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EPIANDROSTERON BiLESiGiNiN PENICILLIUM OLSONII iLE
BiYOTRANSFORMASYONU

OZET

Canlilarin biliylime ve gelismesiyle dogrudan iligkisi olmayan dogal iirlinler, bu
canlilara genellikle daha 1yi yasam kosullar1 saglar. Dogal iirtinler, 6zellikle diger
organizmalar tlizerindeki etkileri nedeniyle dikkat cekerler. Bu bilesikler, yapisal
cesitliliklerinden dolay1 ve biyosentezlerindeki benzerlikler goéz Oniline alinarak
terpenler, alkaloidler, steroidler, fenolik bilesikler, Ozellesmis karbohidratlar,
Ozellesmis peptitler, poliketitler, yag asitleri ve yag asitleri tiirevleri olarak
siiflandirilir. Steroidler, dogal iiriinlerin 6nemli bir sinifin1 olusturur. Hayvan ve insan
hiicre zarlarindaki akiskanligi diizenleyen kolesterol, en 6nemli ve en ¢ok bilinen
steroidlerden biridir. Kolesterol, safra asitleri, D3 vitamini ve steroid hormonlar gibi
onem arz eden bilesiklerin Onciistidiir. Kolesterolden elde edilen steroid hormonlar,
progestagenler (progestinler), androjenler, 0Ostrojenler, mineralokortikoidler,
glukokortikoidler olmak iizere bes ayr1 gruba ayrilir. Epiandrosteron (8), androjenler
siifina ait bir steroid hormondur ve viicutta daha gii¢lii androjenler olan testosteron
ve dihidrotestosteronun (DHT) oOnclisii olarak goérev yapar. Epiandrosteron (8),
androjen metabolizmasinin 6nemli bir metabolitidir.

Enzimler veya enzim igeren mikroorganizma sporlari, mikroorganizmalar,
mikrozomlar, doku, organ, hiicre kiiltiirleri dahil olmak iizere biyolojik sistemlerin,
kendi dogal substratlar1 olmayan kimyasal maddelerde meydana getirdigi degisimlere
biyotransformasyon denir. Mikroorganizmalarla yapilan biyotransformasyonlarda
genellikle kiifler, mikrobiyal algler, mayalar ve bakteriler kullanilir. Giiniimiizde
hormonlar ve ilaglar gibi pek ¢cok onemli kimyasal maddenin {iiretimi, ¢ogunlukla
mikrobiyal biyotransformasyonlar yoluyla gerceklestirilmektedir.

Bu calismada, epiandrosteron (8) bilesigi Penicillium olsonii MRC 500780 kiifii
kullanilarak biyotransformasyona tabii tutuldu. Penicillium olsonii igin besiyeri
hazirlandi, erlenlere bolistiiriildii ve otoklavda sterilizasyon islemi gerceklestirildi.
Steril kosullar altinda P. olsonii MRC 500780 kiifii erlenlere eklenerek 3 giin inkiibe
edildi. Epiandrosteron (8) bilesigi de steril kosullarda erlenlere ilave edilip 5 giin daha
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda filtre edilen besiyerindeki maddeler etil
asetat ile ekstrakte edildi. Etil asetat evaporator yaridmiyla buharlastirildi ve elde
edilen kalintidaki maddeler kolon kromatografisiyle saflastirildi. Yapi belirleme
yontemleri olarak erime noktasi tayini, NMR ve IR spektroskopisi kullanildi ve P.
olsonii MRC 500780 ile substratin inkiibasyonu sonucunda 15a-hidroksi-5a-
androstan-3,17-dion (18), 3p,15a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (19), 3B,11a-
dihidroksi-5a-androstan-17-on (20) ve 3p,7a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (21)
metabolitlerinin olustugu belirlendi.
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BIOTRANSFORMATION OF EPIANDROSTERONE BY
PENICILLIUM OLSONII

SUMMARY

Pure products are substances that do not contribute to the growth and reproduction of
live creatures. Because of their influence on other organisms, natural goods benefit
living organisms and attract more attention. Natural chemicals are typically classified
into groups such as alkaloids, terpenoids, polyketides, phenylpropanoids, steroids,
peptides, specialized carbohydrates, specific amino acids and fatty acids and
derivatives.

Biotransformations are the chemical alterations that biological systems can perform
on xenobiotic substances. These transformations are carried out by enzyme-containing
biological systems and by free or immobilized enzymes. Cell cultures, tissue cultures,
organ cultures, microorganisms, microsomes and microbial spores are some of the
standard biological systems utilized for biotransformation.

In organisms, enzymes accelerate nearly every reaction by reducing the activation
energy (EA). Enzymes shorten the time required for reactions to reach equilibrium but
are neither consumed nor altered by the process; they do not affect the AG or
equilibrium position of the process. The International Union of Biochemistry has
documented about 3200 enzymes, with an estimated 25,000 enzymes in nature.

Due to their highly effective catalytic properties, enzymes offer specific benefits to
their users. For instance, the reaction rates of enzymatic reactions can be increased by
108-10'° fold, and in rare cases, this can even exceed 10'2.

Due to their highly effective catalytic properties, enzymes offer specific benefits to
their users. For instance, the reaction rates of enzymatic reactions can be increased by
10%-10'° fold, and in rare cases, this can even exceed 10'2. Since enzymes are
completely biodegradable and composed of amino acids, they are environmentally
acceptable. While most other chemical reactants have a detrimental impact on the
environment, enzymes normally work at benign circumstances (pH 7, 30°C, and 1
atm). As a result, specific issues such as isomerization, racemization, rearrangements,
and degradation are reduced. Because of their compatibility, enzymes generally act in
the same or comparable settings. Consequently, multiple reactions can be carried out
in a single vessel using multi-enzyme systems. While most enzymes exhibit high
substrate tolerance, some enzymes are not limited to their intended functions. These
enzymes can accept a wide range of both natural and synthetic substances. Enzymes
can catalyze many different types of reactions, and practically any known reaction can
be catalyzed by an enzyme.

Enzymes are molecules with chemoselectivity, regioselectivity, and enantioselectivity
properties. Because of their chemoselectivity, enzymes usually alter only one type of
a functional category while leaving other functions unaltered. As a result, enzymatic
processes often have a cleaner quality. Through their regioselectivity, enzymes can
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distinguish between functional groups located at different chemical positions within
the same substrate molecule. The complex three-dimensional architecture of enzymes
enables them to achieve this. As chiral catalysts derived from L-amino acids, enzymes
are enantioselective. Thus, enzymes can recognize any type of chirality on a substrate
molecule. Both enantiomers in a racemic substrate can typically undergo a kinetic
reaction at different rates, leading to the conversion of a prochiral substrate into a chiral
product.

However, there are also disadvantages to using enzymes. One type of enantiomer
found in nature is an enzyme. When another type of enantiomeric product is necessary,
an enzyme with precisely the opposite stereochemical selectivity is needed. However,
this is generally not possible. Enzymes need certain conditions for operation. Working
at moderate temperatures and neutral pH can sometimes be problematic as high
temperatures and acidic pH can inhibit some enzymes. Although water has the highest
catalytic activity for enzymes due to its high boiling point and heat of vaporization, it
is not the best solvent for most organic processes since many organic substances are
not highly soluble in aqueous solutions. As a result, transferring an enzyme process
from an aquatic to an organic environment is extremely desirable. However, due to
enzyme denaturation, this can lead to a decrease in catalytic activity. The natural
cofactors on which enzymes rely are extremely important. Despite their exceptional
ability to absorb synthetic substrates, enzymes rely heavily on pure cofactors like
NADH and NADPH. Sadly, these compounds are somewhat volatile, excessively
expensive to employ at stoichiometric levels, and cannot be replaced by cheaper
synthetic counterparts. Enzymes are sensitive to inhibition events. Inhibition of
substances or products, which causes enzymes to stop working at increased
concentrations of substrate, product, or both, can have a wide range of effects on
enzyme operations. Additionally, some enzymes can trigger allergies. While enzymes
have the potential to induce allergic reactions, cautious handling and treating them akin
to chemicals can mitigate this risk.

