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ANDROSTENDION BiLESIGININ ASPERGILLUS GLAUCUS KUFU iLE
BiYOTRANSFORMASYONU

OZET

Canlilardaki biiytime ve gelisme ile ilgili dogrudan fonksiyonu olmayan dogal
tirtinler genelde kendilerini igeren canlilara ¢ok daha iyi hayat sartlart saglarlar.
Dogal triinler o6zellikle diger canlilardaki etkileri nedeni ile daha fazla dikkat
cekerler. Bu bilesikler ¢cok farkli yapilara sahip ve fazla sayida olmalarda genellikle
biyosentezlerindeki bazi benzerlikler nedeni ile terpenler, alkaloidler, steroidler,
fenolik bilesikler, 6zellesmis karbohidratlar, 6zellesmis peptidler, poliketidler, yag
asitleri ve yag asitleri tiirevleri olarak smiflandirilirlar. Steroidler dogal {irlinlerin
onemli bir sinifidir. Hayvan ve insan membranlarindaki akigskanlik diizenleyen
kolesterol bilesigi en 6nemli ve en ¢ok bilinen steroidlerden biridir. Kolesterol
bilesigi D3 vitamini, safra asitleri, ve steroid hormonlar gibi énemli fonksiyonlara
sahip bazi bilesiklerin baslangic maddesidir. Kolesterol tiirevi olan steroid hormonlar
progestagenler (progestinler), 6strojenler, androjenler, mineralokortikoidler ve
glukokortikoidler olmak tizere 5 ayr1 grup altinda siniflandirilir. Omurgali erkek
bireylerinde etkili steroid hormonlar olan androjenlere 6rnek olarak testosteron,
dihidrotestosteron ve androstendion (5) bilesikleri verilebilir. Zayif bir androjen olan
androstendion (5) androjen metabolizmasindaki 6nemli bir metabolitdir.

Enzimlerin yada enzimleri i¢ceren mikroorganizmalarin, mikroorganizma sporlarinin,
mikrozomlarin, hiicre, doku ve organ kiiltiirleri gibi biyolojik sistemlerinin kendi
substratlart olmayan kimyasal maddelerdeki degisimlere biyotransformasyonlar
denir. Mikroorganizmalar kullanilarak uygulanan mikrobiyal
biyotransformasyonlarda genelde kiifler, mikrobiyal algler, mayalar ve bakteriler
kullanilir. Giintimiizde hormonlar ve ilaglar gibi ¢ogu dnemli kimyasal maddelerin
tiretimi genelde mikrobiyal biyotransformasyonlar ile yapilmaktadir.

Bu ¢alisma androstendion (5) bilesiginin Aspergillus glaucus MRC 200914 kiifii ile
biyotransformasyonu gerceklestirildi. Kiife ait besiyeri hazirlandiktan sonra erlenlere
dagitiip otoklavda sterilize edildi. A. glaucus MRC 200914 kiifii erlenlere steril
sartlarda ilave edildi ve bu erlenler 3 giin inkiibasyona birakildi. Androstendion (5)
bilesiginin steril sartlarda ilave edildigi erlenler 5 giin daha inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben filtre edilen besiyerindeki steroidler etil asetat ile eksrakte
edildi. Etil asetat ekstraktlarin evaporatérde ugurulmasi ile olusan kalintidaki
steroidler bir kolon kromatografisi ¢alismasi ile safalastirildi. Erime noktalar1 tayini,
NMR ve IR spektroskopisi gibi yap1 yontemler kullanilarak A. glaucus MRC 200914
ile substratin inkiibasyonunun 11a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (13) ve 6p-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) metabolitleri ile sonuglandig: tespit edildi.
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BIOTRANSFORMATION OF ANDROSTENEDIONE BY ASPERGILLUS
GLAUCUS

SUMMARY

During their lives, all organisms expose to various chemical substances which are not
their natural substrates, and these substances are called xenobiotics. The chemical
changes which enzymes or enzymes in biological systems such as microorganisms
spores of microorganism, microsomes, cell, tissue and organ cultures take place on
xenobiotics are called biotransformations.

Biotransformations by microorganisms are known as microbial biotransformations.
Nowadays, microorganisms have generally used for biotransformations due to many
important advantages of microbial biotransformations such as being environmentally
friendly, shorter time, cheaper and can be carried out in various environments from
the flask to the factory fermenter. Microorganisms can be applied free or
immobilised on suitable surfaces for microbial biotransformations. Microbial
biotransformations are mostly carried out with microorganisms such as molds,
microbial algae, yeasts and bacteria. Molds and bacteria, with their non-specific
enzymes, can perform many different chemical changes in many natural or synthetic
substrates. The microbial hydroxylation reaction is one of the most important
microbial biotransformation reactions is the microbial hydroxylation reaction. The
microbial hydroxylation reaction was first noticed in the synthesis of some
corticosterods as drugs in 1952. In this work it was a very long and expensive
process to add an oxygen function in a position far away from the functional groups
via classical chemical methods. This problem was eliminated by a hydroxylation via
the mold Rhizopus arrhizus at the mentioned position. This achievement directed all
attention to microbial biotransformations. After this biotransformations of many
different groups of chemicals have been performed by many different types of
microorganisms.

