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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Testosteron, Cladosporium
sphaerospermum, Ulocladium chartarum

Bu c¢alismada, Cladosporium sphaerospermum MRC 70266 ve Ulocladium
chartarum MRC 72584 Kkiifleri ile testosteron bilesiginin bes giin siiren
biyotransformasyonlari gerceklestirildi.

Testosteronun Cladosporium sphaerospermum MRC 70266 ile inkiibasyonu 6f-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%S8), 6p,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (%40),
7B,17B-dihidroksiandrostan-3-on (%7), 15a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (%)5),
6p,16P,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-on (%3) ve 6,12f,17pB-trihidroksiandrost-4-
en-3-on (%?2) metabolitlerini verdi. Aymi substratin Ulocladium chartarum MRC
72584 ile inkiibasyonu androst-4-en-3,17-dion (%3), Sa-androstan-3,6,17-trion (%4),
17B-hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (%9), 7p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%?3),
7B,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (%11), 14a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(%12) ve 12B,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (%9) metabolitlerini  verdi.
6p,16pB,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on ve 6f,123,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-
on metabolitleri yeni bilesikler olarak tanimlandi.

Metabolitlerin yap1 tayinleri, baslangic maddesi ile metabolitlerin erime noktalari,
NMR ve IR spektrumlari karsilagtirilarak gerceklestirildi.

viii



BIOTRANSFORMATIONS OF TESTOSTERONE BY
CLADOSPORIUM SPHAEROSPERMUM AND ULOCLADIUM
CHARTARUM

SUMMARY

Keywords: Biotransformation, Testosterone, Cladosporium sphaerospermum,
Ulocladium chartarum.

In this study, biotransformations of testosterone by Cladosporium sphaerospermum
MRC 70266 and Ulocladium chartarum MRC 72584 were performed.

Incubation of testosterone with Cladosporium sphaerospermum MRC 70266
afforded 6f-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (8%), 6f,17B-dihydroxyandrost-4-en-3-
one (40%), 7pB,17B-dihydroxyandrostane-3-one (7%), 15a,17B-dihydroxyandrost-4-
en-3-one (5%), 6PB,16pB,17p-trihydroxyandrost-4-en-3-one (3%) and 6f,125,17p-
trihydroxyandrost-4-en-3-one (2%). Incubation of testosterone with the same
substrate afforded androst-4-en-3,17-dione (3%), Sa-androstane-3,6,17-trione (4%),
17B-hydroxy-5a-androstane-3,6-dione  (9%), 7B-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione
(3%), 7P,17B-dihydroxyandrost-4-en-3-one (11%), 14a,17p-dihydroxyandrost-4-en-
3-one (12%) and 12f,17B-dihydroxyandrost-4-en-3-one (9%). 6,16B,17p-
Trihydroxyandrost-4-en-3-one and 6f,12f,17p-trihydroxyandrost-4-en-3-one were
idendified as new compounds.

The structures of the metabolites were revealed by comparing melting points, NMR
and IR spectra of the starting material with those of metabolites.
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BOLUM 1. GIRIS

Canlilarda dogal olarak gozlenen organik bilesikler {i¢ ayr1 temel grupta toplanabilir.
Birinci grupta, biitiin hiicrelerde ortak olan, hiicrelerin biiylime ve iiremelerinde
merkezi rolii bulunan primer metabolitler yer alir (Hanson, 2003). Ikinci grupta
seliiloz, ligninler ve proteinler gibi hiicresel yapilari olusturan yiiksek molekiil
agirliga sahip biyopolimerler yer almaktadir. Ugiincii grupta ise canlilarm biiyiime ve
liremesi i¢in elzem olmayan sekonder metabolizmanin énemli bilesenleri olan, dogal
tirlinler veya sekonder metabolitler olarak da bilinen ve sadece bir veya belirli birkag
tiir icin karakteristik olan bilesikler bulunmaktadir (Hanson, 2003; Mann, 1994;
Clayden ve ark., 2001).

