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13C NMR  :Karbon 13 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
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ITK : Ince Tabaka Kromatografisi

PDA : Potato dekstroz agar

pH : Hidrojen iyonu konsantrasyonunun eksi logaritmasi
ppm : Milyonda bir kisim

rpm : Dakika basina doniis sayis1
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DEHIDROEPIANDROSTERON BILESiGININ ASPERGILLUS GLAUCUS
KUFU ILE BIYOTRANSFORMASYONU

OZET

Dogal iirlinler bulunduklari canlilara daha iyi hayat sartlar1 saglayan ve buna ilaveten
giniimiizde oOzellikle diger canlilar tizerindeki etkileriyle ilgi odagma yerlesen
kimyasal maddelerdir. Genelde dogal iiriinleri terpenoidler, alkaloidler, steroidler,
poliketidler, fenilpropanoidler, yag asitleri ile yag asitlerinin tiirevleri, 6zellesmis
peptidler, 6zellesmis karbonhidratlar olarak siiflandirma egilimi s6z konusudur.

Enzimlerin substratlar1 olmayan kimyasal maddelerde katalizledikleri kimyasal
reaksiyonlar biyotransformasyonlar olarak adlandirilir. Biyotransformasyonlarda rol
oynayan enzimler sabitlenmis olarak, serbest olarak ya da gesitli biyolojik sistemlerin
yapisinda fonksiyonlarmni gerceklestirebilirler. Biyotransformasyonlarin
uygulanmasinda genelde kiifler, mayalar ve bakteriler gibi mikroorganizmalar
biyolojik sistemler olarak kullanilir. Mikroorganizmalarla gergeklestirilen
biyotransformasyonlar bilinen kimyasal sentez yontemlerine kiyasla ¢ok sayida
avantajlar saglamaktadir. Mikrobiyal biyotransformasyonlar mikroorganizmalarin
serbest olarak veya belirli yiizeylere sabitlenmesiyle uygulanabilir. .

Ozelikle son yillarda kiif enzimlerinin yiiksek regio ve stereosegicilikleri nedeniyle
kiiflerle gerceklestirilen mikrobiyal steroid biyotransformasyonlari ¢ok sayida onemli
ilag ve benzeri maddelerin sentezi i¢in yaygin olarak uygulanmaktadir.

Bu calismada DHEA olarak da bilinen dehidroepiandrosteron (9) bilesiginin
Aspergillus glaucus MRC 200914 izolatinda nasil metabolize edildiginin incelenmesi
hedeflenmistir. Bahsedilen hedef dogrultusunda biyotransformasyon deneyi 6ncesinde
Aspergillus glaucus MRC 200914 izolati igin belli araliklarla taze alt kiiltiirler
hazirlandi. Izolat igin besiyeri hazirlandiktan sonra erlenlere dagitilip otoklavda
sterilize edildi. Erlenlere en taze alt kiiltiirdeki izolat steril sartlarda inokiile edildikten
sonra erlenler 3 giin inkiibe edildi. Izolatin gelistigi bu erlenlere DHEA (9) steril
sartlarda eklenerek 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyeri filtre edildi ve
icerisindeki steroidler etil asetat ile ekstrake edildi. Ekstraktlarinin evaporatorde
ugurulrulmasiyla olusan kalintidaki steroidler ise bir kolon kromatografisi ¢alismasi
ile ayrildi. Elde edilen steroidlerin yap1 tayinleri ise erime noktalari, NMR ve IR
spektumlar1 alindiktan sonra substratinkiler ile Kkarsilastirilarak belirlendi ve
Aspergillus glaucus MRC 200914 ile DHEA (9) biyotransformasyonunun 3f,11a-
dihidroksiandrost-5-en-17-on  (16) ve 3pB,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (18)
metabolitlerini verdigi anlasildi.
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BIOTRANSFORMATION OF DEHYDROEPIANDROSTERONE BY
ASPERGILLUS GLAUCUS

SUMMARY

Although natutral products are compounds that are not essential for the reproduction
and development of living things, they provide benefits to the living things and attract
more attention due to their effects on other living things. These compounds are usually
divided into some groups such as terpenoids, alkaloids, steroids, polyketides, peptides,
phenylpropanoids, specialized peptides, specialized carbohydrates, fatty acids and
their derivatives.

Enzymes or enzymes within biological systems can fulfil chemical changes on
ksenobiotics and these changes are called biotransformations. Enzymes or biological
systems are used as free or immobilised apparatus to fulfill biotransformations. Cell
cultures, tissue cultures, organ cultures, microsomes, microorganisms and spores of
microorganisms are usually used as common Dbiological systems for
biotransformations.

By decreasing the energy of activation (Ea), enzymes can fulfill almost every reaction
in living things. Although enzymes decrease the time to obtain the reaction
equilibrium, enzymes are not vanished or deforrmed by the reaction and they
differentiete the AG and the equilibrium position of the reaction. The International
Union of Biochemistry has been announced the presence of more then 3200 enzymes
and it is estimated that nature can provide 25000 enzymes.

Enzymes give some advantages for their users since they are very potent catalysts, For
example, enzymatic reaction rates are expedited by a factor of 108-10%° and this can
even reach a value of 10*2. Enzymes are environmentally friendly since they are made
of amino acids and are completely degradable. Although most other chemical reagents
cause environmental problems, enzymes usually work under mild conditions (around
pH 7, 30 °C and 1 atm) and this reduces some problems such as, isomerisation,
racemisation, rearrangements, decomposition. In a multienzyme system enzymes are
compatible with each other and usually function under the same or similar conditions.
Therefore, by using multienyme systems in a one flask several reactions can be
fulfilled. Some enzymes are obligated to their natural role although some enzymes
have a high substrate telorance. These enzymes can react with a large variety of natural
or unnatural compounds. Enzymes can fulfill a broad spectrum of reactions and there
IS an enzyme-catalysed reaction alternative to almost every known reaction.