Organic compounds in organisms that are not directly involved in their growth and
development are called secondary metabolites or natural products. Natural products
generally gives better life conditions for the organisms in which they are found.
Natural products attract a lot of attention, especially due to their effects on other
organisms. Although natural products are found all organisms, they are more
commonly observed in plants, microorganisms, fungi and insects. There are a lot of
different natural products which have many different structures. Natural products are
generally grouped as terpenes, alkaloids, steroids, phenolic compounds, specialized
carbohydrates, non-ribosomal peptides, polyketides, fatty acids and fatty acid
derivatives due to some common similarities in their biosynthesis.

Steroids are important natural products. Steroids with a 3-hydroxyl hydroxyl group
and aliphatic side chains in the ring D are known as sterols. Ergosterol, stigmasterol
and cholesterol are the most common and best known sterols.
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Cholesterol regulates the fluidity of membranes in animals and humans. Cholesterol
is also the starting material for some very important compounds such as bile acids,
vitamin D3 and steroid hormones.

Steroid hormones contain glucocorticoids, mineralocorticoids, progestagens
(progestins), estrogens and androgens. Glucocorticoids and mineralocorticoids are
known as corticosteroids, although androgens, estrogens and progestagens are named
as sex hormones.

Sex hormones regulate the growth and development of reproductive organs,
secondary sexual characteristics and the reproductive cycle. Some sex hormones also
have strong anabolic effects, promoting the development of many tissues such as
bone, muscles and skin, and maintaining metabolism. Progesterone is a natural
steroid hormone and a precursor for other steroid hormones in mammals. Androgens
are sex hormones that are active in male vertebrates whereas estrogens are those that
active in female vertebrates. Estrogens are produced from androgens. The main site
of synthesis of androgens in the body is the testes and some of these hormones are
also released from the adrenal cortex. Biosynthesis of androgens in the adrenal cortex
and testes takes place in two different patways. The A* pathway is the main pathway
for androgen biosynthesis. In this pathway, the cholesterol is converted in to
pregnenolone and then progesterone. Progesterone is converted to 17a-
hydroxyprogesterone and the enzymatic cleavage of the side chain of 17a-
hydroxyprogesterone gives androstenedione (5). Testosterone can be synthesized by
the reduction of androstendione (5) at C-17. Testosterone is then converted to
dihydrotestosterone by a 5a-reductase activity. The A pathway is a side pathway. In
tis patway, pregnenolone derived from the cholesterol compound is converted into
17a-hydroxypregnenolone and then dehydroepiandrosterone (DHEA) is formed.
Dehydroepiandrosterone can be converted to androstenedione (5) and then oxidised
to testosterone. Androstenedione (5) is the common end product of for both the A’
pathway and the A pathway in the biosynthesis of androgens.

Androstenedione (5) is a weak androgen and a vital metabolite in the metabolism of
sex hormones. It is also an important starting material in the production of many
important chemicals such as androgens, anabolic drugs and spironolactone.

Aspergillus species are particularly important because of the mycotoxins they
secrete, the pathogenicities they cause, their contribution to basic eukaryotic genetics
and biotechnology. While most Aspergillus species live in water, soil and decaying
materials, some Aspergillus species are considered pathogenic to humans and
animals. Biotransformations of different steroids by Aspergillus species have
generally resulted in reactions such as Baeyer-Villiger oxidations, microbial
hydroxylations, removal of side chains, aromatization of the A ring, microbial
hydrogenations and microbial dehydrogenations.

In the present work, androstenedione (5) 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 and then disrubuted into 10
erlenmeyer flasks of 250 mL. The medium in flaks was sterilized by an autoclave.
These flasks were then inoculated by the fungus and incubated for 3 days at 25 °C on
a shaker. The substrate in DMF was added aseptically into these flasks. All flasks
were further incubated for 5 days. After incubation, the mycellium was then
separated from the broth by filtration. The mycellium was rinsed with ethyl acetate
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and the broth was then extracted with ethyl acetate. All extracts were dried over
sodium sulfate anhydrous and evaporated in vacuo to give a brown gum. This gum
was then chromatographed on silica gel 60. 11a-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione
(13) ve 6pB-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (18) were obtained from the
chromatography work. The structures of these compounds were determined by
comparing melting points, NMR and IR spectra of the substrate with those of
steroids.
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1. GIRIS

Hayatlar1 boyunca canlilar ¢evrelerinde mevcut olan bir¢cok yabanci madde ile
karsilagirlar. Enzimler yada enzimleri igeren biyolojik sistemlerin kendilerine
yabanct olan farkli kimyasal maddelerde g¢esitli kimyasal degisimler
gerceklestirebilirler. S6z konusu bu gegisimlere biyotransformasyonlar adi verilir.
Cok eski zamanlardan beri bilinen ve aym zamanda en iyi tanman
biyotransformasyonlardan iki tanesi etanoliin bakteriler ile asetik aside oksidasyonu

ve sekerlerin bira mayasi ile etanole ¢evrilmesidir [1, 2].

Mikroorganizmalar ile hayata gegcirilen biyotransformasyonlarin ¢evre dostu
olmalari, daha kisa zamanda ve daha ucuza gerceklestirilmeleri, erlenlerden fabrika
fermentdrlerine kadar gesitli ortamlarda uygulanabilmeleri gibi sebeblerden dolayi
normalde  biyotransformasyonlar  ¢ogu  zaman  mikroorganizmalar  ile
uygulanmaktadir. Mikrobiyal biyotransformasyon c¢alismalarinda mikroorganizmalar
serbest olarak veya belli bir yiizeye sabitlenmis olarak kullanilabilir.
Mikroorganizma olarak genellikle mayalar, kiifler, bakteriler ve mikrobiyal algler
kullanilir [3].