Typically, biotransformations are carried out by whole, intact microorganisms or
isolated enzyme systems. It is estimated that approximately 300 isolated enzyme
systems are commercially available. Due to the predominantly membrane-bound
nature of essential enzyme systems, their extraction proves challenging, thus
necessitating biotransformations predominantly utilizing intact microorganisms.
Bacteria, yeasts, molds, and microalgae represent the primary categories of
microorganisms employed in biotransformation processes.

Microorganisms utilize nonspecific enzyme systems to catalyze diverse reactions on
both natural and synthetic substrates. Among these processes, microbial
hydroxylations are the most common and preferred. The significance of microbial
hydroxylation came to light in 1952, demonstrating its pivotal role in resolving a
significant challenge associated with corticosteroid synthesis. The introduction of an
oxygen moiety to position C-11, distinct from other functional groups, proved to be a
laborious, costly, and arduous undertaking. Rhizopus arrhizus effectively addressed
this issue through microbial hydroxylation. Following microbial hydroxylation, the
microbial biotransformations became prominent. Since, various substrate groups,
including steroids, have been widely used for microbial biotransformations. Thanks to
their remarkable regio- and stereoselective properties, microbial steroid
biotransformations have been extensively employed in the manufacturing of numerous
vital steroid hormones and pharmaceuticals.
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In recent years, numerous microbial steroid biotransformations have been identified.
In addition to increasing the efficiency of microbial biotransformations, tremendous
effort is still being made to discover new, beneficial microbes and reactions. Following
the discovery of the inaugural microbial hydroxylation in 1952, an extensive array of
fungi has consistently remained among the most thoroughly examined whole-cell
systems for biotransformation processes. Numerous types of steroids have been
subjected to biotransformation by various fungi. The biotransformations undertaken
have produced diverse outcomes, encompassing microbial hydroxylations, Baeyer-
Villiger oxidations, and Sa-reductions, demonstrating significant breadth in the scope
of reactions.

Within this framework investigation, epiandrosterone (8) was incubated with
Penicillium olsonii MRC 500780 for 5 days to see how the fungus metabolized it. A
nutritional media for the fungus was created in 1 L of distilled water. The medium was
uniformly dispersed into ten 250 mL Erlenmeyer flasks and cleaned in an autoclave.
The flasks underwent inoculation with the fungal culture. The flasks were subjected to
incubation on a shaker at 25°C for a duration of 3 days, followed by the aseptic addition
of the substrate dissolved in DMF. Subsequently, all flasks underwent continued
incubation under identical conditions for an additional 5 days period. Following the
incubation period, separation of the fungal mycelium from the broth was achieved
through vacuum filtration. The mycelium underwent rinsing with ethyl acetate, while
the broth was subsequently subjected to extraction using the same solvent, ethyl
acetate. The extracts were dehydrated using anhydrous sodium sulfate and
subsequently evaporated under vacuum conditions, yielding a brown gum, which
underwent chromatographic separation on silica gel 60. From the chromatographic
study, 15a-hydroxy-5a-androstan-3,17-dione (18), 3f,15a-dihydroxy-5a-androstan-
17-one (19), 3B,11a-dihydroxy-5a-androstan-17-one (20), and 3f3,7a-dihydroxy-5a-
androstan-17-one (21) were obtained. The identification of these compounds was
accomplished by correlating the melting points, IR, and NMR spectra of the original
substrate with those of the resultant metabolites.
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1. GIRIS

Organizmalarin biiylimesi ve gelisimi i¢in hayati 6neme sahip olan amino asitler,
karbohidratlar, yaglar, niikleotidler ve organik asitler gibi bilesiklere temel
metabolitler denir. Diger taraftan, canlilarin gelisimi, biliylimesi ve liremesi i¢in
zorunlu olmayan, ancak cesitli biyolojik etkileri olan organik bilesiklerin genis bir
yelpazesi olan sekonder metabolitler daha yaygin olarak dogal iirlinler olarak bilinir

1, 2].

Dogal iiriinler genellikle bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar, bocekler, bitki
patojenleri, endofitler ve deniz organizmalar1 gibi ¢esitli dogal kaynaklardan elde edilir
ve izole edilir [3]. Bu dogal iiriinler genellikle terpenoidler, alkaloitler, yag asitleri
fenolik bilesikler, poliketidler, amino asitler, spesifik karbohidratlar, spesifik peptitler
ve steroidler gibi ¢esitli kategorilere ayrilir [2, 4].

Steroidler, lipofilik ve diisik molekiiler agirlikli bilesikler olup birgok Onemli
fizyolojik rol oynarlar. "Steroid" terimi Yunanca "stereos" kelimesinden gelir ve "kat1"
anlamina gelir. Steroidler, bir siklopentanoperhidrofenantren halkasi (steran halkasi)
iceren bilesiklerdir. Bu halka, A, B, C olarak adlandirilan birbirine bagli ii¢ siklohekzan
halkas1 ve birbirine bagh bir siklopentan halkasi olan D'den olusur (Sekil 1.1). Cogu
steroid molekiili, sirasiyla C-18 ve C-19 olarak da bilinen C-10 ve C-13'te metil
gruplarin1 igerir. Steroidler genellikle C-3 ve C-17'de hidroksil veya karbonil
gruplarina sahiptir. Ayrica, bazi steroidler, D halkasindaki karbon 17'ye bagli zincirleri

igerir [5].

Sekil 1.1. Genel streoid yapisi [4].



Steroidler, belirli bir kimyasal yapiya sahip dnemli organik bilesiklerin bir grubudur.
Bu grup i¢inde en iyi bilinenler, 17. karbon pozisyonunda 7, 8 veya 9 karbon
atomundan olusan alifatik yan zincirlere sahip olan ve li¢iincii karbon atomunda bir
hidroksil grubuna sahip sterollerdir. En yaygin {i¢ sterol ise kolesterol, stigmasterol ve
ergosteroldiir. Kolesterol insanlarda ve diger hayvanlarda bulunurken, stigmasterol ve

ergosterol bitkilerde ve kiiflerde bulunur [6].

Kolesterol, viicutta en bol bulunan steroiddir ve hem insanlarda hem de hayvanlarda
hiicre zarlarinin akiciligini diizenlemede kritik bir rol oynar. Buna ek olarak, steroid
hormonlari, safra asitleri, D3 vitamini gibi gerekli fonksiyonlara sahip birkag¢ diger
madde biyosentezi i¢in esas bir Onciidiir. Aslinda, tim memelilerdeki steroidlerin

kolesterol kokenlidir [6, 7].

HO 1
Sekil 1.2. Kolesterol yapis1 [7].