Enzymes are chemoselective, regioselective and enantioselective molecules due to
their complex three-dimensional structures. As enzymes are chemoselective, they
usally reaact with just one single type of functional group and other functionalities stay
unchanged. That is why enzymatic reactions generally give no by products. Since
enzymes are regioselective, they can differeniate between functional groups which are
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chemically located in different regions of the same substrate. Enzymes are
enantioselective and are chiral catalysts since they are only made from L-amino acids.
Therefore, any type of chrality on substrate molecule is sensed by enzymes. A
prochiral substrate can be turned into a chiral product and both enantiomers in a
racemic substrate generally can react at different rates, resulting in a kinetic resulotion.

Unfortunately, there are also some restrictions for using enzymes. Nature limits
enzymes to one of enantiomers. When the other type of enantiomeric product is
needed, an enzyme with exactly the opposite stereochemical selectivity is required.
However, this is usually impossible. Enzymes usually have narrow operation
parameters. Fulfilling under mild conditions often result in obstacles as raised up
temperatures and extreme pH lead to enzyme inhibition. Although enzymes have their
highest catalytic activity in water, water is usually the least suitable solvent for most
organic reactions due to its high boiling point and high heat of vaporisation. Moreover,
most organic compounds show very low solubilities in aqueous media. That is why
shifting enzymatic reaction from an aqueous medium to an organic medium might be
higly desired. However, this can result in loss of catalytic activity due to enzyme
denaturation. Enzymes are very boun to their natural cofactors. Although enzymes are
exceedingly malleable for reacting unnatural substrates they are almost completely
bound to their natural cofactors such as NADH and NADPH. However, these
molecules are relatively unstable and too expensive to use in stoichiometric amounts
and are not changeable by their more economical man-made substitues. Enzymes are
liable to inhibition phenomena. Many enzymatic reactions are responsive to substrate
or product inhibition which makes enzymes stop working at higher substrate and / or
product concentrations. Enzymes can also disturb their users due to allergies. Although
enzymes can cause allergies this can be diminished by considering enzymes as
chemicals and using with the same care.

Biotransformations are usally fulfilled either by isolated enzyme systems or by intact
whole microorganisms. It is thought that there are more than 300 commercially
available isolated enzyme systems. As many enzyme systems which are involved are
membrane bound and difficult to obtain, intact whole microorganisms are generally
used for biotransformations. Molds, yeasts, bacteria and microalgae are usually used
for microbial biotransformations.

Microorganisms have some non-specific enzyme systems. That is why
microornanisms fulfill a number of reactions on both natural and synthetic substrates.
Microbial hydroxylations are the most common and are favourite among these
reactions. The importance of microbial hydroxylation was first observed in 1952 when
it solved a major problem in the cortical steroid synthesis. The addition of an oxygen
function at C-11 was a very long difficult and expensive work as this position was
remote from any other functional groups. This obstacle was effectively terminated by
Rhizopus arrhizus by microbial hydroxylation. This microbial hydroxylation made
microbial biotransformations popular. Since then, different types of steroids have been
genereally used for microbial biotransformations.  Microbial  steroid
biotransformations have widely applied for the production of some important steroid
hormones and drugs due to their high regio- and stereoselectivity.

A number of microbial steroid biotransformations have been reported in recent years.
There are still a lot of efforts to increase the effectiveness of known microbial
biotransformations and to obtain new handy microorganisms and reactions. Since first
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microbial hydroxylation was reported in 1952, a lot of different fungi have consistently
been one of the most investigated whole-cell systems for biotransformation reactions.
Different fungi have been used for the biotransformations of many types of steroids.
These biotransformations gave some interesting results, such as microbial
hydroxylations, Baeyer-Villiger oxidations and Sa-reduction.

In this work, dehydroepiandrosterone (9), which is also known as DHEA, was
incubated with Aspergillus glaucus MRC 200914 in order to see how this fungus
metabolises the substrate. The medium was prepared for the fungus in 1 L of distilled
water. The medium was evenly disrubuted into 10 erlenmeyer flasks of 250 mL and
sterilized by an autoclave. These flasks were inoculated by the fungus. The flasks were
incubated for 3 days at 25 °C on a shaker and the substrate in DMF was added
aseptically into these flasks. All flasks were further incubated for 5 days under the
same conditions. After incubation, the fungal mycellium was separated from the broth
by filtration under the vacuum. The mycellium was rinsed with ethyl acetate and the
broth was then extracted with ethyl acetate. The extracts were dried over sodium
sulfate anhydrous and evaporated in vacuo to give a brown gum that was then
chromatographed on silica gel 60. 3B,11a-dihydroxyandrost-5-ene-17-one (16) and
3B,7a-dihydroxyandrost-5-ene-17-one (18) were obtained from the chromatography
work. The structures of these compounds were determined by comparing melting
points, NMR and IR spectra of the starting material with those of metabolites.
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1. GIRIS

Dogal iirtinler mevcut oldugu canlilarin hayatta kalmalarini kolaylastirmalari ve
cevresindeki canlilardaki etkileri sebebi dikkat ¢eken olduk¢a ©nemli kimyasal
maddelerdir. Dogal iriinler daha ¢ok mantarlar, bitkiler, bocekler ve
mikroorganizmalarda bulunur. Bitkiler ve mikroorganizmalar ise bu bilesiklerin

tabiatta en yaygin oldugu canlilardir [1-3].

Tabiattaki dogal iirlinler birbirinden farkli yapida ve ¢ok sayida olmalarina ragmen
genelikle poliketidler, terpenler, alkaloidler, steroidler, yag asitleri, fenolik bilesikler,
Ozellesmis karbohidratlar, 6zellesmis amino asitler ve ozellesmis peptidler gibi

gruplara ayrilarlar [1].