Dogal iirlinler hayat i¢in her ne kadar elzem olarak goriinmeseler de genellikle
canlilarin hayatta kalmalarina yardimei olurlar (Mann, 1994; Clayden ve ark., 2001)

ve daha ¢ok diger canlilar iizerindeki etkilerinden dolayr dikkat ¢ekerler (Hanson,
2003). Bu iirlinler hemen hemen her grup canlida bulunmalarina ragmen o6zellikle
bitkilerde, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve bdceklerde daha yaygin olarak
gozlenirler (Clayden ve ark., 2001). Dogal {iriinlerin en fazla bulundugu canlilar ise
bitkiler ve mikroorganizmalardir. Cogu dogal {iriin olan tibbi, ticari ve zehirli
bitkilerin biyolojik acidan aktif bilesenleri organik kimyanin gelisimi siiresince
calisilmigtir. Giiniimiizdeki ilaglarin %40’indan fazlasinin dogal iirlinlerden elde

edildigi tahmin edilmektedir.

Dogal iiriinlerin 6zellikle bitkiler, mikroorganizmalar, bocekler ve diger hayvanlar
arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde ekolojik bir rolii vardir. Bunlar genellikle
stres sartlarinda devreye giren savunma maddeleri, hos olmayan tatlar1 ile otcullar

tarafindan tiiketilmeyi 6nleyen bilesikler, diger canlilar1 bulunduklar1 canlilara ¢eken



renkli ve kokulu bilesikler ve 6zellikle bocekler gibi bazi hayvanlar arasinda iletisimi

saglayan feromonlar olarak gorev yaparlar (Keskin, 2010).

Dogal iiriinler ilk bakista ¢ok sayida ve birbirinden yapica farkli bilesikler olmasina
ragmen bu bilesiklerin ¢ogu genellikle dogadaki biyosentezlerinden kaynaklanan
baz1 Ozel yapisal karakterlerinden dolay1 poliketidler, yag asitleri, terpenler,
steroidler, fenolik bilesikler, alkaloidler, 6zellesmis karbohidratlar ile 6zellesmis

aminoasitler ve peptidler gibi siniflardan birine dahil edilirler (Hanson, 2003).



BOLUM 2. TESTOSTERON BILESiGININ BAZI KUFLER iLE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

Biitiin canlilar yasamlarinin birgok evresinde ksenobiyotikler olarak bilinen,
kendilerine yabanci olan bir¢ok ilagla, besin katki maddeleriyle, kozmetik
tirlinleriyle karsilasmaktadir (Onat ve ark., 2002). Bu ksenobiyotikler iizerinde
enzimler veya enzimleri i¢eren hiicre kiiltiirleri, doku kiiltiirleri, organ kiiltiirleri,
mikroorganizmalar, mikroorganizmalarin sporlart gibi biyolojik  sistemler
araciligilyla meydana gelen kimyasal degisimlere biyotransformasyonlar denir

(Hanson, 1995; Telefoncu, 1995).
2.1. Biyotransformasyonlarin Tarihsel Gelisimi

Mikroorganizmalar insanlik tarihi boyunca sosyal ve ekonomik a¢idan biiyiik 6nem
arz etmektedir. Insanoglu, yiyecek ve iceceklerin iiretiminde varliklarindan habersiz
olduklar1 halde mikroorganizmalari kullaniyordu. Sirke iiretiminde etil alkoliin
bakteriler ile asetik aside oksidasyonu ve sekerin bira mayasi ile etil alkole
dontstiiriilmesi en eski ve en iyi bilinen biyotransformasyonlardan ikisi arasinda yer
almaktadir (Sheldon, 1993). Siimerliler ve Babilliler milattan 6nce 6000 yillarinda
alkollii igecekler iirettikleri bildirilmistir. Buna ragmen fermantasyon araciligiyla
alkoller ve organik asitler gibi kimyasallarin iiretilmesine iligkin bilgiler nispeten
yeni olmakla birlikte literatiirdeki ilk veriler 1850’11 yillardan sonra ortaya ¢ikmustir.
Boylelikle, mikroorganizmalar kullanilarak belirli bilesiklerin basit ve kimyasal
olarak net bir sekilde tanimlanmis reaksiyonlarla farkli fonksiyonel bilesiklere
donistiiriilebilecegi  kesfedildi. Glinlimiizde siklikla kullanilan  bu  siireg