Steroid hormonlarin fizyolojik ve terapétik rolleri, fizyolojik siire¢ diizenleyicileri
olarak iyi bilinmektedir. Steroid hormonlar ayrica fetal yasamdan yetigkinlige kadar
bir dizi fizyolojik ve gelisimsel silireci kontrol eder. Fizyolojik etkilerine gore,
mineralokortikoidler, glukokortikoidler, progestagenler, androjenler ve dstrojenler gibi
bes tir steroid hormon bulunmaktadir. Aldosteron, en Onemli fizyolojik
mineralokortikoiddir ve siv1 ve elektrolit dengesini kontrol etme yetenegiyle 6ne ¢ikar.
Glukokortikoidler, karbohidratlart mobilize etme yetenekleri ile bilinir ve aym
zamanda yag, glukoz ve protein metabolizmasini diizenlemede genis bir rol oynarlar.
Ostrojenler, kadim iireme sisteminde rol oynar ve kadinlarda ikincil cinsel dzellikleri
olusturmanin yani sira immunolojik, dolasim, iskelet ve noéroendokrin sistemler gibi
bircok biyolojik sistemde de yer alir. Progesteron, iireme sisteminde hayati bir rol
oynar ve gebeligin erken asamasini siirdiirmeye yardimci olur. Androjenler ise

erkeklerde ikincil cinsel 6zelliklere neden olur [8, 13].

Dehidroepiandrosteron (DHEA) (3B-hidroksi-androst-5en-17-on), adrenal korteks,

gonadlar, beyin ve gastrointestinal sistemde sentezlenen endojen bir steroiddir.

2



Dolasimdaki en bol steroid olan siilfatlanmig tiirevi olan DHEAS (10), geng
yetiskinlerde yaygin olarak bulunur. Ancak, yasla birlikte seviyeleri dramatik bir
sekilde diiser ve yaslanma ile iliskilendirilen dejeneratif degisikliklerle baglantilidir.
DHEA (3), kemik, kas, deri ve beyin hiicrelerini dogrudan koruyabilir, bagisiklik
yanitini, inflamasyonu ve lipid metabolizmasini degistirebilir ve glukokortikoidlerin

zararl etkilerini hafifletebilir [14].

Klinik ve deneysel ¢alismalar, insanlarda ve diger memelilerde DHEA/DHEAS'in ¢ok
islevli steroidler oldugunu ve obezite, diyabet, kemik metabolizmasi, ndroproteksiyon,
ateroskleroz ve anti-tiimorijenesis gibi genis bir biyolojik silire¢ yelpazesinde rol
aldigin1 gostermistir. DHEA (3) ve siilfati, gama-aminobiitirik asit (GABA) ve N-
metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri tlizerindeki modiilator etkileriyle giiclii
noroaktif steroidlerdir [14].

DHEA (3), insanlarda ve kemirgenlerde, androst-4-en-3,17-dion (4-adion) yoluyla
androjen ve Ostrojen sentezinde fizyolojik bir Oncii olarak gorev yapar. Bu etkilerin
mekanizmalarii aydinlatmak i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Ancak, mevcut veriler,
DHEA'min (3) birlesik bir mekanizma yerine cesitli yerlerde ve seviyelerde etkili
oldugunu gostermektedir. DHEA'nin (3) insanlarda ve kemirgenlerdeki ¢oklu etkileri
tam olarak anlasilamamaistir, ancak bu etkiler, DHEA'nin (3) biyolojik olarak aktif

oksijenli metabolitlere doniisiimiinii icerebilir [14].

DHEA (3), kolesterolden bir dizi sitokrom P4so reaksiyonu ile tiiretilen, dogal olarak
olusan bir C-19 adrenal steroididir ve epiandrosteron (30-hidroksi-5a-androstan-17-
on, EpiA) (8) metabolitinin Onciisiidiir. EpiA'nin (8) olusumu iki mekanizmayla
gerceklesir: (4) androst-4-en-3,17-dion (4-adion)'un enon halka A'sinin tam
indirgenmesi ve 4-adionun A4 ¢ift baginin ve 3a-ketonunun secici indirgenmesiyle Sa-
androstan-3a,17a-diol (3a,17a-AAD) olusturulmasi, ve ardindan 17a-oksidasyonu ile
EpiA'nin (8) sentezlenmesi (Sekil 1.3). DHEA (3), steroid iireten dokularda,
androjenler ve Ostrojenlere metabolize edilir. Ayrica memeli dokularinda, 6zellikle
insan karacigerinde, EpiA (8) ile birlikte oksijenli tiirevlerine metabolize edilir.
Sitokrom P4s50-7B1 (CYP7B1), NADPH kullanarak tiim 3p-hidroksisteroidlerin
(kolesterol (1) hari¢) 7a-hidroksilasyonundan sorumludur. 3p-hidroksisteroidler,
beyin, karaciger, deri ve eklemler gibi hidroksilazin ifade edildigi dokularda
pregnenolon ve Sa-androstan-3a,17-a-diol igerir. Bu dokular, ayrica, 7a-

hidroksisteroidleri karsilik gelen 78-hidroksisteroidlere doniistiiren NADP(H) bagiml
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11B-hidroksisteroid dehidrojenaz tip 1 (11B-HSDI1) igerir. Dolayisiyla, DHEA

metabolizmasi ¢esitli fizyolojik olaylari anlamanin anahtaridir [14].
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Kolesterol 1 Pregnenolon 2 Dehidroepiandrosteron 3 DHEA-siilfat 10
OH OH 0O 0
Qﬁgj?— Ligj?— Ligjﬁ_. |
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H H
Dihidrotestosteron 6 Testosteron 5 Androst-4-en-3,17-dion 4 Etiokolanon 9
OH 0]
HO = HO =
H H

5a-androstan-3f,17p-diol 7 Epiandrosteron 8

Sekil 1.3. Epiandrosteron’un metabolik yolu [14].



2. LITERATUR TARAMASI

Bir biyolojik sistem i¢in yabanci olan ve gesitli etkilere sahip olan maddelere veya
molekiillere "ksenobiyotik" denir. Ilaglar, gida katki maddeleri, pestisitler,
hidrokarbonlar, ¢evresel kirleticiler, kanserojenler ve endiistriyel kimyasallar gibi
cesitli maddeler bu kategoriye girer. Dogalar1 geregi lipofiliktirler ve genellikle
akcigerler, cilt veya gastrointestinal sistem yoluyla emilirler [5]. Biyotransformasyon,
ksenobiyotiklerin enzimler veya hiicre, doku veya organ kiiltiirleri ile
mikroorganizmalarin  enzim igeren sporlar1 tarafindan kimyasal olarak

dontstiiriilmesini ifade eder [16].

2.1. Biyotransformasyon

Biyolojik sistemlerdeki enzimler, yabancit maddeler lizerinde kimyasal degisikliklere
neden olan biyotransformasyonlar1 gerceklestirirler. Bu siireg, bilinen iirlinleri daha

verimli bir gekilde liretmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir [17, 19].

Biyotransformasyon, ucuz ve etkili bir sekilde kimyasal veya mikrobiyal yontemlerle
dontistiiriilemeyen, kolayca temin edilebilen 6n maddelerin daha degerli bir nihai
tirline doniistiiriilmesini saglar ve ayn1 zamanda gida metabolitleri, ince kimyasallar ve

ilaglarin tiretimini katalize eder [18].

Biyoteknolojik yaklasim, farkli islevleri ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle ilag
kullaniminda 6nemli olan ikincil metabolitleri tiretmek i¢in kullanilir. Bu tiir ikincil
bilesikler arasinda glikozitler, alkaloidler, flavonoidler, terpenoidler ve ugucu yaglar

bulunur [18].