Steroidler 6nemli bir dogal {iriin grubudur. Steroid kelimesi kokenini kat1 anlaminda
olan Latince steros kelimesinden almigtir. Steroidlerde ana yapiyr steran
siklopentanoperhidrofenantren (steran) halkasi olusturur. Bir steran halkas1 (Sekil 2.1.)
birbirleri ile kaynasmus {i¢ adet siklohekzan halkasi ile bir adet siklopentan halkasindan
olusur. Cogu steroidler steran halka biinyesinde 18. ve 19. karbonlar olarak
adlandirilan ve B-pozisyonuna sahip metil gruplar1 barindirir. Bir¢ok steroid genellikle
3. ve 17. karbonlarinda karbonil veya hidroksil gruplari igerirken bazi diger steroidler

ise D halkasina bagl ¢esitli uzunluklarda olan yan zincirler igerir [4].

Sekil 1.1. Siklopentanoperhidrofenantren halkasi [4].



Steroller steroidlerin 6nemli iiyelerindendir ve bu bilesikler yapilarinda 3B-hidroksil
grubu ile D halkalarina bagl alifatik yan zincirlere sahiptirler. Sterollere 6rnek olarak

kolesterol (1), stigmasterol ve ergosterol bilesikleri verilebilir [5].

Onemli bir sterol ve steroidlerin biyosferde en ¢ok bulunan &rneklerinden birisi
kolesterol (1) (Sekil 2.2.) bilesigidir. Bu bilesik insan ve hayvanlarda membran
akigkanligini diizenlenmesine ilaveten safra asitleri, steroid hormonlar ve D3 vitamini

gibi bilesikler i¢in ¢ikis maddesidir [4, 5].

HO A1)

Sekil 1.2. Kolesterol (1) bilesinin yapisi.

Progestagenler (progestinler), Ostrojenler, androjenler, glukokortikoidler ve
mineralokortikoidler olarak gruplara ayirilan steroid hormonlar 6nemli kolesterol (1)
tiirevleridir. Ostrojenler, progestagenler, ve androjenler cinsiyet hormonlar olarak da
adlandirilir. Cinsiyet hormonlar1 insanlardaki tireme organlarinin gelismeleri ve
biiyiimelerini, ikincil esey karakterlerini ve tireme dongiistinii diizenler. Buna ilaveten
giiclii anabolik etkilere sahip olan cinsiyet hormonlar: kaslar, deri ve kemik dokularin

gelismesini ve metabolizmanin siirekliligini saglar [4, 5].

Omurgali erkek bireylerindeki cinsiyet hormonlar1 olan androjenlerin ana sentez yeri
erbezleri olmasina ragmen bu hormonlar adrenal kortekste de azda olsa
sentezlenmektedir. Androjenler omurgali erkek bireylerinde A* yolu ve /veya A® yolu

tizerinden sentezlenmektedir [4, 5].
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Sekil 1.3. Androjen ve Gstrojenlerin biyosentezi [4, 5].



Androjen biyosentezi igin ana yol A* yoludur. Bu yolda kolesterol (1) bilesigindeki
yan zincirinin kisalmasi ile olusan pregnenolon (2), progesterona (3) iizerinden 17a-
hidroksiprogesterona (4) ¢evirilir. 170-Hidroksiprogesteron (4) yan zincirinin
uzaklastirilmas: neticesinde ise androst-4-en-3,17-dion olarak da adlandirilan
androstendion (5) sentezlenir. Androstendion (5) C-17°de indirgendiginde ise
testosteron (6) olarak bilinen etkin bir androjen sentezlenir. Testosteron (6) ise  Sa-

rediiktaz enzimi ile dihidrotestosteron (7) bilesigine ¢evrilebilir [4, 5].

Yan yol olarak da bilinen A® yolunda kolesterolden (1) olusan pregnenolon (2), 170-
hidroksipregnenolon (8) tizerinden DHEA olarak da bilinen dehidroepiandrosteron (9)
bilesigine ¢evrilmektedir. Dehidroepiandrosteron (9) ise androstendion (5) {izerinden

testosteron (6) bilesigine de ¢evrilebilmektedir.

Androjenlerin biyosentezindeki A* yolu ve A® yollarinin ortak olan son iiriinii Sekil
1.3.’den de anlasilacagi gibi androstendion (5) bilesigidir. Androstendion (5) ayrica
Ostron (10) ve 6striol (11) gibi 6strojenlerinde baslangic maddesidir. Bir diger dstrojen

olan 6stradiol (12) ise testosteron (6) bilesiginden sentezlenir [4, 5].



2. ASPERGILLUS TURLERI iLE DHEA BIYOTRANSFORMASYONLARI
2.1. Biyotransformasyonlar

Enzimlerin kendi substratlar1 olmayan ve ksenocbiyotikler adi verilen kimyasal
maddelerde uyguladiklart kimyasal degisimlere biyotransformasyonlar ad1 verilir [6].
Enzimler mikrozomlar, mikroorganizmalar, mikrooganizma sporlari hiicre, doku ve
organ kiiltiirleri gibi cesitli biyolojik sistemlerin biinyelerinde bulunabilir veya c¢esitli
biyolojik materyallerden izole edilmelerinden sonra sabitlenmis ya da serbest olarak
da kullanilabilir [6]. Enzimlerin ¢ogu biyolojik kaynaklardan izole edilirken diger

enzimler ise halen sadece satin alinarak temin edilmektedir [6, 7].

Enzimlerin yanlizca kendi dogal substratlarin1 dogal ¢evrelerinde etkiledikleri, pahali
ve oldukc¢a duyarli olduklar1 gibi baz1 6nyargilar s6z konusu olsa da bir¢cok enzim i¢in

bu 6nyargilar dogru degildir [7].

Enzimler fonksiyonlarint ¢ok hizli gerceklestirirler ve enzimlerin yer aldigi
reaksiyonlar enzimlerin yer almadig: reaksiyonlara kiyasla 108-10%° kat daha hizli

gerceklesebilmektedir [7].

Katalizor olarak kullanilan bazi agir metaller ve bilinen sentez yontemlerindeki ¢cogu
reaktifin aksine protein tabiatinda olan enzimler dogada tamamen pargalanabildikleri

icin doga dostu olarak kabul edilirler [7].