Bilhassa kiifler ve bakteriler gibi mikroorganizmalar, genis spektrumlu enzimleri ile
hem tabii hem de sentetik ¢ok sayida substrat iizerinde birgok degisik kimyasal
reaksiyonlar katalizleyebilirler. Mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢ok sayida farkl
biyotransformasyon reaksiyonlarini gergeklestirilen sitokrom P-450 enzimlerince
katalizlenebilir. ~ Mikrobiyal hidroksilasyon  (hidroksillenme) mikrobiyal

biyotransformasyonlarin en yaygin ve bilinenidir [1,2].

Mikrobiyal hidroksillenmenin ehemiyeti ilk olarak 1952 yilinda farkedilmistir. O
yillarda ila¢ olarak kullanilacak kortikosteroidlerin sentezinde herhangi bir
fonksiyonel grubun uzagindaki C-11 pozisyonuna bir oksijen fonksiyonunu eklemek
mevcut yontemler ile olabildigince ¢ok zaman alan ve pahali bir prosediirdii. Bu

meselenin Rhizopus arrhizus kiifiiniin ¢alismada kullanilan steroidi C-11a






pozisyonundaki bir hidroksillenme ile halledilmesi mikrobiyal

biyotransformasyonlari bilim insanlariin dikkatinin merkezine getirmistir [1, 4].

Mikrobiyal hidroksillenmenin ehemmiyetinin anlagilmasindan sonra ¢ok sayida fakli
kimyasal grublara ait substratlar izerinde farkli mikroorganizmalar ile
biyotransformasyon reaksiyonlar1 hayata gegirilmistir. Giiniimiizde 6zellikle
hormonlar ve ilaglar gibi 6nemli kimyasal maddelerin {iretiminde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu hedef dogrultusunda ¢ok fazla sayida fakli kimyasal substrat
ozellikle degisik kiif tiirleri ile biyotransformasyonlara maruz kalmaktadir [3,5].



2. ASPERGILLUS TURLERI iLE ANDROSTENDION
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Androstendion

Canlilardaki organik bilesikler genelde ii¢ farkli grupta incelenmektedirler. ilk grupta
tim canllarin biliyiime ve gelismelerine dogrudan etki eden primer (birincil)
metabolizmanin elamanlar1 olan ve primer metabolitler olarak adlandirilan amino
asitler ve monosakkaritler gibi bilesikler vardir. Ikinci grubta ise proteinler , seliiloz
ve ligninler gibi yiiksek molekiil agirlikli molekiiller (biyopolimerler) vardir. Son
grupta ise canlilarin biiyiime ve gelismeleri agisindan dogrudan etki gostermyen
sekonder (ikincil) metabolizmanin elemanlar1 olan sekonder metabolitler vardir. Bu
son gruptaki bilesikler ayrica dogal iirlinler olarak da bilinir. Dogal iiriinler her ne
kadar canlilarin gelisme ve biiyiimelerinde dogrudan gérev almazsa da genelde
kendilerini iceren canlilara bir takim avantajlar saglarlar. Buna ilaveten dogal
rtinler genelde diger canlilardaki etkileri ile dikkat ¢eken bilesiklerdir. Dogal
tirlinler her canli grubunda bulunsalar da genelde mikroorganizmalarda, mantarlarda,

bitkilerde ve boceklerde daha ¢ok gozlenirler [6-8].

Dogal iiriinler birbirine gore farkli yapilara sahip ve ¢ok sayida olsalar da genellikle
biyosentezlerindeki bazi benzerlikler nedeni ile terpenler, alkaloidler, steroidler,
fenolik bilesikler, 6zellesmis karbohidratlar, 6zellesmis peptidler, poliketidler, yag

asitleri ve yag asitleri tiirevleri gruplara ayrilirlar [6-8].

Steroidler dogal tiriinlerin en 6nemli ve bilinen gruplarindan birisidir. Steroid terimi
Latincede kati anlamina gelen “steros” sozciiglinden tiremistir. Steroidler
siklopentanoperhidrofenantren veya steran olarak adlandirilan bir halka igerirler.
Steroidlerin yapilar1 birbirleriyle kaynasmis A, B ve C olarak adlandirilan {i¢ adet
siklohekzan halkasi ve D olarak adlandirilan bir adet siklopentan halkasindan olusur
(Sekil 2.1). Birgok steroidin yapisinda molekiil diizleminin {izerinde bulunan iki adet
metil grubu igeriri. Steroidlerin ¢ogu genellikle A halkasindaki C-3 pozisyonunda bir

oksijen fonksiyonu (bir hidroksil veya karbonil grubu) tasirken D halkasindaki C-17



pozisyonunda ise bir oksijen fonksiyonu veya bir yan zincir tasir. Bazi steroidler ise

A veya B halkalarinda ¢ift baglar tasir [9].

Biinyelerinde 3B-hidroksil hidroksil grubu ve D halkalarina bagli farkli yap1 ve
uzunlukta alifatik yan zincirler tagiyan steroidler steroller olarak bilinir. Mantarlarda
gozlenen ergosterol, bitkilerde gozlenen stigmasterol ile hayvanlar ve insanlarda

gozlenen kolesterol (1) en ¢ok ve en iyi bilinen sterol 6rnek leridirler [9-10].

