiyerlerinden kaynaklanmadigini
diisiindiirmektedir. iki inkiibasyon siirenin ayn1 olmamasi bu inkiibasyonlardan farkli
sonuglarin alinmasin sebeplerinden biri olabilir. Farkli inkiibasyon siireleri boyunca
degisen besiyeri bilesenlerinin konsantrasyonlari, pH, toksik atiklarin birikimi ve
bazi iriinlerin inhibe edici birikimleri gibi faktorler kiif gelisimi ve reaksiyon
riinlerini belirler [1,29]. Bahsedilen faktorler A. tamarii QM 1223 ile inkiibasyon
i¢in sadece bir hidroksilaz enziminin aktive etmisken ayni faktorler A. tamarii MRC

72400 ile inkiibasyon i¢in dncelikle bir BVMO enzimini aktive etmis olabilir.

Suda ¢oziniirliikleri oldukca diisiik olan steroidlerin ¢oziiniirliigiinii arttirmak i¢in
DMF ve DMSO gibi yardimct solventler kullanilmaktadir. Bazen yardimei
solventlerin belli bir diizeyin {izerinde kullanilmasi mikroorganizmalar iizerinde
toksik etki yapabilmektedir [11]. A. tamarii QM 1223 ile 1 L besiyeri i¢in 4 ml DMF
kullanilirken [24] A. tamarii MRC 72400 ile 1 L besiyeri igin 10 ml DMF
kullanilmustir. A. tamarii QM 1223 ile inkiibasyondan sadece 3[3,11B-dihidroksi-5a-
androstan-17-on  (16) (%28.4) elde edilirken A. tamarii MRC 72400 ile
inkiibasyondan ise baslangi¢ maddesinin yaridan ¢ogu (%60), 3p-hidroksi-17a-okza-
D-homo-5a-androstan-17-on (23) (%9.5) ve 3B,11B-dihidroksi-5a-androstan-17-on
(16) (%3) elde edildi. Bu sonuglar A. tamarii MRC 72400 ile 1 L besiyeri igin
kullanilan 10 ml DMF’nin kiif i¢in toksik olabilecegi ve bunun biyotransformasyon

etkinligini diisiirebilecegini diigiindlirmektedir.
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Hem mikrobiyal hidroksilasyon [30] hem de D halkasi1 laktonizasyonu [28] i¢in
molekiiler oksijen kullanildigindan havalandirma her iki inkiibasyondan farkli
sonuglar elde edilmesinin bir diger sebebi olabilir. A. tamarii QM 1223 ile
inkiibasyondaki ¢alkalama i¢in herhangi rpm degeri verilmediginden bu konuda net

ve bir yorum yapmak oldukg¢a zordur [7].

Bu c¢alisma sonucunda epiandrosteron bilesiginden ilk defa mikrobiyal
biyotransformasyonlar ile bir steroidal D lakton elde edilmistir. Tibbi Onemi
olabilecek [21-25] olan bu ve benzeri laktonlarin daha yiiksek verimler ile elde
edilmesi i¢in steroidlerin daha 6nce ayni ama¢ dogrultusunda kullanilmamis diger

bazi kiifler ile biyotransfromasyonlarina yonelik ¢alismalarimiz siirecektir.
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