Enzimler genellikle 20-40 °C arasi sicaklikta ve ortam pH degerinin 5-8 araligindaki
1liman kosullarda etkin olduklarindan diger bilinen sentez yontemleriyle ortaya ¢ikan
rasemizasyon, bozunma, ¢evrilme ve izomerlesme gibi yan reaksiyonlar nadiren

gerceklesir [7].

Bazi enzimler genis bir substrat spektrumuna sahiptir ve dogal substratlar: haricindeki

sentetik veya dogal bir¢ok bilesikte kimyasal degisimler gerceklestirebilirler [7].



Multienzim sistemleri yapisindaki enzimler yakin veya ayni sartlarda etkili
olabildikleri i¢in bu enzimler metabolik yollardaki bir seri reaksiyonu ayni ortamlarda

katalizleyebilmektedir [7].

Enzimler ¢ok fazla sayida ve farkli tipte reaksiyonu katalizleyebilirler ve neredeyse

her bir sentetik reaksiyona karsilik gelen enzimatik bir reaksiyon vardir. [7].

Enzimlerin kompleks ii¢ boyutlu yapilar1 bu molekiillerin regiosegici ve stereosegici
olmalarina neden olur ve substratlarinin farkli kisstmlarmin fonksiyonel gruplari dahi
ayirabilirler. Enzimler kemosecici de olduklar1 igin substratlarindaki yalnizca belirli
bir fonksiyonel grubu etkilerler ve bu o&zellikleri yan firlinlerin olusumunu

engellemektedir [7].

Yanlizca L-amino asitleri iceren enzimler bu yiizden ayn1 zamanda enantiyosegici olan
kiral molekiillerdir. Bundan dolay1 enzimler prokiral bir substrati etkileyerek yanlizca
bir enantiyomere gevirebilirler. Enzimler rasemik bir karisimdaki yalnizca bir
enenatiyomeri etkileyerek rasemik karigimlarin ayrilmasini da saglarlar [7]. Enzimler
yukarida bahsedilen avantajlari sayesinde bilinen diger yontemlerle gerceklestirilmesi

zor ya da imkansiz olan reaksiyonlari kolayca gergeklestirebilmektedir [7].

Buna ragmen enzimlerin kullanilmasi bazi istenilmeyen durumlarla da sonuglanabilir.
Ornegin, enzimler tek bir enantiyomerik formda mevcutdur ve diger enantiyomerik
formun biyosentezi i¢in yaygin bir yontem olmadigindan enzimler yalnizca belirli bir

enantiyomer ile reaksiyon verebilirler [7].

Enzimler genellikle aktivitelerini etkileyen sicaklik ve pH gibi parametrelerin
degisimlerine oldukg¢a hassasdirlar. Ornegin, enzimler protein tabiatinda oldugundan
enzimatik bir reaksiyonu hizlandirabilmek icin pH ve sicaklik gibi parametreler cok

fazla degistirilemez [7].

Enzimlerin en ideal ¢aligsma ortami su olmasina ragmen ¢ogu organik bilesik suda hig
¢Oziinmezler. Enzimatik bir reaksiyonun organik bir ¢oziiciide gergeklestirilmesi ise
¢ogu zaman protein tabiatinda olan enzimlerin denatiirasyonu ile sonug¢landigindan
aktivite kaybma sebeb olmaktadir [7]. Enzimlerin bulundugu ortamda yiiksek
miktarlarda substrat veya iiriin bulundugunda aktivenin kismen veya tamamen ortadan

kalkmasi ile sonuglanan inhibisyon gerceklesir [7].



Cogu enzimler reaksiyonlarini kofaktor adi verilen bazi spesifik molekiillerin
varliginda gerceklestirirler ve bu enzimlerin etkin olabilmesi igin kofaktdrlerinin
reaksiyon ortamda olmalar1 ve siirekli yenilenmesi hayati onem arz etmektedir.
Kofaktorlerin kararsiz ve pahali bilesikler olmasi ve yerlerine diger bazi esdegerlerinin

kullanilamamas1 enzimlerin kullanimlarini sinirlamaktadir [7].

Enzimler bazen alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir. Muhtemel alerjik
reaksiyonlar, enzimleri de kimyasal maddeler olarak kabul edip dikkatli bir sekilde

kullanarak bu alerjik reaksiyonlar engellenebilir [7].

2.2. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyonlarda genellikle izole edilmis biitiin hiicre sistemleri veya
enzimler ile uygulanirlar. Biitlin hiicre sistemleri olarak ise ¢ogu zaman
mikroorganizmalar ile bitki veya hayvanlardan elde edilen hiicre, doku ve organ
kilttrleri kullanilir [7].

Kullanilan enzimlerinin ¢ogunun hiicre diginda kararsiz olmasi, kofaktorlerinin
saglanmasi ve siirekli yenilenmesinin zorunlulugu, izolasyon islemlerini cok maliyetli
ve zor olmasi ile izole edilirken zarar gorebilmeleri gibi problemlerden dolay1

biyotransformasyonlar genelde biitiin hiicre sistemleriyle uygulanmaktadir [7].

Mikrobiyal hiicrelerin biiyiime ve gelisme hizi diger hiicrelere gore daha yiiksek
oldugundan mikrobiyal biyotransformasyonlar daha kisa zaman almaktadir. Daha
kiicik boyutlu olan ve dayanikli hiicre duvarlar1 igeren mikrobiyal hiicreler diger
hiicrelere gore mekanik olarak ¢cok daha kararlidir. Mikrobiyal hiicrelerin ortamlarina
cok daha kolay uyum saglarlar ve bu hiicreler diger canlilarin hiicrelerine gore ¢ok
daha fazla sayida ve farkli tipte subsratlar ilizerinde kimyasal degisimler
gerceklestirebilirler [7]. Yukarida agiklanan sebeblerden dolayi biyotransformasyon
calismalarinda biitlin hiicre sistemleri olarak daha c¢ok mikrobiyal hiicreler

kullanilmaktadir.

Mikrobiyal biyotransformasyonlar bilinen sentez yontemlerine gore bircok

tistiinliiklerinden dolay1 biyoteknolojinin vazgegilmez elemanlarindan olmuslardir [7-
9].