(e To)
00

Sekil 2.1. Siklopentanoperhidrofenantren halkasi.

Kolesterol (1) hayvan ve insan membranlarindaki akiskanligini diizenleyici 6nemli
bir molekiildiir. Kolesterol (1) bilesiginin biyosentezi olduk¢a uzun ve karmasikdir
ve 3 asamada incelenebilir. Birinci asamada oOnce 3 adet asetil koenzim A
bilesiginden mevalonat sentezlenier ve bu bilesik daha sonra izoentenil difosfat
olarak da bilinen izopentenil pirofosfata cevrilir. Ikinci asamada ise énce izopentenil
pirofosfat bilesigi dimetilallil pirofosfata izomerlesir. Dimetilallil pirofosfatin bir
izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu neticesinde bir adet geranil pirofosfat
olusur. Olusan geranil pirofosfatin bir diger izopentenil pirofosfat ile kondenzasyonu
neticesinde ise bir adet farnesil pirofosfat olusur. Farnesil pirofosfatin bir indirgenme
reaksiyonu gerceklesen kondenzasyonu neticesinde bir triterpen ve diger
triterpenlerin ¢ikis maddesi olan skualen olusur. Son asamada ise once skualenin
epoksidasyonu ile skualen epoksit olusur ve bu bilesigin daha sonraki halkalagmasi
neticesinde ilk halkali bilesik olarak lanosterol olusur. Lanosterol ise 19 reaksiyon

tizerinden kolesterol bilesigine doniistiiriiliir [9-10].

Kolesterol (1) safra asitleri, D3 vitamini, ve steroid hormonlar gibi 6nemli bazi
bilesiklerin ¢ikis maddesidir. Kolesterol (1) bilesiginden tiireyen safra asitleri hem
hidrofobik hemde hidrofilik yapilarindan dolayi lipidlerin ince bagirsaktaki sindirim
ve emiliminde dnemli roller oynarlar. Safra asitleri safra kesesinde tas olusumunun
engellenmesinde de onemlidir ve viicuttaki kolesterol (1) fazlasi safra asitleri

sayesinde uzaklastirilir [9-10].



D3 vitamini kolesterol (1) bilesiginin biyosentezindeki bir dnceki ara madde olan 7-
dehidrokolesterol bilesiginin deri altinda gilines kokenli UV 1sinlar1 ile B halkasindan
pargalanmasindan sonra kendiliginden izomerlesmesi ile ortaya ¢ikar. D3 vitamini
karaciger ve bobrekteki birer hidroksillenme neticesinde Kkalsitriol hormonuna
cevirilir. Kalsitiol hormonu ise kalsitonin ve parathormon hormonlar ile beraber

kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alir [9-10].

Steroid  hormonlar  glukokortikoidler,  mineralokortikoidler,  progestagenler
(progestinler), ostrojenler ve androjenler olarak 5 ayr1 grupta incelenieler.
Glukokortikoidlerin  en  o6nemli temsilcisi olan kortizol hormonudur ve
glukokortikoidler karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasi iizerinde etkilidirler.
Ayrica glukokortikoidler iltihap gidericilik ve bagisiklik baskilayicilik gibi 6nemli
ozelliklere de sahiptirler. Mineralokortikoidlerin en 6nemli temsilcisi aldosteron
hormonudur ve  mineralokortikoidler su ve mineral metabolizmasinin
diizenlenmesinde gbrev yaparlar. Progestagenler, androjenler ve Gstrojenler cinsiyet
hormonlar1 olarak da adlandirilir. Cinsiyet hormonlarimin asil fonksiyonlar: iireme
organlarinin gelisme Vve biiylimelerinin, iKincil esey karakterlerinin ve iireme
dongiisiiniin diizenlenmesidir. Progesteron (2) progestagenlerin en yaygin ve etkin
temsilcisidir. Progesteron (2) hem dogal bir steroid hormon hemde memelilerdeki
diger steroid hormonlarin kendisinden sentezlendigi bir ara bilesiktir. Progesteron (2)
insanlarda endometriyumun gebelige hazirlanmasinda gorev alir. Hamilelik
baslangicinda progesteron (2) salinmasi yeni bir tireme dongiisiiniin baglamasi
engelleyerek anne ve anne karninda gelisen ceninin korunmasini saglar. Androjenler
omurgal1 erkek bireylerinde etkili olurkan Gstrojenler ise omurgali disi bireylerinde
etkili olurlar. Androjenler kendilerinden GOstrojenlerin  sentezlendigi  ¢ikis
maddeleridirler. Androjenlerin viicutta daha ¢ok erbezlerinde (testis) ve olsa da
adrenal kortekste sentezlenmektedir. Androjenlerin biyosentezi A* yolu veya A° yolu

olmak tizere iki ayr yol ile (Sekil 2.2.) gergeklesmektedir [9-10].
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Sekil 2.2. Bazi androjen ve dstrojenlerin biyosentezleri.