Dogal doniisiim siireci, biyotransformasyonun aksine diisiik verimli, spesifik olmayan
ve spesifik reaksiyonlar vermede zayif bir siirectir. Biyotransformasyon ise ¢cok adiml
kimyasal reaksiyonlar1 azaltabilir, daha kisa siirede ve daha diisik maliyetle
gerceklesen, spesifik reaksiyonlar verebilen, ve iyi bir verim elde etmek icin tek bir
adimin yeterli oldugu hizli ve basit bir siirectir. Yan reaksiyonlar minimaldir ve

substratlar dogal veya sentetik olabilir. Ayrica, biyotransformasyon nétr pH, ilimh



sicaklik (20-40°C) ve atmosferik basing gibi kosullarda gergeklestirilebilir ve bir dizi
enzim aktivitesini ifade eden hiicre kiiltiirleri kullanilarak birden fazla reaksiyon
gergeklestirilebilir, boylece ¢evresel kirlilik azaltilabilir [18]. Biyotransformasyon, bir

substratin mikrobiyal (enzimatik) doniisiimii ile iiriin elde etme stirecidir [19].

Glinlimiizde biyotransformasyonlarda, yari1 sentetik enzimler, modifiye edilmis
enzimler, antikor yapisina sahip enzimler veya abzimler kullanir. Metabolitleri izole
etmek icin kullanilan ayirma tekniklerinin enzimi denatiire etmesi ve yeniden
kullanilmasini sinirlamasi, enzimleri i¢eren biyotransformasyon arastirmalarindaki en
onemli sorunlardan biridir. Enzim sabitleme bu soruna ¢oziim saglamistir [20].
Sabitlemeden sonra, ¢ok sayida enzim ve mikroorganizma bu sekilde siirekli olarak
kullanilabilir. Enzimleri iceren biyotransformasyon arastirmalarinda, ¢ogu organik
substratin suda sinirli ¢oziiniirliigli bagka bir zorluk teskil eder. 1985 yilinda, bazi
enzimlerin 6zellikle lipazlarin organik ¢oziiciilerde kullanilabilecegi gosterildiginden,

bu biyotransformasyonlar daha yaygin hale gelmistir [4].

2.2. Enzimler, Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Enzimler alt1 grupta simiflandirilir: Oksidorediiktazlar, C-H, C-C ve C=C baglarinin
oksijenasyonu ve hidrojen atomu esdegerlerinin uzaklastirilmas: gibi oksidasyon-
indirgeme reaksiyonlaridir. Transferaz, agil, seker, fosforil, aldehit ve keton gibi
fonksiyonel gruplarin transfer reaksiyonudur. Hidrolaz reaksiyonlari kimyasal bir bagi
kirmak i¢in su kullanir; 6rnegin C-N iceren fonksiyonlarda esterler, anhidritler,
peptitler, amidler ve glikozitlerde oldugu gibi. Liyaz reaksiyonlari, fonksiyonel
gruplarin hidroliz olmadan eklenmesi veya ¢ikarilmasidir; 6rnegin, C=C, C=N ve C=0
baglarma HX eklenmesi gibi. izomeraz reaksiyonlari, bir bilesigin izomerine
doniistiiriildiigli reaksiyonlardir; cis-trans izomerizasyonu ve C=C bag1 gocii gibi.
Ligaz reaksiyonlari, karbon ve baska bir atom arasinda yeni baglarin olustugu
reaksiyonlardir; 6rnegin, fosfat ester baglarinin ve C-O, C-S, C-N, C-C baglarinin
olusumu. Organik sentezde gerceklestirilen yararli biyotransformasyonlarin
cogunlugu hidrolaz sinifina ait enzimlerle yapilir. Oksidorediiktaz ikinci siradadir ve

geri kalanlarin kullanimi diistiktiir [21].

Enzimlerin biyokatalizdr olarak bir¢ok avantaji vardir. Ornegin, organik sentezde

enzim kullanimi, enzimsiz bir reaksiyona gore 10 - 10'° kat hizl sekilde islevlerini



yerine getirerek bircok fayda saglar [19]. Ayrica, etkili olabilmeleri i¢in ¢ok diisiik
miktarda katalizore ihtiya¢ duyarlar [19, 20].

Enzimler, yeniden diizenleme, bozunma, izomerizasyon, rasemizasyon gibi
istenmeyen yan reaksiyonlar1 en aza indiren 1limhi kosullarda (20-40°C) calisir ve
genellikle pH 5-8 araliginda etkili olurlar. Bunun nedeni, enzimlerin protein dogasina
sahip biyomolekiiller olmalar1 ve pH ile sicaklik gibi parametrelerin enzimatik
reaksiyonu hizlandirmak i¢in ¢ok az degistirilebilir olmasidir [19, 20]. Ek olarak,
enzimler genis bir reaksiyon yelpazesini katalize edebilir ve substratin aktif olmayan
tarafinda reaksiyonlar1 tesvik edebilirler. Ayrica, biiylik miktarda substrati kabul
edebildikleri i¢in ¢esitli dogal olmayan maddeleri kabul etmeye tolerans gosterirler

[19, 20].

Enzimler, kemo-regio secicilik sahiptir; bu da demektir ki, son iiriin genellikle daha
temiz olma egilimindedir ve safsizliklar ile istenmeyen yan reaksiyonlar1 gidermek
daha kolaydir ¢ilinkii enzimler genellikle belirli bir tip fonksiyonel gruba etki ederler.
Diger fonksiyonellikler kemo-se¢iciligi nedeniyle degismeden kalacaktir. Ayrica,
enzimler regio-se¢icidir ¢iinkii karmasik ii¢ boyutlu yapilar1 sayesinde ayni substrat
molekiilii i¢inde farkli pozisyonlarda bulunan, ancak ayni olan fonksiyonel gruplari

ayirt edebilirler [20].

Bir¢ok organik bilesik, suda ¢oziinmedigi i¢in, enzimlerin ¢aligma ortami olarak en
tipik olan1 sudur. Ancak, enzimler su disindaki ortamlarda da calisabilirler. Ayrica, agir
metallerin aksine, tamamen biyolojik olarak pargalanabilir olduklar1 icin c¢evre

acgisindan kabul edilebilirler [19, 20].

Dogada ¢ogunlukla protein yapisina sahip olan enzimler, klasik sentez siireglerinde
kullanilan ¢ogu reaktanin aksine, cevre dostu olarak kabul edilirler ciinkii

pargalanabilirler [20].

Enzimler, kiral biyomolekiiller olarak, enantio-segicilikleri sayesinde diger
yontemlerle zor veya imkansiz olan reaksiyonlari etkin bir sekilde katalizleyebilirler.
Yalnizca L-amino asitlerden olusmalar1 nedeniyle, prokiral bir maddeye etki ederek
onu sadece bir enantiyomere doniistiiriirler. Ayrica, eger bir enzim rasemik bir
karisimda yalnizca bir enantiyomeri etkiliyorsa, bu rasemik karigimlarin ayrilmasini

saglayabilir [20].