Mikrobiyal hiicrelerin genetikleri degistirilebildiginden mikrobiyal
biyotransformasyonlarin biyoteknolojideki kullanimlar1 her gecen giin daha da

artmaktadir [8].

Mikrobiyal hiicreler spesifik olmayan enzim sistemlerine sahip olduklarindan dolay1
cok fazla sayida ve farkli tiplerdeki dogal veya sentetik substratlarinda bir¢ok farkli
kimyasal degisiklikler gergeklestirebilmektedir [6].

Bilinen diger sentez yontemlerindeki cogu reaktif ¢evremize geri doniisii olmayan
onemli zararlar verirken nerdeyse tamami 1 atm basing ve oda sicakligi gibi oldukga
iliman sartlarda gerceklesebilen mikrobiyal biyotransformasyonlar dogaya dost olarak

degerlendirilmektedir [6,7].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar bilinen diger sentez yontemlerine kiyasla daha az

maliyetlerle ve daha kisa siirelerde uygulanabilirler [6-9].

Mevcut diger sentez yoOntemlerinin yerine mikrobiyal biyotransformasyonlar
kullanilarak hedef bilesikler genellikle daha kisa siirelerde, daha yiiksek verimlerle ve

¢ok ucuza temin edilen besiyeri bilesenleri tiikketilerek elde edilebilmektedir [6, 8].

Mikroorganizma enzimleri enantiyosegici oldugu i¢in mikrobiyal biyotransformasyon
reaksiyonlar1 da enantiosecicidir ve tek enantiyomerler verirler [6, 8]. Mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonlarinin aksine bilinen diger sentez yontemleri ile
iiretimleri amaglanan bilesikler genelde ayirilmalari ¢ok zor olan rasemik karigimlar
seklinde olusurlar [6]. Ila¢ sanayindeki etken madde iiretimlerinde yanlizca hedeflenen
enantiyomerin elde edilmesi son derece Onemlidir. Giiniimiizde tek tip
enantiyomerlerin tek basamakta tiretimleri i¢in mikroorganizmalarin kullanilmalar

giderek yayginlasmaktadir [7].

Mikroorganizma enzimleri regiosecici olduklar1 icin mikrobiyal
biyotransformasyonlara maruz kalan substratlardaki diger fonksiyonel gruplarin

korunmasina gerek kalmamaktadir [6, 7].

Bilinen sentez yontemlerinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlarin
gerceklesecegi kismin civarinda genellikle belirli bir fonksiyonel grubun varlig1 gerek
duyulmamaktadir [6, 7]. Ornegin, mikrobiyal hidroksilasyonlar fonksiyonel
gruplardan uzak kisimlarda gergeklesir [6].



Mikrobiyal biyotanformasyonlar kullanilarak ¢ok farkli tipte ve sayida reaksiyonlar
gerceklestirilebilmektedir [6, 7]. Ayrica mikrobiyal hidroksilasyonlar gibi
reaksiyonlar  bilinen  diger sentez  yontemleri ile tek  basamakta
gergeklestirilememektedir [6]. Mikrobiyal hidroksilasyonlar en degerli ve yaygin
mikrobiyal  biyotransformasyon reaksiyonlarindandir [6, 7].  Mikrobiyal
hidroksilasyonlarin 6nemi ilk olarak 1952 yilinda kortikal steroidlerin sentezinde
anlasilmistir [6]. Kortikal steroidlerin sentezinde bir oksijen fonksiyonunun yakin
civarinda diger fonksiyonel gruplarin bulunmadigi C-11 pozisyonuna eklenmesi o
donemdeki sentez yontemleriyle ¢ok maliyetli ve uzun siiren bir islemdi. Bu islemin
tek basamakta Rhizopus arrhizus kiifiiyle gergeklestirilebilmesi mikrobiyal
biyotransformasyonlari kisa siirede ¢ok popiiler yapmistir [6]. Bu reaksiyon sayesinde

progesteron (3) 11a-hidroksiprogesteron (13) bilesigine dontstiiriilmiistiir (Sekil 2.1.).

HO,

3) (13)

Sekil 2.1. Ik mikrobiyal hidroksilasyon [6].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar igin serbest olarak ya da belirli bir yiizeye
sabitlenmis ¢esitli mikroorganizma tiirlerinden faydalanilmaktadir. Kiifler, bakteriler
ve mayalar genelde bu amag¢ dogrultusunda en yaygin olarak kullanilan

mikroorganizmalardir [8].

2.3. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Kiifler ile steroid biyotransformasyonlari kiif enzimlerinin yiiksek regio ve stereosecici
olmalar1 sebebi ile oOzellikle birgok ilacin iiretimi i¢in yogun bir sekilde
uygulanmaktadir [9-13]. Bilinen mikrobiyal biyotransformasyonlari daha da
etkinlestirmek, kullanilabilecek yeni reaksiyonlar ve mikroorganizmalar belirlemek

amaci ile ¢alismalar devam ettirilmektedir [9].



Glinimiize kadar farkli ve c¢ok sayida kif ile mikrobiyal steroid
biyotransformasyonlar1 gergeklestirilmistir ve biyotransformasyonlardan mikrobiyal
hidroksilasyonlar, Baeyer-Villiger oksidasyonlari, A halkasinin aromatiklesmesi, yan
zincirlerin uzaklastirilmasi, hidroksil gruplarinin oksidasyonu, keton gruplarinin
rediiksiyonu, mikrobiyal hidrojenasyonlar ve dehidrojenasyonlar gibi ilging sonuglar

elde edilmistir [6, 9-13].