Androjen biyosentezi i¢in ana yol A? yoludur ve bu yolda yan zinciri uzaklastirilan
kolesterol (1) 6nce pregnenolon (3) bilesigine dontistiiriiliir. Daha sonra pregnenolon
(3) bilesiginden progesteron (2) bilesigi olusturulur. Progesteron (2) once 170-
hidroksiprogesteron bilesigine (4) doniistiiriiliir ve bu bilesikten daha sonra androst-
4-en-3,17-dion olarak da bilinen androstendion (5) bilesigine olusturulur.
Androstendion (5) bilesigi C-17°deki bir rediiksiyon ile testosteron (6) bilesigine



dontistiiriilir. Testosteron (6) bilesigi yapisindaki ¢ift bagin rediiksiyonu ile
dihidrotestosteron (7) bilesigine doniistiiriiliir. Dihidrotestosteron (7) bilesigi
testosteron (6) bilesiginden cok fazla etkin bir androjendir. Tali bir yol olan A
yolunda kolesterol (1) bilesigi pregnenolon (3) bilesigine gevrildikten sonra 17a-
hidroksipregnenolon (8) bilesigi sentezlenir. 17a-Hidroksipregnenolon (8) bilesigi
ise DHEA olarak da adlandirilan dehidroepiandrosteron (9) bilesigine doniistiiriiliir.
Dehidroepiandrosteron (9) androstendion (5) iizerinden testosteron (6) bilesigine
dontstiiriilebilmektedir. Sekil 2.2.’dende net bir sekilde anlasilacagi gibi androjen
biyosentezinin her iki yolunun ortak son iriinii androstendion (5) bilesigidir.
Androstendion (5), testosteron (6), oOstron (10) ve ostriol (11) gibi steroid
hormonlarm da sentezlendigi énemli bir steroitdir. Ostradiol (12) 6&strojeni ise

testosteron (6) hormonundan olusturulur.

Androstendion (5) zayif bir androjen olmasina ragmen androjen metabolizmasi igin
hayati bir metabolitdir. Bu bilesik tibbi 6neme sahip bir¢ok 6nemli hormonlar ve
ilaglar ile spironolakton gibi 6nemli kimyasal maddelerin iiretiminde baslangic
maddesidir [11].

2.2. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Kif enzimleri yiiksek regio ve stereosegiciliklere sahip olduklart igin ozellikle
ilaclar gibi onemli bilesiklerin iiretimi steroidlerin kiifler ile biyotransformasyonlari
1952  yilindan  beri  araliksiz  kullanilmaktadir. ~ Bilinen  mikrobiyal
biyotransformasyonlar1 ¢ok daha etkinlestirmek, ¢esitli adamaglar dogrultusunda
kullanilabilecek yeni reaksiyonlar ve mikroorganizmalar elde etmek i¢in arastirmalar

stirmektedir [5,11].

Gilinlimiizde bile ¢ok sayida farkli kiif ile mikrobiyal steroid biyotransformasyonlari
calismalar1 stirdiiriilmektedir. Mikrobiyal steroid biyotransformasyonlar1 Baeyer-
Villiger  oksidasyonlari,  mikrobiyal  hidroksillenmeler, yan  zincirlerin
uzaklastirilmasi, A halkasinin aromatiklesmesi, hidroksil gruplarinin ytikseltgenmesi,
keton gruplarinin indirgenmesi, mikrobiyal hidrojenasyonlar ve mikrobiyal

dehidrojenasyonlar gibi ilging ve 6nemli reaksiyonlar ile sonuglanmaktadir [5,11].

2.3. Aspergillus Tiirleri ile Androstendion (5) Biyotransformasyonlari

Yeryliziinde genis bir yayilim gosteren Aspergillus tiirleri 6zellikle mikotoksinleri,

patojenlikleri, temel 6karyotik genetik ilmine ve biyoteknolojiye olan katkilar



nedeni ile dikkat ¢ekmektedir [12]. Aspergillus tiirlerinin ¢ogu toprak, su ve ¢lirliyen
materyaller iizerinde yasarken bazi Aspergillus tiirleri ise insanlar ve hayvanlar igin
patojen olarak tanimlanmustir [13]. Steroidlerin Aspergillus cinsine ait tiirler ile
inkiibasyonlar1  ¢ogu zaman Baeyer-Villiger  oksidasyonlari,  mikrobiyal
hidroksillenmeler, yan zincirlerin uzaklastirilmasi, A halkasinin aromatiklesmesi,
mikrobiyal hidrojenasyonlar ve mikrobiyal dehidrojenasyonlari gibi 6nemli sonuglar
vermektedir  [5,11]. Mevcut  literatiirdeki ~ bazt  androstendion  (5)
biyotransformasyonlarinin  Aspergillus tiirleri ile gerceklestirilmistir  [15-23].
Ormegin, A. candidus MRC 200634 izolat: ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.3.)
testosteron (6), 11a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (13), 14a-hidroksiandrost-4-en-
3,17-dion (14) 15B,17pB-dihidroksiandrost-4-en-3-on (15), 11a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on  (16) ve 15a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (17)

metabolitlerini vermistir [15].
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Sekil 2.3. A. candidus MRC 200634 ile inkiibasyon.

A. wentii MRC 200316 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.4.) 6p-hidroksiandrost-4-
en-3,17-dion (18) ile bir onceki ¢alismadan elde edilen (14) numarali metaboliti

vermistir [16].
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Sekil 2.4. A. wentii MRC 200316 ile inkiibasyon.