“biyotransformasyon” olarak adlandirilmaktadir (Turner, 1998).

Luis Pasteur 1858 yilinda tartarik asidin mikrobiyal ¢oziiniirliigiinii ortaya koyan ilk

kisi oldu. Penicillium glaucum Xkiifiiniin aracilik ettigi rasemik tartarik asidin



amonyum tuzunun fermantasyonunu ger¢eklestirerek (-)-tartarik asit olustugunu

gozlemledi (Pasteur, 1858).

1862'de Luis Pasteur alkoliin sirkeye doniisiimii iizerinde c¢alisti, sirke {izerinde
olusan ve "sirke cicegi" olarak adlandirdig1 zarin, havadaki oksijen i¢in ¢ok sayida
organik maddeye ulasim yontemi olarak kullanilabilecegi belirtti (Pasteur, 1858).
Luis Pasteur’iin bulgular1 1886’da onaylandi ve sirke olusumuna sebep olan
mikroorganizmaya Bacterium xylinum adi verildi (Hanson, 1995). Ayrica bu
mikroorganizmanin propanolii propiyonik aside ve mannitolii de fruktoza
yiikseltgedigi de tespit edildi (Buchner, 1897). A. J. Brown etanol oksidasyonunu da
gergeklestirebilen Bacterium aceti ile propanoliin propiyonik aside yiikseltgendigini
rapor etmistir. Ayni ¢alismada ayrica Bacterium aceti ile mannitoliin fruktoza ve
glikozun glukonik aside doniistimlerine yonelik ¢alismalarda bildirilmistir (Hanson,

1995).

Bira mayasi1 olarak da bilinen Saccharomyces cerevisiae’nin kikiirdii hidrojen
stilfiire indirgedigi 1874 de furfural bilesigini furfuril alkole indirgedigi ise 1898’de
rapor edilmisir (Hanson, 1995).

1897°de kum ile Ogiitiilmiis bira mayasmin alkolik fermantasyonu kolaylikla

gergeklestirebilecegini bildirilmistir (Buchner, 1897).

Bira mayasi varliginda benzaldehit ve asetaldehitin kondenzasyonu ile 1-hidroksi-1-
fenil-2-propanon bilesigi elde edildigi 1921°de rapor edilmistir (Neuberg ve Hirsch,
1921). Optikge aktif olan bu bilesik 1930°da L-(-)-efedrin alkaloidine
dontstiirilmiistir (Hildebrandt ve Klavehn, 1930).

1923’de izole edilen Acetobacter suboxydans isimli bakteri D-sorbitolden L-
sorbozun yiiksek verimle eldesi i¢in kullanilmistir (Kluyver ve Leeuw, 1924). C
vitamini sentezinde kullanilan L-sorboz 1930’lu yillarda ¢ok ©nem kazanmistir

(Reichstein ve Griissner, 1934).



1937 vyilinda Saccharomyces cerevisiae kullanilarak yapilan bir c¢alismada

dehidroepiandrosteron bilesiginden testosteron elde edilmistir (Hanson, 1995).

1948°de Proactinomyces roseus bakterisi ile yapilan ¢aligmalarda kolesteroliin C-7
pozisyonunda oksidasyona ugradigi ve ayrica bu bakterinin sterollerin hem
degradasyonlarin1 hem de oksidasyonlarini da gerceklestirdigi bildirilmistir (Hanson,

1995).