2.4. Aspergillus tiirleri ile DHEA (9) biyotransformasyonlari

Cesitli Aspergillus tiirleri ile DHEA (9) biyortansformasyonlar1 genel olarak Baeyer-
Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal hidroksilasyonlar, mikrobiyal hidrojenasyonlar1 ve
dehidrojenasyonlar1 gibi reaksiyonlar ile sonug¢lanmistir [9-13, 16-27]. DHEA (9)
bilesiginin Aspergillus tiirleri ile inkiibasyonlarina yonelik literatirde 9 ¢alisma
mevcuttur [16-24]. A. candidus MRC 200634 izolat1 ile DHEA (9) inkiibasyonu (Sekil
2.2.) 3B,17B-dihidroksiyandrost-5-en (14), 6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (15),
3pB,11a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (16), 3B,7B-dihidroksiandrost-5-en-17-on (17),
3B,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) ve 15a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(19) metabolitleri ile sonuglanmistir [16].

OH OH 0
; ! S HO,,
o HO 0 HO
OH
(14) (15) (16)

HO H

— o 0 0
) '
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Sekil 2.2.Substratin A. candidus MRC 200634 ile biyotransformasyonu [16].

A. wentii MRC 200316 izolat1 ile DHEA (9) biyotransformasyonu (Sekil 2.3.) bir

onceki ¢alismadan da izole edilen (17 ve 18) numarali metabolitleri vermistir [17].
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Sekil 2.3. Substratin A. wentii MRC 200316 ile biyotransformasyonu [17].

Bir A. parasiticus izolat1 ile gerceklestirilen DHEA (9) inkiibasyonu (Sekil 2.4.)
sonucunda androstendion (5), testosteron (6), 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-
dion (20) ve 3p-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androst-5-en-17-on (21) ile daha

onceki bir ¢alismadan elde edilen (14) numarali metabolitleri vermistir [18].

0 OH OH
0
0 o HO
®) (6) 14)
HO
0.__0 0.__0
(C)]
0 HO
0) 1))

Sekil 2.4. Substratin bir A. parasiticus izolati ile biyotransformasyonu [18].

A. niger NRRL 599 izolatinin DHEA (9) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.5.) 17p-
hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (22), 16p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (23) ve
16p,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (24) ile bir 6nceki ¢alismadan izole edilen (5)

numaral1 metabolitler ile sonuglanmustir [19].
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Sekil 2.5. Substratin A. niger NRLL 599 ile biyotransformasyonu [19].

A. oryzae ATCC 11601 izolat1 ile DHEA (9) biyotransformasyonu (Sekil 2.6.) 5a-
androstan-3,17-dion (25), 3p-hidroksi-5a-androstan-17-on (26) ve 3f,17B-dihidroksi-
5a-androstan (27) ile 6nceki ¢alismalardan elde edilen (5 ve 6) numarali metabolitleri

vermistir [20].

©)] ©) (25)
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Sekil 2.6. Substratin A. oryzae ATCC 11601 ile biyotransformasyonu [20].

A. terreus IFO 6113 izolat1 ile gergeklestirilen DHEA (9) inkiibasyonu (Sekil 2.7.)

yalnizca 1a,3B-dihidroksiandrost-5-en-17-on (28) metaboliti ile sonuglanmistir [21].
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Sekil 2.7. Substratin A. terreus IFO 6113 ile biyotransformasyonu [21].

A. tamarii QM 1223 izolati ile yapilan DHEA (9) biyotransformasyonu (Sekil 2.8)
3B,7a-dihidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-on  (29) ile daha Onceki

calismalardan izole edilen (17, 20 ve 21) numarali metabolitlerini vermistir [22].

HO OH (6] HO

@n

o oD a7

HO

(&)

(29)

Sekil 2.8. Substratin A. tamarii QM 1223 ile biyotransformasyonu [22].

A. tamarii MRC 72400 izolatinin DHEA (9) ile inkiibasyonu (Sekil 2.9.) 6nceki
calismalardan elde edilen (17, 18, 20 ve 21) numarali metabolitler ile sonuglanmistir
[23].
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Sekil 2.9. Substratin A. tamarii MRC 72400 ile biyotransformasyonu [23].

A. sydowii MRC 200653 izolatinin DHEA (9) ile inkiibasyonu (Sekil 2.10.) 6p-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (30) ve onceki ¢alismalardan izole edilen (17 ve 18)

numarali metabolitlerle sonuglanmistir [24].

(0] (0] O 0]
v ,CKS\% QKS%
HO HO ou HO “OH (6]
OH

()] an 18) 30)

Sekil 2.10. Substratin A. sydowii MRC 200653 ile biyotransformasyonu [24].

2.5. Calismanin Amaci

Bu c¢alismanin hedefi DHEA (9) bilesiginin daha 6nce steroid biyotransformasyonlari
icin  kullanilmayan  Aspergillus  glaucus MRC 200914  izolat1 ile
biyotransformasyonunun incelenmesidir. Aspergillus glaucus ¢ok asir1 kosullar
altindaki fizyolojik dayanikliligi nedeniyle kozmopolit bir kiifdiir ve insanlar i¢in hafif

derecede patojen olabilmektedir [25].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Genel Bilgiler

Biyotransformasyon deneyinde kullanilacak besiyeri ve cam malzemeler Niive OT 40
L marka otoklavda 121°C sicaklikta ve 20 dakika siiresince sterilize edildi. Kiiflerin
tazelenmesi ve biyotransformasyon deneyindeki inkiibasyonlar i¢in Niikleon marka
Smif II Tip steril kabin kullanilirken biyotransformasyon deneyi ve kiiflerin
yetistirilmesi i¢in Gerhardt THO 500 Laboshake marka c¢alkalamali inkiibator ile
kullanildi. Infrared spektrumlar1 Perkin Elmer SpectrumTwo spektrometre cihazi ile
alindi. '"H NMR spektrumlari solvent olarak déterokloroform (CDCI3), i¢ sinyal olarak
tetrametilsilan standardi igeren ve 300 MHz’de ¢alisan Variann Mercury 300 NMR
spektrometresi kullanilarak alindi. '3C NMR spektrumlar1 ise solvent olarak
doterokloroform kullanilarak 75 MHz’de c¢alisan Varian Mercury 300 NMR
spektrometresi ile alindi. Erime noktalar1 tayinleri Elektrothermal IA 9200 erime

noktasi tayin cihaz ile gergeklestirildi.