A. tamarii MRC 72400 izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.5.) 17a-okza-D-
homo-androst-4-en-3,17-dion (19) ile daha onceki ¢alismalarda elde edilen (6 ve 13)

numarali metabolitlerini vermistir [17].
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Sekil 2.5. A. tamarii MRC 72400 ile inkiibasyon.

A. tamarii QM 1223 izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.6.) ise daha onceki

calismalarda elde edilen (19) numarali metaboliti vermistir [18].

O
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Sekil 2.6. A. tamarii QM 1223 ile inkiibasyon.

A. niger ATCC 9142 izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.7.) 18-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) ve daha dnceki ¢alismalardan elde edilen (18)

numarali metaboliti vermistir [19].
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Sekil 2.7. A. niger ATCC 9142 ile inkiibasyon.



Substratin  A. niger NRRL 599 izolati ile inkiibasyonu (Sekil 2.8.) 16p-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (21), 17B-hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (22) ve
16B,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (23) metabolitlerini vermistir [20].

0 0 OH OH
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(5) (21) (22) (23)

Sekil 2.8. A. niger NRRL 599 ile inkiibasyon.

A. terreus PTCC 5283 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.9.) daha onceki

calismalardan elde edilen (6 ve 19) numarali metabolitleri vermistir [21].

@] OH
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Sekil 2.9. A. terreus PTCC 5283 ile inkiibasyon.
A. fumigatus izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.10) androsta-1,4-dien-3,17-
dion (24), 6B,11a-dihidroksiandrost-4-en-3,17-dion (25) 7B,11a-dihidroksiandrost-4-

en-3,17-dion (26) ve daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen (6) numarali metabolit ile

sonuglanmustir [22].
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Sekil 2.10. A. fumigatus izolati ile inkiibasyon.



A. oryzae ATCC 11601 izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.11.) androstan-
3,17-dion (27), 3p-hidroksiandrostan-17-on (28) ile daha 6nceki ¢alismalardan elde

edilen (6) numarali metaboliti vermistir [23].

(5) (6) (14) (26)
Sekil 2.11. A. oryzae ATCC 11601 ile inkiibasyon.

2.4. Calismanin amaci

Bu ¢alismanin amaci androstendion (5) bilesiginin Aspergillus glaucus MRC 200914
izolat1 ile biyotransformasyonunun incelenmesidir. Aspergillus glaucus tiirii son
derece olumsuz sartlara kars1 gosterebildigi fizyolojik dayanikliligi sebebi ile ¢ok
farkli yerlerde hayatin1 siirdiirebilen ve insanlar igin patojen olabilen bir

mikroorganizmadir [24].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Genel Bilgiler

Cam malzemeler ile besiyerleri otoklavda (Niive OT 40 L) 121 °C’de ve 20 dakika
siire ile sterilize edildi. Yatik agar besiyerlerine kiif nakli, sterilize edilmis erlenlere
kiif ve substrat nakli steril kabin (Niikleon marka) ile gerceklestirildi. Inkiibasyonlar
bir calkalamali inkiibator (Gerhardt THO 500 Laboshake) ile gergeklestirildi. Perkin
Elmer SpectrumTwo spektrometresi kullanilarak steroidlerin infrared spektrumlari
alindi. "H NMR spektrumlari solvent olarak déterokloroform (CDCls) ve i¢ sinyal
olarak tetrametilsilan standardi kullanilarak Variann Mercury 300 NMR
spektrometresi ile 300 MHz’de alindi. *C NMR spektrumlart solvent olarak
doterokloroform kullanilarak Varian Mercury 300 NMR spektrometresi ile 75
MHz’de alindi. Steroidlerin erime noktalar1 Elektrothermal IA 9200 cihazi ile

Olgiildi ve tekrarlanmadi.

Biyotransformasyon ve kolon kromatografisi ¢alismalar: ince tabaka kromatografisi
(ITK) ile izlendi. ITK islemleri 0,25 mm’lik silika jel levhalar1 (Merck silika jel
GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢dzgen sistemi ile yiiriitiildii. ITK levhalarindaki
steroidler kendilerine &zel bir reaktife (p-anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi)
daldirildiktan sonra 3 dakika siire ile 120 °C’de 1sitilarak renkli ve gozlenebilir hale
getirildi.

Biyotransformasyon c¢alismasinda kullanilan A. glaucus MRC 200914 izolati
TUBITAK, MAM, Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitiisine ait olan Kiiltiir

Koleksiyonundan temin edildi.

Calismada biyotransformasyonu gergeklestirilen androstendion (5) Sigma-Aldrich
firmasindan satin alindi. Besiyerlerini hazirlamak icin kullanilan PDA, agar ve iim

kimyasallar ile ¢alismada tiiketilen tiim solventler ise Merck firmasindan satin alindi.



3.2. Yatik Agar Besiyeri Hazirlamisi

5,85 g PDA (potato dekstroz agar) ve 1,2 g agar karigimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlanip kaynatilarak yatik agar besiyeri hazirlandi. Bu besiyeri sogumadan dnce
deney tiiplerine yarilarina kadar ilave edildikten sonra tlip agizlar1 yeteri miktarda
pamuk ile kapatildi. Agiz kisimlart aliiminyum folyo ile sarilmis olan tiipler
otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edildi. Tiiplerdeki eritilmis besiyeri
donmadan takriben 45 derecelik bir egimle sogumaya birakildiktan sonra yatik agar

besiyerleri elde edildi.