1952°de Rhizopus arrhizus kiifiiniin progesteronu (1), Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi
1 1a-hidroksiprogesteron (2) bilesigine doniistlirdiiglinii bildirmistir (Peterson ve ark.,
1952). Kortizon sentezinde, fonksiyonel gruplardan olduk¢a uzakta bulunan C-11
pozisyonuna bir oksijen eklenmesi, klasik kimyasal yontemlerle olduk¢a uzun ve
masrafli bir iglem olmasina ragmen s6z konusu sorunun Rhizopus arrhizus kiifliniin
yiikksek verimli bir 1lo-hidroksilasyonu ile ¢oziilmesi dikkatleri mikrobiyal

biyotransformasyonlar iizerine ¢ekmistir (Sebek ve Perlman, 1979).

R. arrhizus

8)) )

Sekil 2.1. R. arrhizus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu (Peterson ve ark., 1952)

1960’1 yillarin baslarinda her iki enantiyomerini de i¢eren Thalidomide adli ilacin
teratojenik problemlere sebep oldugu tespit edilmistir. Bu problemlerin ortaya
cikmasiyla ila¢ endiistrisinde etkin tek enantiyomerlerin iiretimi 6nem kazanmis ve
daha sonra Pseudomonas putida gibi mikroorganizmalar ile bazi enzimlerin

enantiyomerlerin ayrilmasinda kullanilabilecegi ortaya konulmustur (Hanson, 1995).

Gecgmiste birgok spesifik enzimin kullanimi, iiretimlerinin yetersizligi nedeniyle
kisitliyken, gen miihendisligi sayesinde giiniimiizde bu enzimlerin elde edilmesi
kolaylasmis ve kullanimi yayginlagmistir (Demain, 2000). Modifiye edilmis

enzimler, yar1 sentetik enzimler ve antikor yapidaki enzimler (abzimler) giinlimiizde



yapilan biyotransformasyonlarda siklikla kullanilmaktadir. Enzimlerle yapilan
biyotransformasyon c¢alismalarindaki en 6nemli sikintilardan biri de metabolitler
izole edilirken kullanilan ayirma yontemlerinin enzimi denatiire etmesi ve tekrar
kullanimin1 smirlamasidir. Bu sorun enzimler sabitlenerek ¢oziilmiistiir (Faber,
2003). Bu sayede bir¢cok enzim sabitlenerek tekrar tekrar kullanilmaya baglanmistir.
Enzimlerle yapilan biyotransformasyon ¢aligmalarindaki diger bir sorun ise organik
substratlarin ¢ogunun sudaki ¢oziinirliigiiniin diisiik olmasidir. 1985°de organik
¢oziicii igerisinde ¢oziinebilen 6zellikle lipazlar gibi bazi enzimlerin kullanilabilecegi
gosterilmistir ve bu tlir biyotransformasyonlar giderek yayginlasmistir (Hanson,

1995).

2.2. Enzimler, Avantajlari1 ve Dezavantajlari

Biyotransformasyonlar i¢in kullanilan enzimler serbest halde, sabitlenmis halde veya
cesitli biyolojik sistemlerin yapisinda bulunabilir. Biyotransformasyonlar giinlimiizde
ya bircok enzim izole edilerek ya da bazi enzimler ticari olarak elde edilerek
yapilmaktadir. Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu
tarafindan sirasiyla oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar
ve ligazlar olmak {izere alt1 sinifa ayrilmigtir. Her bir sinif ise kendi igerisinde 4-13