Biyotransformasyon deneyi ve kolon kromatografisi c¢aligmasi ince tabaka
kromatografisi (ITK) calismalar: ile takip edildi. ITK calismalar1 ise 0,25 mm
kalinliginda silika jel tabakalari (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1)
¢oziicii sistemi kullanilarak gerceklestirildi. ITK tabakalarmdaki steroidler p-
anisaldehit-stilfiirik asit reaktifine daldirildiktan sonra 120°C sicaklikta 3 dakika

sireyle 1sitilarak goriiniirlestirildi.

A. glaucus MRC 200914 izolat1 Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu,
Marmara Arastirma Merkezi, Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitiisii, Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edildi. DHEA (9) Sigma-Aldrich firmasindan satin alindu.
Yatik agar besiyerleri i¢in kullanilan PDA ve agar, kiif besiyeri i¢in kullanilan tiim

kimyasallar ve ¢alismada kullanilan tiim solventler ise Merck firmasindan satin alindu.



3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

5,85 g PDA (potato dekstroz agar) ve 1,2 g agar karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlanip kaynatilarak besiyeri hazirland1 ve sogumadan Universal marka 15 adet
22 mL’lik patolojik cam siselerin yarilarina kadar ilave edildikten sonra otoklavda
121°C’de 20 dakika sterilize edildi. Bu siselerdeki erimis besiyerinin donmadan 6nce
yaklasik 45 derecelik bir egimle sogumaya birakilmasi sonrasinda yatik agar

besiyerleri elde edildi.

3.3. Kiif Kiiltiiriit Hazirlanmasi ve Tazelenmesi

Yatik agar besiyerindeki kiiflerin bir kism1 oda sicakliginda ve 15 giin siiresince
¢ogalmaya birakilmak iizere yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda
aktarildi. Hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerindeki en iyi gelismis kiif her 2 haftada
bir yeni yatik agar besiyerlerine steril sartlarda aktarildi. Bu islemin birka¢ kez
tekrarlanmasindan sonra elde edilen en taze ve en iyi gelisme gosteren kiif

biyotransformasyon deneyinde kullanildi.

3.4. Kiif icin Besiyeri Hazirlanmasi

Glukoz (200 g), pepton (5 g), malt ekstrakti (3 g) ve maya ekstrakt1 (3 g) 1 L distile su
da ¢oziliip karistirilarak A. glaucus MRC 200914 kiifiine ait besiyeri hazirlandi [26].

3.5. Biyotransformasyon Deneyi

Besiyeri 10 adet 250 mL erlene paylastirilarak otoklavda sterilize edildi. Bu 10 erlene
en taze alt kiiltiirdeki kiif steril sartlar altinda aktarildiktan sonra calkalamali bir
inkiibatorde (150 rpm) 25 °C’de 3 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda substrat (1 g), DMF (10 mL) igerisinde ¢6ziilerek erlenlere esit hacimlerde
ve steril sartlarda aktarildi. Erlenler 25°C’de 5 giin daha inkiibe edildi (150 rpm).

Biyotransformasyon deneyi bir adet kontrol erleni ile takip edildi. Bu kontrol erleni
yanlizca substrat ve kiif nakledilmemis steril besiyeri icermekteydi.
Biyotransformasyon deneyindeki gergeklestirilen islemlerin hepsi kontrol erleni i¢inde

ayni sekillerde gergeklestirildi. Kontrol erleninden ITK alindiginda herhangi bir
16



metabolit tespit edilmediginden biyotransformasyon deney sonuglarin gegerli oldugu

degerlendirildi.

3.6. Metabolitlerin Ayrilmasi ve Yapi Tayinleri

Inkiibasyon sonrasinda kiif besiyeri filtrasyonla misellerinden filtrat olarak ayrildi ve
miseller etil asetat (500 mL) ile yikandi. Filtrattaki steroidler etil asetat (1 L) ile 3 kez
ekstrakte edildi. Ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak ortamda bulunabilecek su
uzaklastirildi. Ekstraktlar evaporatorde uzaklastirildiginda yagimsi bir madde elde
edildi. Bu yagims1 maddeyi substrat ile karsilastirmak suretiyle ITK ¢alismalart
gerceklestirildi. Silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh) absorban olarak
kullanilarak yagims1 maddedeki steroidleri ayirmak i¢in kolon kromatografisi
uygulamas1 gergeklestirildi. Steroidler eliient olarak n-hekzan igerisinde artan etil
asetat derisimleri kullanilarak kolonlardan ayrildi. Daha sonra substrat ile her bir
steroide ait erime noktasi, NMR ve IR spektrumlarinin karsilastirilarak yapi tayinleri

gerceklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

A. glaucus MRC 200914 izolat1 ile biyotransformasyonu gergeklestirilen DHEA (9)

bilesiginin karbon iskeleti Sekil 4.1.”de verilmistir.

Sekil 4.1. Substratin karbon iskeleti.

A. glaucus MRC 200914 izolati ile 5 giin siiren DHEA (9) inkiibasyonu sonrasinda
elde edilen yagimst madde (2017 mg) ile gergeklestirilen kolon kromatografisi
calismasindan baslangic maddesi (122 mg) ile 3f,11a-dihidroksiandrost-5-en-17-on
(16) ve 3B,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) metabolitleri elde edildi (Sekil 4.2.).

(0] 0] 0]
HO,
—_—
HO HO HO //OH

® (16) (18)
Sekil 4.2. Substratin A. glaucus MRC 200914 ile biyotransformasyonu.
3pB,11a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (16) (338 mg, %32)

Erime noktasi: 213-214 °C, lit., 205-206 °C [27].

IR (Vmax/cm™): 3450, 1740 ve 1650.



IH NMR (300 MHz, CDCls): 0,87 (3H, s, 18-H), 1,20 (3H, s, 19-H), 3,54 (1H, tt, J =
5 ve 10 Hz, 3a-H), 4,08 (1H, dt, J = 5 ve 10 Hz, 11p-H), 5,42 (1H, d, J =5 Hz, 6-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): Bakiniz Tablo 4.1.