3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanis1 ve Tazelenmesi

Kiltiir koleksiyonundan satin alinan kif sonradan hazirlanan yatik agar
besiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda ilave edilip 25 °C’de gelismeye birakildi.
Bu sekilde tazelenmis yatik agar kiiltiirlerindeki en gelismis kiif iki hafta araliklar ile
yeni yatik agar besiyerlerine steril sartlarda nakledildi. Ayni islemin iki kez tekrari
sonrasinda mevcut en taze ve en iyi gelismis kiif biyotransformasyon g¢alismasinda

kullanildi.

3.4. Kiif Besiyerinin Hazirlanisi

A. glaucus MRC 200914 kiifiine ait 1 L besiyeri glukoz (200 g), pepton (5 g), malt
ekstrakti (3 g) ve maya ekstrakti (3 g) 1 L distile su da ¢oziiliip karistirilarak
hazirlandi [21].

3.5. Biyotransformasyon Deneyi

A. glaucus besiyeri 250 mL’lik 10 ayr1 erlene boliindiikten sonra otoklavda sterilize
edildi. A. glaucus kiifii bu erlenlere steril sartlarda ilave edildikten sonra ¢alkalamali
inkiibatérde (150 rpm) 25 °C’de 3 giin siire ile inkiibasyona birakild: . Inkiibasyonu
takiben substrat (1 g) steril sartlarda DMF (10 mL) igerisinde ¢6ziilerek erlenlere esit
hacimlerde aktarildi ve daha sonra erlenler 25°C’de 5 giin daha inkiibasyona
birakildi.

Biyotransformasyon ¢alismasi bir adet kontrol erleni ile gdzlendi. Once kullanilacak

kiifii igermeyen ama steril besiyeri igeren bir erlene sadece substrat ilave edilerek
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kontrol erleni hazirlandi. Biyotransformasyon c¢aligmasindaki tiim islemler kontrol
erleni i¢inde aymi sekillerde gerceklestirildi. Bu islemlerin sonrasinda séz konusu
erlenden ITK alindiginda hi¢ bir metabolit gdzlenmemesi biyotransformasyon

calismamasina ait sonuglarin kabul edilebilir ve bilimsel oldugu oldugunu gosterdi.

3.6. Metabolitlerin Saflastirilmasi ve Yapilarimin Tayini

Inkiibasyonu takiben kiife ait besiyeri filtrasyonla misellerinden filtrat olarak siiziildii
ve miseller bir miktar etil asetat (500 mL) ile yikandi. Filtrattaki teroidler etil asetat
(1 L) ile 3 kez ekstrakte edildi. Toplanan ekstraktlara susuz sodyum siilfat ilave
edilerek ekstraktlar susuzlastirildi. Etil asetat estraktlarin evaporatérde ugurulmasi
ile yagims1 bir madde elde edildi ve bu yagims1 maddeyi substrat ile karsilagtirarak
bir ITK c¢alismas1 gerceklestirildi. Yagims: maddedeki steroidler ITK calismasimin
sonuglarina gore silika jel 60’in (Merck 107734, 230-400 mesh) absorban ve n-
hekzan icerisinde artan etil asetat derisimlerini ise eliient olarak kullanildig: bir kolon
kromatografisi ¢alismasi ile saflastirildi. Substrat ile her steroidin erime noktas,

NMR ve IR spektrumlarinin karsilagtirilarak yapi tayinlerini gerceklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

Bu ¢alismada karbon iskeleti Sekil 4.1.’de gosterilen androstendion (5) bilesiginin A.
glaucus MRC 200914 izolat1 ile 5 giin olarak siiren biyotransformasyonu

gergeklestirildi.

Sekil 4.1. Substrata ait karbon iskeleti.

Substratin A. glaucus MRC 200914 inkiibasyonundan kaynaklanan yagimsi: madde
(1987 mg) ile yapilan kolon kromatografisi ¢alismasi degisime ugramayan baslangig
maddesi (137 mg) ile 1lao-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (13) ve 6p-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) metabolitlerini verdi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. A. glaucus MRC 200914 ile inkiibasyon.
1 1a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (13) (507 mg, %48)

Erime noktasi: Sakizimsi bir madde elde edildigi i¢in erime noktas1 belirlenemedi.

IR (Vma/em™): 3430, 1735 ve 1660.



'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,95 (3H, s, 18-H), 1,35 (3H, s, 19-H), 4,10 (1H, m,

11B-H), 5,75 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCl5): Bakiniz Tablo 4.1.

Tablo 4.1. Steroidlere ait *C NMR kimyasal kayma bilgileri.

C atomu (5) (13) (18)
1 35.62 37.06 37.06
2 33.84 33.97 34.16
3 199.33  200.45 200.47
4 124.07  124.39 126.53
5 170.35  171.00 167.68
6 32.50 33.23 72.80
7 31.20 30.05 37.19
8 35.07 34.32 29.39
9 53.74 58.77 53.63
10 38.58 39.87 38.03
11 20.24 68.27 20.25
12 30.68 42.46 31.25
13 47.45 47.87 47.61
14 50.76 49.76 50.88
15 21.68 21.52 21.69
16 35.69 35.65 35.74
17 220.43  219.10 220.47
18 13.64 14.48 13.76
19 17.31 18.14 19.55

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) (264 mg, %25).