arasi alt siniflara ayrilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Oksidorediiktazlar sinifi, dehidrojenazlar, rediiktazlar, oksijenazlar, oksidazlar gibi
iki ayr1 substrat arasindaki indirgenme-yiikseltgenme tepkimelerini katalizleyen
enzimleri igerirler. Transferazlar iki ayr1 substrat arasindaki belirli atomlarin ve
gruplarin transferini katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar ise ester, eter, anhidrit,
peptid, glikozid gibi bazi baglarin hidrolizini katalizlemektedir. Liyazlar
substratlardan belirli gruplarin ayrilmasi ile ¢ift baglarin olusumunu ve ayrica ¢ift
baglara katilmalar1 katalizleyen enzimlerdir. izomerazlar; rasemaz, epimeraz, mutaz
gibi enzimleri igerirler ve ¢esitli izomerlerin birbirine doniisiimiinii katalizlerler.
Lipazlar iki substratin birbirine baglanmasin1 katalizleyen enzimlerdir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2005).



Enzimler ile ilgili baz1 6n yargilar vardir. Enzimlerin pahali olduklari, olduk¢a
duyarli olduklari, sadece kendi dogal substratlar1 ve kendi dogal c¢evreleri lizerinde
etkili olduklar1 diisliniilse de pek cok enzim i¢in bu On yargilar gecerliligini

yitirmistir (Faber, 2003).

Biyokatalizor olarak kullanilan enzimlerin birgok avantaji vardir. Ornegin enzimler,
cok hizli ¢alisan biyokatalizorlerdir. Enzimatik bir tepkime enzimatik olmayan bir
tepkimeye gore 108-10'° kat daha hizli gerceklesir. Enzimatik tepkimelerde katalizor
oranmi %1073-10"* mol arasinda olmas istenirken, kimyasal katalizorlii bir tepkimede

bu oran %0,1-1 mol araligina kadar ¢ikabilir (Faber, 2003).

Enzimler dogada tamamen parcalanabilecek karakterdedirler ve bu o6zellikleri
nedeniyle katalizor olarak kullanilan agir metaller ve sentetik amagla kullanilan ¢ogu

reaktifin aksine ¢evreye uyumlu olan biyomolekiillerdir (Faber, 2003).

Sentezlerde kullanilan ¢ogu reaktifin aksine, enzimler iliman sartlarda etkinlik
gosteren biyomolekiillerdir. Enzimler genellikle pH 5-8’de ve sicakligin 20-40°C
oldugu 1liman sartlarda calisirlar. Bu sayede sentezlerde siklikla karsilasilan
izomerlesme, rasemizasyon, ¢evrilme ve bozunma gibi istenmeyen yan tepkimeler

azaltilabilmektedir (Faber, 2003).

Enzimler cogu zaman kendi dogal islevlerinden farkli 6zellik gosterebilirler. Ornegin
cogu enzim, genis bir substrat spektrumuna sahip oldugundan bir¢cok dogal veya
sentetik bilesik {lizerinde etkili olabilmektedir. Ayrica bazi enzimler organik

coziiciilerde de kullanilabilmektedir (Faber, 2003).

Enzimler genellikle benzer kosullar altinda etkilidir. Bu etki sayesinde bir tepkime
agindaki birka¢ seri tepkime ayni ortamda gerceklesebilir. Metabolik yollardaki
multienzim sistemleri de bu sekilde ¢calismaktadir (Faber, 2003).

Hemen hemen her tepkime i¢in esdeger bir enzimatik tepkime séz konusu oldugu

icin enzimler genis bir uygulama alani bulmaktadir. Enzimler ile gerceklesen



tepkimelere ester, eter, lakton, laktam, epoksit, asit anhidrit, amid ve nitrillerin
hidrolizi veya sentezi, alkan, alken, aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton,
stilfiirlerin ve stlfoksitlerin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi, karboksilasyon,
dekarboksilasyon, alkilasyon ve dealkilasyon, halojenasyon ve dehalojenasyon,
izomerizasyon, amonyak ve hidrojen siyaniir ilavesi veya eliminasyonu, agiloin ve
aldol tepkimeleri, Michael katilma tepkimesi ve Diels-Alder tepkimeleri 6rnek olarak

verilebilir (Faber, 2003).