Tablo 4.1. Steroidler igin 3C NMR kimyasal kayma degerleri.

C atomu €)] (16) (18)
1 37.11 38.93 36.85
2 31.47 31.68 30.94
3 71.48 71.67 71.00
4 42.11 42.54 42.46
5 140.98 141.49 146.38
6 120.83 120.71 123.45
7 31.35 31.33 64.16
8 31.41 30.70 37.41
9 50.13 56.87 41.82
10 36.56 38.28 37.08
11 20.29 68.65 19.97
12 30.71 42.64 31.14
13 47.49 47.96 47.06
14 51.67 50.63 44.82
15 21.82 21.76 21.83
16 35.80 35.90 35.74
17 221.30 219.29 22141
18 13.48 14.27 13.21
19 19.37 19.09 18.20
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3pB,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) (317 mg, %30).
Erime noktas1: 181-182 °C, lit., 181-182°C [27].
IR (Vmax/cm™): 3420, 1735 ve 1655.

IH NMR (300 MHz, CDCls): 0,90 (3H, s, 18-H), 1,03 (3H, s, 19-H), 3,54 (1H, tt, J =
5 ve 10 Hz, 30-H), 3.97 (1H, bs, 7B-H), 5,60 (1H, d, J = 5 Hz, 6-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): Bakimiz Tablo 4.1.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

A. glaucus MRC 200914 izolat1 ile DHEA (9) bilesiginin 5 giin siiren inkiibasyonu iki
metabolit verdi (Sekil 5.1.).

0 o) 0
HO,

HO HO HO “OH

® (16) (18)

Sekil 5.1. Substratin A. glaucus MRC 200914 ile biyotransformasyonu.

[lk metabolit 3pB,11a-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (16) olarak tanimland.
Metabolitin tH NMR spektrumu 11a-hidroksil grubu igin karakteristik olan bir sinyali
(1H, dt, J = 5 ve 10 Hz) 8u 4.08 ppm’de verdi [28]. Metabolitin 3C NMR spektrumu
(Tablo 5.1.) C-9 sinyali igin asag1 alana dogru bir kayma (Adc 6,74 ppm) verirken, C-
8 sinyali ise yukari alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 0,71 ppm) verdi. Bu
kimyasal kayma degerleri bir 11a-hidroksil grubu varligin1 daha da belirginlestirdi
[29]. Metabolite ait 'H NMR spektrumunda substratinda igerdigi 3a-H ve 6-H
sinyalleri sirasiyla dn 3,54 ppm (1H, tt, J =5 ve 10 Hz) ve 5,42 ppm’de (1H,d, J=5
Hz,) goézlendigi i¢in substratin diger kisimlarinda bir degisim gergeklesmedigi

degerlendirildi.

Ikinci metabolit 3B, 7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) olarak belirlendi. Metabolit
'H NMR spektrumu 7a-hidroksil grubu varligini gésteren tipik bir sinyali (1H, bs) 81
3.97 ppm’de gosterdi [28]. Metabolitin 3C NMR spektrumundaki C-8 sinyali asag:
alana dogru bir kayma (Adc 6,00 ppm) verirken, C-9 sinyali yukar1 alana dogru bir y-
gauche kaymasi (Adc 8,31 ppm) verdi. Bu sbulgular 7a-hidroksil grubu varligin1 daha
da netlestirdi [29]. Metabolite ait *H NMR spektrumunda substratin yapisinda da
gozlenen 3a-H ve 6-H ve sinyalleri sirasiyla on 3,54 ppm (1H, tt, J =5 ve 10 Hz) ve



5,60 ppm’de (1H, d, J =5 Hz,) gbzlendiginden substratin diger kisimlarinda degisim

olmadigina karar verildi.

Tablo 5.1. Steroidlere ait **C NMR kimyasal kayma degerleri.

C atomu €)] (16) (18)
1 37.11 38.93 36.85
2 31.47 31.68 30.94
3 71.48 71.67 71.00
4 42.11 42.54 42.46
5 140.98 141.49 146.38
6 120.83 120.71 123.45
7 31.35 31.33 64.16
8 31.41 30.70 37.41
9 50.13 56.87 41.82
10 36.56 38.28 37.08
11 20.29 68.65 19.97
12 30.71 42.64 31.14
13 47.49 47.96 47.06
14 51.67 50.63 44.82
15 21.82 21.76 21.83
16 35.80 35.90 35.74
17 221.30 219.29 22141
18 13.48 14.27 13.21
19 19.37 19.09 18.20

Tablo 5.2.’den de goriilebilecegi gibi A. glaucus MRC 200914 izolatt DHEA (9)

bilesigini hem C-7a pozisyonunda hemde C-11a pozisyonunda hidroksilledi.
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Tablo 5.2. Metabolit verimleri.

Substrat Metabolit % Verim
DHEA (9)
3B,11a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (16) 32
3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) 30

Literatiirdeki Aspergillus tiirleri ile steroid biyotransformasyon ¢alismalari
incelendiginde DHEA (9) bilesiginin C-7a pozisyonunda hidroksilenmesinin C-11a
pozisyonunda hidroksillenmesinden daha yaygin oldugu gézlendi [16-24]. A. glaucus
MRC 200914 izolat1 A. candidus MRC 200634 izolat1 gibi substratt hem C-11a hemde
C-15B pozisyonlarinda hidroksilledi [ 16]. Kisaca bu ¢alismada yukarida da belirtildigi
gibi A. glaucus MRC 200914 substrat1 C-7a ve C-11a pozisyonlarinda hidroksilledi.
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EKLER

EK A. NMR spektrumlari
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EK A.1. DHEA (9) icin *H NMR spektrumu
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EK A.2. DHEA (9) icin *C NMR spektrumu
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EK A.3. 3B,11a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (16) icin *H NMR spektrumu
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EK A.4. 38,110-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (16) i¢in **C NMR spektrumu
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EK A.5. 3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) i¢in *H NMR spektrumu
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EK A.6. 3p,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (18) i¢in **C NMR spektrumu
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