Enzimler, c¢esitli reaksiyon tiirlerini katalize edebilen biyokatalizorlerdir. Sentetik
islemlerin neredeyse her biri i¢in bir enzimatik reaksiyon karsiligi bulunmaktadir.
Alkan, alken, aromatik bilesiklerin yan1 sira alkol, aldehit, keton, siilfiir ve siilfitlerin
oksidasyonu veya indirgenmesi, karboksilasyon, dekarboksilasyon, alkilasyon, lakton,
laktam, amid, ester, eter, epoksit, asit anhidriti ve nitrillerin sentezi veya hidrolizi gibi
cesitli reaksiyonlar enzimler aracilifiyla gergeklestirilebilir. Ayrica, Michael eklemesi,
Diels-Alder reaksiyonlari, asilasyon ve aldol siirecleri, dehalojenasyon ve
halojenasyon, amonyak, izomerizasyon ve hidrojen siyaniiriin ilave edilmesi veya

cikarilmasi gibi reaksiyonlar da enzimler tarafindan katalizlenebilir [20].

Yukaridaki enzim ozellikleri, organik sentez metodlariyla zor veya yapilmasi gii¢ olan
reaksiyonlarin, enzimler araciliiyla kolayca gergeklestirilebilecegini gdstermektedir.
Ancak, enzimlerin kullanimiyla iligkilendirilen baz1 dezavantajlar da bulunmaktadir.
Ornegin, ¢ogu enzim, reaksiyonlarmni gerceklestirmek igin pahali ve kararsiz bilesikler

olan kofaktorlere ihtiyag duyar [20].

Ayrica, enzimlerin kullanimi bazi istenmeyen sartlara da neden olabilir. Ornek olarak,
bir enzimin yalnizca bir enantiyomerik formu vardir ve sadece belirli bir
enantiyomerle reaksiyona girebilir, ¢linkii diger enantiyomerik formun biyosentezi i¢in

ortak bir yontemi bulunmamaktadir [20].

Bazi enzimlerin dogal kofaktdrlere gereksinim duymasi Onemlidir. Enzimatik
reaksiyonlarla ilgili olarak, NADH ve NADPH gibi kofaktorlerin reaksiyon ortaminda
bulunmasi ve yenilenmesi gereklidir. Enzimatik reaksiyonlarin baslica dezavantaji,
kofaktorlerin genellikle ¢ok pahali ve kararsiz olmalaridir ve sentetik muadilleriyle

degistirilememeleridir [20].

Enzimlerin yalnizca dogal ortamlarinda substratlarini etkiledigi seklinde bazi
dogmatik varsayimlar olsa da, ¢ogu enzim pahali ve son derece hassastir; ayrica bazi

alerjik reaksiyonlara da neden olabilirler [21].

2.3. Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyonlar genellikle iki yontemle gerceklestirilir: tam hiicre sistemleri
veya izole edilmis enzimler. "Tam hiicre sistemleri" terimi, mikroorganizmalarla
birlikte bitki ve hayvan hiicreleri, dokular1 ve organ Kkiiltiirlerini ifade eder.

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda, tam hiicre sistemlerinin tercih edilmesinin ana



nedenleri sunlardir: hiicre disinda ¢ogu enzimin hiicre i¢inde kararsiz olmasi, bazi
proteolitik enzimlerin hiicre i¢i enzimleri homojenizasyon sirasinda hidrolize etmesi
ve hiicre i¢i enzimlerin siirekli olarak kofaktorlere ihtiya¢c duymasi ve izole edilmesi

gerekliligi. Bu durum hem maliyetli hem de karmasiktir [22].

2.4. Mikrobiyal Biyotransformasyon

Mikrobiyal biyotransformasyonlar mikroorganizmalarin katalizorliigii esliginde, bir
bilesigin benzer olan baska bir bilesige doniismesi olarak ifade edilir [23]. Mikrobiyal
hiicreler, biyotransformasyon reaksiyonlar1 i¢in en yaygin tercih edilen hiicre
sistemlerinden biridir. Mikrobiyal hiicrelerin, bitki ve hayvan hiicrelerine kiyasla daha
hizli bilylime ve gelisme oOzellikleri vardir. Bu hizli biiyiime 6zelligi,
mikroorganizmalarla yapilan biyotransformasyonlarin hizli ve verimli bir sekilde
gerceklesmesini saglar [20]. Ayrica, mikrobiyal hiicreler bitki ve hayvan hiicrelerine
kiyasla daha genis bir yelpazedeki substratlari metabolize edebilme yetenegine

sahiptirler [24].

Mikrobiyal hiicreler, kiiciik boyutlar1 ve saglam hiicre duvar1 yapilar1 nedeniyle,
mekanik olarak daha stabil olmalar1 agisindan bitki ve hayvan hiicrelerine gore
avantajhidir. Bu ozellikleri, ¢esitli kiiltiir tekniklerinde bu tiir hiicrelerin ortama daha

1yl uyum saglamasini saglar [24].

Mikrobiyal biyotransformasyonlarin giiniimiizde biyoteknolojide onemli bir alan
olusturmasinin nedeni, klasik sentezlere gore daha 1limli kosullar altinda
gerceklesmeleri ve kisa slirede tamamlanmalaridir.  Cogu  mikrobiyal

biyotransformasyon, 1 atmosfer basingta ve oda sicakliginda gergeklesir [25].

Mikroorganizmalar genetiksel olarak degistirilebilir. Bu mikroorganizmalarda yapilan
genetik degisiklikler ve diger kimyasal metodlar ile elde edilen 6nemli {iriinler, daha
yiiksek verimlilikle elde edilebilir. Oyle ki genetik degisiklikler sayesinde, iiriinlerde

istenilen degisikliklerin bile saglanmast miimkiindiir [26].

Mikroorganizmalar, yapisindaki 6zgiin olmayan enzim sistemleri sayesinde hem
sentetik hem de dogal bir¢ok farkli substrat iizerinde cesitli kimyasal reaksiyonlari

gerceklestirebilirler [24].

Mikrobiyal hiicreler, baz1 nedenlerden dolay1 biyotransformasyon ic¢in ideal bir

secimdir:



e Mikrobiyal biyotransformasyon yiiksek ylizey-hacim oranina sahiptir.

e Mikrobiyal hiicrelerin daha yiiksek biiylime oranlari, biyokiitle doniisiimiiniin

suresini azaltir.

e Mikroorganizmalardaki metabolizma oranmin yiiksek olmasi, substratin

verimli bir sekilde doniisiimiine yol agar.

e Mikroorganizmalar kullanildiginda steril kosullar1 korumak daha kolaydir

[27].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik kimyasal metodlara kiyasla daha diisiik
maliyetle ve daha kisa siire igerisinde gerceklestirilebilir. Hedef bilesikler, genellikle
daha yiiksek verimle ve daha kisa siirede, besiyeri bilesenleri ve mikroorganizmalar
kullanilarak elde edilir; bu da kimyasal reaktiflerin maliyetlerine kiyasla daha

ekonomik bir yol sunar [26].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar doga dostudur. Genelde yapilan kimyasal sentez
yontemlerinde tercih edilen bir¢ok reaktif, dogaya ciddi zararlar verebilir [20].
Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlar1 enantioselektiftir. Klasik kimyasal
sentez yontemleri genellikle hedef molekiilleri ayirmasi zor olan rasemik karigimlari
uiretir. Bilhassa ilag aktif maddelerinin tayin edilmesinde tek enantiyomer elde etmek
son derece elzemdir. Tek enantiyomerin secici olarak iiretilmesi icin
mikroorganizmalarin kullanimi1 giiniimiizde giderek yaygin olarak kullanilmaya

baslanmistir [28].