Enzimler bolgesel olarak secici ve diastereosegici biyomolekiillerdir. Kompleks ii¢
boyutlu yapiya sahip olmalari, ayni substrat molekiiliiniin {izerinde bulunan farkl

bolgelerdeki fonksiyonel gruplarin ayirt edilebilmesini saglar (Faber, 2003).

Enzimler ayn1 zamanda kimyasal olarak se¢ici biyomekiillerdir. Bu 6zellikleri belirli
bir fonksiyonel grup lizerinde etkili olmalarini saglar ve duyarli diger fonksiyonel
gruplart etkilemedikleri gibi istenmeyen yan iiriinlerin olusumlarini engellerler

(Faber, 2003).

Enzimler ayrica enantiyoseciciligi ile dikkat ¢eken biyomolekiillerdir. L-amino
asitlerden olugan enzimler kiral biyokatalizorlerdir. Substrat biinyesindeki herhangi
bir kiralite enzim-substrat kompleksi olusumu sirasinda tanimlanir. Prokiral bir
substrat ile sadece bir enantiyomere doniisiim saglanirken genellikle rasemik
karisimlardaki  enantiyomerlerden sadece biri etkilenerek enantiyomerlerin

ayrilmalar1 da saglanabilmektedir (Faber, 2003).

Enzimlerin bir ¢ok yarar1 sayesinde klasik sentez yontemleriyle gergeklesmesi ¢ok
zor veya imkansiz olan tepkimeler enzimler araciligilyla  kolaylikla

gerceklestirilebilmektedirler (Faber, 2003).

Enzimlerin biyokatalizérler olarak kullanilmasinda bazi1 dezavantajlar da
bulunmaktadir. Enzimler dogada sadece bir enantiyomerik forma sahiptir ve diger
enantiyomerik formlarinin D-amino asitlerden sentezi i¢in genel bir yontem

olmasindan dolay1 sadece belirli bir enantiyomer ile reaksiyona girebilirler. Diger



enantiyomerik iiriiniin elde edilebilmesi icin zit bir stereokimyasal segicilige sahip

olan bir enzimin kullanilmas1 gerekmektedir (Faber, 2003).

Enzimlerin aktiviteleri lizerinde etkili olan parametreler belli sinirlara sahiptir.
Ornegin, enzimlerin protein yapisinda olmalar1 sebebiyle yavas gerceklesen bir
enzimatik tepkimeyi hizlandirmak i¢in sicaklik ve pH gibi parametreler iizerinde

genellikle fazla degisiklik yapmak miimkiin degildir (Faber, 2003).

Enzimlerin en uygun calisacagi ortam genellikle sudur, ancak buradaki diger bir
konu c¢ogu organik bilesigin sudaki ¢Oziiniirligiiniin olduk¢a diisiik olmasidir.
Enzimatik bir tepkimenin sulu bir ortam yerine organik bir c¢oziiciide
gergeklestirilmesi hem enzimlerin denatiirasyonuna ve hem de buna bagl olarak

aktivite kayiplarma sebep olmaktadir (Faber, 2003).

Enzimler inhibisyona da olduk¢a duyarli biyomolekiillerdir. Pek ¢ok enzimatik
tepkime cok yiiksek substrat ve yiiksek iiriin konsantrasyonlarinda inhibe olurlar.
Substrat inhibisyonunu oOnlemek i¢in, diisiik seviyede substrat miktarlarindan
baslanarak ortama siirekli substrat ilave edilmesi gerekir. Tepkime ortamindan artan
iriiniin kademeli olarak uzaklastirilmas1 genellikle iirliniin bir sonraki tepkime

basamagina dahil olmas1 agisindan olduk¢a zordur (Faber, 2003).