Erime noktasi: 190-191 °C, lit., 190-193 °C [26].

IR (Vma/em™): 3445, 1740 ve 1670.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,91 (3H, s, 18-H), 1,37 (3H, s, 19-H), 4,36 (3H, bs,

6a-H), 5,81 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): Bakimiz Tablo 4.1.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

A. glaucus MRC 200914 izolat1 ile androstendion (5) bilesiginin bes giinliik
inkiibasyonu Sekil 5.1.”de gosterildigi gibi iki metabolit ile sonuglandi.
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Sekil 5.1. A. glaucus MRC 200914 ile inkiibasyon.

Ilk metabolit 11a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (13) olarak belirlendi. Metabolitin
"H NMR spektrumu 8y 4.10 ppm’de 11a-hidroksil grubuna 6zgii olan bir rezonans
(1H, m) verdi [27]. Metabolitin *C NMR spektrumunun (Tablo 5.1.) C-9 ve C-12
rezonanslari i¢in asagi alana dogru kaymalar (C-9 i¢in Adc 5,03 ppm ve C-12 igin
Adc 11,78 ppm) gosterirken, C-8 rezonanst i¢in ise yukart alana dogru bir y-gauche
kaymast (Adc 0,75 ppm) gostermesi bir 11a-hidroksil grubunun varligini daha da
netlestirdi [28]. Substrata ait 5,74 ppm’deki 4-H rezonansimin (1H, s) metabolit 'H
NMR spektrumunda 6y 5,75 ppm’de (1H, s) gézlenmesinden dolay1 substratin diger

kisimlarinda bir degisim olmadig1 anlasildi.

Ikinci metabolit ise 6p-dihidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) olarak belirlendi.
Metabolit 'H NMR spektrumu &y 4.36 ppm’de 6p-hidroksil grubuna ozgii bir
rezonans (1H, bs) gdsterdi [27]. Metabolit *C NMR spektrumunun C-7 rezonansi
i¢in asag1 alana dogru bir kayma (Adc 5,99 ppm) verirken, C-8 rezonansi igin ise
yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 5,48 ppm) vermesi bir 6p-hidroksil
grubunun varhigini daha da belirginlestirdi [28]. Substrata ait 5,74 ppm’deki 4-H
rezonansinin (1H, s) metabolit *H NMR spektrumunda &y 5,81 ppm’de (1H, s)

gbzlenmesinden dolay1 substratin diger kisimlarinda bir degisim olmadigi anlasildi.



Tablo 5.1. Steroidlerin *C NMR kimyasal kayma bilgileri.

C atomu (5) (13) (18)
1 35.62 37.06 37.06
2 33.84 33.97 34.16
3 199.33  200.45 200.47
4 124.07  124.39 126.53
5 170.35  171.00 167.68
6 32.50 33.23 72.80
7 31.20 30.05 37.19
8 35.07 34.32 29.39
9 53.74 58.77 53.63
10 38.58 39.87 38.03
11 20.24 68.27 20.25
12 30.68 42.46 31.25
13 47.45 47.87 47.61
14 50.76 49.76 50.88
15 21.68 21.52 21.69
16 35.69 35.65 35.74
17 220.43  219.10 220.47
18 13.64 14.48 13.76
19 17.31 18.14 19.55

Tablo 5.2.’den de goriilecegi gibi A. glaucus MRC 200914 izolatinin androstendion

(5) bilesigini yiiksek bir verim ile C-11a pozisyonunda hidroksillerken diisiik bir

verim ile C-6f pozisyonunda hidroksilledigi anlagildi.

Tablo 5.2. Metabolit verimleri.

Substrat Metabolit % Verim
Androstendion (5)
1 1a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (13) 48
6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) 25

Literattirdeki Aspergillus izolatlar ile steroid biyotransformasyonlart incelendiginde

bu kiiflerin genelde androstendion (5) bilesigini ya C-6f veya C-11a pozisyonlarinda

hidroksillerken sadece bir A. fumigatus izolatinin [22] androstendion (5) bilesigini

hem C-6p hemde C-11a pozisyonlarinda ayni anda hidroksilledigi belirlendi. Ayrica

diger Aspergillus izolatlarinin aksine bu calisma da kullanilan A. glaucus MRC
200914 izolatmin androstendion (5) bilesigini hem C-6f hemde C-1la



pozisyonlarinda ayr1 ayr1 olarak hidroksilleyebilen tek kif oldugu da belirlendi [15-
23].

Kisaca bu calismada A. glaucus MRC 200914 izolatinin substrati C-11a ve C-6f3
pozisyonlarinda ayr1 ayri olarak hidroksilledigi gézlendi. A. glaucus MRC 200914 ve

diger kiifler ile steroid biyotransformasyonlari ¢alismalarimiz stirmektedir.
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EKLER

EK A. NMR spektrumlari
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EK A.1. (5) numarali bilesik i¢in "H NMR spektrumu.
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EK A.2. (5) numarali bilesik icin *C NMR spektrumu.
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EK A.3. (13) numarali bilesik i¢in "H NMR spektrumu.
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EK A.4. (13) numarali bilesik i¢in **C NMR spektrumu.
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EK A.5. (18) numarali bilesik i¢in *H NMR spektrumu.
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EK A.6. (18) numarali bilesik i¢in *C NMR spektrumu.
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