Klasik kimyasal sentez metodlarina farkli olarak mikrobiyal biyotransformasyonlar
sirasinda  maddeler  tizerindeki  diger fonksiyonel gruplarin  korunmasi
gerekmemektedir. Bu  avantaj enzimlerin  regio-segicilikleri  nedeninden

kaynaklanmaktadir [29].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢ogunlukla fonksiyonel gruplara ihtiyag
duymazlar. Ornegin, mikrobiyal hidroksilasyonlar, fonksiyonel gruplardan uzak

bolgelerde gerceklesebilir [20].

Mikroorganizmalar farkli ortamlara rahat¢a uyum saglarlar. Bu 6zelliginden dolay1
erlenden fabrika fermantdrlerine kadar bircok ortama kolay bir sekilde uyarlanarak

kullanilirlar [26].
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Mikrobiyal hidroksilasyonun onemi, kortikal steroidlerin kullanilarak bir anti-
enflamatuar maddenin sentezi sirasinda 1952'de ortaya c¢ikti. Rhizopus arrhizus
kiifiiniin, kortikal steroidlerin sentez siirecini tek bir adimda gercgeklestirebildigi
kesfedildikten sonra, mikrobiyal biyotransformasyon biiyiik ilgi gordii. Bu siirec,
oksijen fonksiyonunu C-11 pozisyonuna yerlestirir ve sentez i¢in fonksiyonel grup
bulunmadigindan, fonksiyonel gruplardan uzak bir noktada gergeklesir. Ancak, bu

stirecin uzun siirdiigili ve yiiksek maliyetli oldugu bulundu.

Belirtilen reaksiyonun, kesfi sonucunda, progesteron (11) mikrobiyal, hidroksilasyon

yoluyla 11a-hidroksiprogesterona, doniistiiriildii [19, 20, 30, 31].

HO,

1" 12

Sekil 2.1. ilk mikrobiyal hidroksilasyon [20].

Bu nedenle, ¢esitli mikroorganizmalar arasinda kiifler, mayalar ve bakteriler, serbestce
veya belirli yiizeylere sabitlenerek ilag ve hormon iiretimi i¢in mikrobiyal dontistimde
kullanilirlar. Bircok steroid, anti-enflamatuar, idrar soktiiriicli, anabolik, dogum
kontrolli, antiandrojenik, pregestatif ve antikanser gibi ¢esitli uygulamalarda

kullanilan ilaglar olarak siklikla degerlendirilir [25, 30].

2.5. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Steroidlerin biyotransformasyon reaksiyonlarmin yiiksek bolge ve stereoseciciligi
sayesinde, ilaclar ve hormonlar gibi 6nemli fonksiyonel bilesiklerin {iretiminde genis
capta kullanilmaktadir. Bu durum, 1952 yilinda Rhizopus tirii tarafindan
progesteronun 11a-hidroksilasyonunu belirlemek i¢in Murray ve Peterson'un
calismasiyla kesfedilmistir. O zamandan beri, steroidlerin ila¢ ve hormon iiretiminde
mikrobiyal biyotransformasyonunun 6nemi giderek daha fazla vurgulanmaktadir [33,

34].

Mevcut mikrobiyal biyotransformasyonun etkinligini artirmak, yeni reaksiyonlari ve

kullanilabilecek mikroorganizmalart tanimlamak, istenilen yapisal doniligiimii
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gerceklestirebilecek mikroorganizmalari izole etmek i¢in ¢aligmalar devam etmektedir

[34, 35].

Mikrobiyal steroid biyotransformasyonu, bir dizi farkli kif tirii tarafindan
ger¢eklesmistir. Bu arastirmalar, mikrobiyal hidroksilasyonlar, Baeyer-Villiger
oksidasyonlari, aromatizasyon siiregleri, keton gruplarmin indirgenmesi, yan
zincirlerin ¢ikarilmasi, mikrobiyal hidrojenasyonlar, dehidrojenasyonlar, hidroksil

gruplarinin oksidasyonu gibi ¢esitli farkli reaksiyonlari igerir [19, 20, 33, 36].

2.6. Penicillium Tiirleri ile Epiandrosteron (8) Biyotransformasyonlari

Farkli steroidlerin Penicillium tiirleri ile biyotransformasyonu genellikle Baeyer-
Villiger oksidasyonu, mikrobiyal hidroksilasyon, mikrobiyal hidrojenasyon ve
dehidrojenasyon gibi siireclerle sonuglanmistir. Literatiirde, Epiandrosteron'un (8)

Penicillium tiirleriyle inkiibasyonu iizerine iki ¢alisma bulunmaktadir [37,38].

Omegin, P. vinaceum izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.2.) androstandion
(13), 17a-oxa-d-homo-5a-androstan-3, 17-dion (14), 3B-hidroksi-17a-oxa-d-homo-

Sa-androstan-17-on (15) metabolitlerini vermistir [37].

0. __0O

HO

o
il

HO 14

Tl

Tl

13

Sekil 2.2. P. vinaceum ile inkiibasyon [37].

P lanosocoeruleum KCH 3012 ile epiandrosteronun inkiibasyonu (sekil 2.3.) 3a-
hidroski-17a-oxa-d-homo-5a-androstan-17-on (16) ve 3B-hidroksi-17a-oxa-d-homo-

Sa-androstan-17-on (17) metabolitlerini vermistir [38].
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Sekil 2.3. P. lanosocoeruleum KCH 3012 ile inkiibasyon [38].

2.7. Calismanin amaci

Bu calismanin amaci epiandrosteron (8) bilesiginin Penicillium olsonii MRC 500780

izolat1 ile biyotransformasyonunun incelenmesi ve bu kiif tarafindan nasil metabolize

edileceginin arastirilmasidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Genel Bilgiler

Cam malzemeler ile besiyerleri otoklavda (Niive OT 40 L) 20 dakika siire ve 121
°C’de sterilize edildi. Yatik agar besiyerine kiif nakli, sterilizasyon islemi yapilmis
erlenlere kiif ve madde nakli steril kabinde (Niikleon marka cihaz) gergeklestirildi.
Inkiibasyonlar ~calkalamali inkiibatér (Gerhardt THO 500 Laboshake) ile
gerceklestirildi. Perkin Elmer SpectrumTwo spektrometresi kullanilarak steroidlerin
infrared spektrumlar1 alindi. 'H NMR spektrumlari ¢dziicii olarak CDCls
(doterokloroform) ve i¢ sinyalini ise C4H12S1 (tetrametilsilan) standardi kullanilarak
Variann Mercury 300 NMR spektrometresi ile 300 MHz’de alindi. *C NMR
spektrumlari solvent olarak déterokloroform kullanilarak Variann Mercury 300 NMR
spektrometresi ile 75 MHz’de bakildi. Steroidlerin erime noktalar1 Elektrothermal TA
9200 model cihaz ile olgiild.

Kolon kromatografisi ve biyotransformasyon ¢alismalar1 ince tabaka kromatografisi
yontemi (ITK) ile izlendi. ITK islemleri 0,25 mm’lik silisyum dioksit jel levhalari
(silika jel merck GF254) ve hekzan-etil asetat (1:1) ¢ézgen yontemi ile ylriitildii.
ITK levhalarindaki maddeler kendilerine 6zel bir reaktife (p-anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifi) daldirildiktan sonra 3 dakika siire ile 120 °C’de isitilarak renkli ve

gozlenebilir hale getirildi.