Enzimler kendi dogal kofaktorlerine de bagimlilik gostermektedir. Enzimatik
tepkimelerde NADH ve NADPH gibi kofaktorler rol aliyorsa bu kofaktorlerin bizzat
kendilerinin tepkime ortaminda bulunmalar1 ve yenilenmeleri gerekmektedir.
Kofaktorlerin genellikle kararsiz molekiiller olmasi, sentetik esdegerleri ile yer
degistirmelerinin miimkiin olmamasi ve olduk¢a pahali olmalar1 enzimatik

reaksiyonlarin 6nemli dezavantajlar1 arasindadir (Faber, 2003).

Enzimler alerjik reaksiyonlara sebep olabilen biyomolekiillerdir. Bu biyomolekiiller
kimyasal maddeler olarak degerlendirilmektedir ve dikkatli kullanimi ile bu

Ozelliklerinin en aza indirilebilecegi diisiiniilmektedir (Faber, 2003).
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Tablo 2.1. Biitiin hiicre sistemleri ve izole enzimlerin avantaj ve dezavantajlari (Faber, 2003)

Biyokatalizor Form Avantaj Dezavantaj
Basit diizenekler
Genel Basit islemler Kofaktore ihtiyag
Yiiksek konsantrasyon duyulmast
toleransi nedeniyle iyi verim
Yan reaksiyon ihtimali
= Sulu Yiiksek enzim aktivitesi L}.p?ﬁlﬂ.(. stftr?t}?rm
E ortamda diisiik ¢cozlintirliga
N
g Ekstraksiyon gerekliligi
[}
:[3 Caligma kolayhig,
Organik L.1.p ?ﬁ.l.lk..s }1Pstrat - .
o ¢Ozinirligi Diigiik aktivite
¢oziiciide o i
Enzimin geri kazanim
kolaylig1
Sabitlenmis | Tekrar kullanilabilme Sabitleme ile aktivite kayb1
Pahali donanim
Biiyiik hacimlerle ¢alisma
zorlugu
Diisiik konsantrasyon
Genel Kofaktore ihtiyag duyulmaz tolqranm sebebi ile diisiik
verim
Organik ¢oziiciilerle diigiik
) tolerans
5 Yiiksek yan {iriin verme
2 ihtimali
=
*5 Cok miktarda biyokiitle
a - lismesi
Biiyiiyen . . gelig
kiiltiir Yiiksel aktivite Yan iiriin fazlaligs,
Proses kontrol glicliigii
5 alisma kolayligi, o
D"ur?gan Gahs y g Diisiik aktivite
kiiltiir Daha az yan {iriin
Sabitlenmis | 11 o kullantlabilirlik Diisiik aktivite
hiicreler

2.3. Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyonlar1 gerceklestirmek i¢in genelde izole enzimler veya biitiin
hiicre sistemleri ile olmak tizere iki farklt metot kullanilmaktadir. Biitliin hiicre
sistemleri genelde mikroorganizmalar, hiicre kiiltlirleri, doku kiiltlirleri ve organ

kiiltlirlerini igerir. Biitiin hiicre sistemleri ile izole enzimlerin birbirlerine gore sahip
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olduklar1 avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir (Faber, 2003; Akar,

2005).

Biyotransformasyon tepkimelerinde genellikle biitiin hiicre sistemleri tercih
edilmektedir. Bunun en 6nemli sebeplerinden biri ¢ogu hiicre i¢i enzimlerin hiicre
disinda kararsiz olmasi, hiicre i¢i enzimlerin homojenasyon sirasinda bazi proteolitik
enzimlerin etkisi ile hidrolizlenmesi, hiicre i¢i enzimlerin kofaktor ihtiyaglarmin
saglanmas1 ve siirekli yenilenmesi, hiicre i¢i enzimlerin izolasyonunun zorlugu ve

yiiksek maliyeti sayilabilir (Akar, 2005).

Enzimler veya biitiin hiicre sistemlerinin kullanildigi biyotransformasyonlari
gerceklestirmek icin bir¢ok farkli teknik bulunmaktadir. Bu biyotransformasyon

teknikleri asagida verilmistir (Telefoncu, 1995).