3.2. Deneysel Calismalar

3.2.1. Yatik agar besiyeri hazirlanisi

1,7 g agar ve 11,7 g PDA (potato dekstroz agar) karisimi distile su ile 300 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak yatik agar besiyeri hazirlandi. Besiyeri
sogumadan Once deney tiiplerine yarilarina kadar ilave edildikten sonra tiip agizlar
yeterli miktarda pamuk ile kapatildi. Ag1z kisimlar1 aliiminyum folyo ile sarilmis olan

tiipler otoklavda 20 dakika 121°C’de sterilize edildi. Tiiplerdeki eritilmis besiyeri



donma noktasina gelmeden takriben 45 derecelik bir agiyla sogumaya birakildiktan

sonra yatik agar besiyerleri temin edildi.

3.2.2. Kiif kiiltiirlerinin hazirlanis1 ve tazelenmesi

Kiiltiir koleksiyonundan satin alinan kiif sonradan hazirlanan yatik agar besiyerinin
3 tanesine steril sartlarda ilave edilip 25 °C’de gelismeye birakildi. Bu sekilde
tazelenmis yatik agar kiiltiirlerindeki en gelismis kiif iki hafta araliklar ile yeni yatik
agar besiyerine steril kosullarda aktarma islemi yapildi. Ayni islem iki kez tekrarlandi.
Sonrasinda mevcut en iyi ve taze gelismis kiif biyotransformasyon c¢alismasinda

kullanima alindi.

3.2.3. Kiif besiyerinin hazirlanisi

P, olsonii MRC 500780 kiifiine ait 1 L besiyeri glukoz (30 g), pepton (10 g), distile su

icinde ¢6zdiiriiliip karistirilarak hazirlandi.

3.2.4. Biyotransformasyon deneyi

P. olsonii besiyeri 250 mL’lik 10 ayri erlene boliindiikten sonra otoklavda sterilize
edildi. P. olsonii kiifii bu erlenlere steril sartlarda ilave edildikten sonra g¢alkalayici
inkiibatorde 25 °C, 150 rpm’ de 3 giin siire ile inkiibasyon islemi i¢in birakildi.
Inkiibasyon akabinde epiandrosteron (0,5 g) steril sartlarda DMF (5 mL) iginde
cozdiiriilerek erlenlere esit sekilde aktarildi ve daha sonra erlenler 5 giin daha 25°C’de

inkiibasyona birakild1.

Biyotransformasyon ¢aligmasi bir adet kontrol erleni ile gézlendi. Once kullanilacak
kiifii icermeyen ama streril besiyeri igeren bir erlene sadece substrat ilave edilerek
kontrol erleni hazirlandi. Biyotransformasyon ¢alismasindaki tiim islemler kontrol
erleni i¢inde ayni sekillerde gergeklestirildi. Bu islemlerin sonrasinda s6z konusu
erlenden ITK alindiginda hi¢ bir metabolit gdzlenmemesi biyotransformasyon

calismasina ait sonuglarin kabul edilebilir ve bilimsel oldugu oldugunu gosterdi.

3.2.5. Metabolitlerin saflastirilmasi ve yapilarinin tayini

Inkiibasyon akabinde kiife ait olan besiyeri filtrasyonla misellerinden siiziintii olarak

stiziildii ve miseller bir miktar etil asetat (500 mL) ile yikamaya tabii tutuldu.

16



Filtrattaki steroidler etil asetat (1 L) ile 3 defa ekstrakte edildi. Toplanan ekstrakt

tiriinlerine susuz sodyum siilfat ilave edilerek ekstraktlar susuzlastirildi.

Etil asetat estraktlarin evaporatorde ucurulmasi ile yagimsi bir madde temin edildi ve
bu yagimsi maddeyi epiandrosteron ile karsilastirmak icin bir ITK calismasi
uyguland1. Yagims1 maddedeki steroidler ITK ¢alismasinin sonuglarma gore silisyum
dioksit jel 60’1n (230-400 mesh , merck 107734) absorban ve n- hekzan igerisinde artan
etil asetat derigimlerini ise eliient olarak kullanildig1 bir kolon kromatografisi caligmasi
ile saf hale getirildi. Epiandrosteron ile her steroidin IR, NMR spektrumlar1 ve erime

noktasi karsilagtirilarak yapi tayinleri gerceklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

Bu ¢alismada karbon iskeleti Sekil 4.1.’de gdsterilen epiandrosteron (8) bilesiginin P,
olsonii MRC 500780 kiifii ile 5 giin sliren biyotransformasyonlar1 gerceklestirildi.

Sekil 4.1. Substrata ait karbon iskeleti [4].

0,5 g epiandrosteron (8) bilesiginin P. olsonii MRC 500780 ile inkiibasyonundan
kahverengi sakizimsi bir karisim (1083 mg) elde edildi. Bu karisim ile yapilan kolon
kromatografisi ¢alismas1 degismeyen baslangic maddesi (123 mg) ile 15a-hidroksi-
Sa-androstan-3,17-dion (18), 3pB,15a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (19), 3f,110-
dihidroksi-5a-androstan-17-on (20) ve 3B,7a-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (21)

tiriinlerini verdi (Sekil 4.2.).

HO -

Sekil 4.2. Epiandrosteronun P. olsonii MRC 500780 ile inkiibasyonu.



15a-hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (18) (%8, 42 mg).
Erime noktasi: 162-163 °C, lit., 159-161 °C [39].
IR (Vmax/em™): 3380 ve 1730.

'H NMR (300 MHz, CDCLs): 0,93 (3H, s, 18-H), 1,07 (3H, s, 19-H), 2.11 (1H, d, J =
6,5 Hz, 16-H). 2,97 (1H, d, J= 8,2 Hz, 16-H), 4,40 (1H, td, J= 1,5 ve 6,5 Hz, 15B-H).

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

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

C atomu (8) (18) (19) (20) (21)
1 36,87 3837 36,94 3843 36,61
2 31,36 37,93 3146 31,56 31,29
3 71.06 21221 71,00 70,65 70,97
4 37,98 4435 3790 3836 3747
5 44776 46,17 4444 4498 37,03
6 28,33 2845 2831 2880 3568
7 30,83 31,59 3531 30,66 66,44
8 3498 3507 32,17 34,10 39,05
9 5435 5335 5403 6027 46,02
10 35,58 35,64 35559 3726 3568
11 20,44 20,42 2034 6844 2024
12 31,47 3125 3131 42,74 3129
13 47,76 50,62 50,87 47,94 47,56
14 51,34 57,40 5792 50,19 45,77
15 21,73 70,04 70,43 21,73 21,30
16 3580 46,01 4599 3581 36,61
17 221,49 216,97 216,86 219,94 221,47
18 13,77 1529 1544 1445 12,89
19 1226 1138 1234 12,65 11,17
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3B,15a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (19) (90 mg, %17).
Erime noktasi: 75-76 °C, lit., 69-72 °C [39].
IR (Viax/em™): 3310 ve 1735.

'H NMR (300 MHz, CDCLs): 0,86 (3H, s, 19-H), 0,92 (3H, s, 18-H), 2.11 (1H, d, J =
8 Hz, 16-H). 2,99 (1H, d, J= 8,6 Hz, 16-H), 4,40 (1H, td, J = 1,5 ve 6,5 Hz, 15p-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): Bakiniz Tablo 4.1.
3B,11a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (20) (32 mg, %6).
Erime noktasi: 106-107 °C, lit., 103-104 °C [40].

IR (Vmax/cm™): 3460 ve 1735.

"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,86 (3H, s, 18-H), 0,95 (3H, s, 19-H), 3.63 (1H, tt, J =
5ve 11 Hz, 30-H), 3.96 (1H, dt, /=5 ve 10 Hz, 11B-H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): Bakimz Tablo 4.1.
3B,7a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (21) (21 mg, %4).
Erime noktasi: 196-197 °C, lit., 194 °C [40].

IR (Vmax/cm™): 3355 ve 1740.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 0,84 (3H, s, 19-H), 0,88 (3H, s, 18-H), 3.64 (1H, tt, J =
5 ve 11 Hz, 3a-H), 3.98 (1H, bs, 78-H)

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

Epiandrosteron (8) bilesiginin P. olsonii MRC 500780 ile 5 giin siiren inkiibasyonu
Sekil 5.1.”de gosterildigi sekilde 4 farkli metabolit ile sonuglandi.

o)

HO H

21 20
Sekil 5.1. Epiandrosteronun P. olsonii MRC 500780 ile inkiibasyonu.

[Ik metabolitin 15a-hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (18) oldugu tespit edildi.
Metabolit '"H NMR spektrumu &y 4.40 ppm’de 15a-hidroksil grubunun varligimi
gdsteren belirgin bir rezonans (1H, td, J = 1,5 ve 6,5 Hz) [41] verdi. Metabolit '*C
NMR spektrumunun (Tablo 5.1.) C-14 ve C-16 rezonanslar1 asagiya yonelmis
kaymalar (C-14 i¢in Adc 6,06 ppm ve C-16 i¢in Adc 10,21 ppm) vermesi bir 15a-
hidroksil grubunun var oldugunu daha da netlestirdi [42]. Metabolite 'H NMR
spektrumu basta olan maddenin 6y 3,54 ppm’deki 30-H rezonansini (1H, tt, J =5 ve
12 Hz) vermemesi ve metabolitin *C NMR spektrumunun 8¢ 212,21 ppm’de yeni bir
kuaterner karbon rezonansini vermesi 3p-hidroksil grubunun oksidasyona ugradigini

gosterdi.



Tablo 5.1. Steroidlere ait '3*C NMR kimyasal kayma bilgileri.

C atomu (8) (18) (19) (20) (21)
1 36,87 38,37 36,94 38,43 36,61
2 31,36 37,93 31,46 31,56 31,29
3 71.06 212,21 71,00 70,65 70,97
4 37,98 44,35 37,90 38,36 37,47
5 44,76 46,17 44,44 44,98 37,03
6 28,33 28,45 28,31 28,80 35,68
7 30,83 31,59 35,31 30,66 66,44
8 34,98 35,07 32,17 34,10 39,05
9 54,35 53,35 54,03 60,27 46,02
10 35,58 35,64 35,59 37,26 35,68
11 20,44 20,42 20,34 68,44 20,24
12 31,47 31,25 31,31 42,74 31,29
13 47,76 50,62 50,87 47,94 47,56
14 51,34 57,40 57,92 50,19 45,77
15 21,73 70,04 70,43 21,73 21,30
16 35,80 46,01 45,99 35,81 36,61
17 221,49 216,97 216,86 219,94 221,47
18 13,77 15,29 15,44 14,45 12,89
19 12,26 11,38 12,34 12,65 11,17

Ikinci iiriin 3B,15a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (19) olarak belirlendi. Uriin 'H
NMR spektrumunda ou 4.40 ppm’de tipik bir 15a-hidroksil grubun varligini gésteren
bir rezonans (1H, td, J = 1,5 ve 6,5 Hz) tespit edildi [41] Metabolit 3*C NMR
spektrumundaki C-14 ve C-16 rezonanslar1 asagiya yonelmis kaymalar (C-14 i¢in Adc
6,58 ppm ve C-16 i¢in Adc 10,19 ppm) verirken C-8 rezonansinin yukari alana
yonelmis bir y-gauche kaymasi (Adc 2,81 ppm) vermesi bir 15a-hidroksil grubunun
varligin1 daha fazla belirginlestirdi [42].
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Ucgiincii {iriiniin 3p,11a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (20) oldugu tespit edildi. Uriin
"H NMR spektrumu 8u 3.96 ppm’de bir 11a-hidroksil grubunun varligini belli eden
karakteristik bir rezonans (1H, dt, J = 5 ve 10 Hz) verdi [41]. Metabolit '*C NMR
spektrumundaki C-9 ve C-12 rezonanslar1 asagiya yonelmis kaymalar (C-9 i¢in Adc
5,92 ppm ve C-12 i¢in Adc 11,27 ppm) gosterirken C-8 rezonansinin yukari alana
yonelmis bir y-gauche kaymasi (Adc 0,88 ppm) gosterdigi i¢in bir 11a-hidroksil
grubunun varligin1 daha fazla belirgin hale getirdi [42].

Dordiincii iirtiniin ise 3f,70-dihidroksi-5a-androstan-17-on (21) oldugu belirlendi.
Uriin '"H NMR spektrumu tipik bir 7a-hidroksil grubunun varligina 6zgii bir rezonansi
(1H, bs) du 3.98 ppm’de gosterdi [41]. Uriine ait '*C NMR spektrumundaki C-6 ve C-
8 rezonanslar1 agagiya yonelmis kaymalar (C-6 i¢in Adc 7,35 ppm ve C-8 ig¢in Adc 4,07
ppm) verirken C-9 rezonansi yukar1 alana yonelmis bir y-gauche kaymasi (C-9 i¢in
Adc 8,33, ppm) vermesi bir 7a-hidroksil grubunun varligin1 daha da belirginlestirdi
[42].

Asagidaki tablodan da (Tablo 5.2.) goriilebilecegi gibi P. olsonii MRC 500780 izolatinin
epiandrosteron (8) bilesigini yiiksek bir verim ile C-15a pozisyonunda ve diisiik
verimler ile C-7a ve C-11a pozisyonlarinda hidroksillerken C-3 pozisyonunda diisiik

bir verim ile yiikseltgedi.

Tablo 5.2. Metabolit verimleri.

Substrat Metabolit % Verim
Epiandrosteron (8)
150-Hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (18) 8
3B,15a-Hidroksi-5a-androstan-17-on (19) 17
3B, 11a-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (20) 6
3B,7a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (21) 4

Literatiirdeki Penicillium izolatlar1 ile steroid biyotransformasyonu caligmalari
incelendiginde ise P. olsonii MRC 500780 izolatinin epiandrosteron (8) bilesigini ¢ogu

Penicillium izolatlarina benzer bir sekilde metabolize ettigi gozlendi [37, 38].
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EK A. NMR Spektrumlari
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EK A.1. (8) numarali bilesik icin '"H NMR spektrumu.
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EK A.2. (8) numarali bilesik icin '*C NMR spektrumu.
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Ek A.3. (18) numarali bilesik i¢in '"H NMR spektrumu.
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Ek A 4. (18) numarali bilesik i¢in '*C NMR spektrumu.
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Ek A.5. (19) numarali bilesik i¢in '"H NMR spektrumu.
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Ek A.6. (19) numarali bilesik i¢in *C NMR spektrumu.
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Ek A.7. (20) numaral bilesik i¢in '"H NMR spektrumu.
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Ek A.8. (20) numaral bilesik i¢in *C NMR spektrumu.
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Ek A.10. (21) numaral bilesik i¢in 3*C NMR spektrumu.
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