2.3.1. Sabitlenmis hiicreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizmalar, {irlin ve substratin gecisine izin verecek sekilde poliakrilamid,
kappa-karragenan, alginat, seliiloz, nisasta gibi bir polimer, matrikste sabitlenmis
hale getirilir. Sabitlenmis hale getirilen hiicreler, istenildigi zaman ortamdan
uzaklagtirilabilmektedir ve yeniden kullanilma avantajina sahiptirler. Bu yontem
siirekli biyotransformasyon islemlerinin gerceklestirilebilmesi igin uygundur.
Ornegin, Mortierella isabellinan n alginat ile, Penicillium raistrickii 'nin sporlarmin
capraz bagl polimerler ve alginatta tutulmasi ve Rhizopus nigricans sporlarinin
poliakrilamid, agar ve chitosan matrikslerde tutulmasiyla farkli sabitlenmis
hiicrelerden elde edilmektedir (Telefoncu, 1995; Rajaguru ve ark., 2000; Armstrong
ve Yamazaki, 1986).

2.3.2. Serbest ve sabitlenmis enzimler ile biyotransformasyon
Sabitlenmis hiicreler biyotransformasyon ic¢in kullanildiginda ekonomik olarak

avantaj saglamaktadir. Bu yontemin en dikkat ¢ekici dezavantaji ise ¢ok basit bir

hiicrenin bile binlerce enzim sistemini i¢cermesi ve istenmeyen yan reaksiyonlara
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neden olmasidir. Serbest enzimler pahali maddeler olmasina ragmen saf
olduklarindan dolayr tek tip tepkimeleri gerceklestirmeleri nedeniyle tercih
edilmektedirler. Son donemlerde izole enzim sistemleri yerine daha ucuz olan
sabitlenmis enzimler sistemlerinin kullanilmasi, ekonomik agidan da biiyiik avantaj
sagladigl icin yaygmlagsmistir (Telefoncu, 1995; Rajaguru ve ark., 2000; Armstrong
ve Yamazaki, 1986).

2.3.3. izole enzimler ile biyotransformasyon

Bu tip enzimlerin c¢ogunlugu sitokrom P-450’ye bagli monooksigenaz enzim
sistemlerini kapsamaktadir. Izole enzimler steroid hormonlarinin
hidroksillenmesinde olduk¢a 6nemli yer tutarlar. Pycomyces blakesleeanus’dan izole
edilen hidroksilaz enzimleri, steroidlerde 70- ve 15f- seciciligi gosterirler. Ayrica
Mucor pirifermis’in izole enzimleri de 14a- hidroksilazlar olarak bilinir (Hanson,

1995; Telefoncu, 1995; Rajaguru ve ark., 2000; Armstrong ve Yamazaki, 1986).

2.3.4. Sporlar ile biyotransformasyon

Sporlar ile biyotransformasyon yoOnteminde mikroorganizmalarin  sporlari
kullanilmaktadir. Uygun besiyerlerinde {iretilen mikroorganizmalarin sporlari
misellerden ayrilmakta ve soguk ortamda saklanmaktadir. Bu yontemin en onemli
avantajlarindan ikisi sporlarin kolayca depolanmasi ve defalarca kullanilabilmesidir

(Telefoncu, 1995; Rajaguru ve ark., 2000; Armstrong ve Yamazaki, 1986).

2.3.5. Duragan hiicreler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon caligmalarinin = gergeklestirilmesi i¢in duragan (stasyoner)
hiicreler de kullanilabilmektedir. Hiicreler ya da mikroorganizmalar gelistirildikleri
ve kendilerine 6zgli besiyerlerinden filtrasyon veya santrifiijleme gibi teknikler
kullanilarak ayrilirlar ve biyotransformasyon g¢aligmasiin yapilacagi asil ortama
eklenirler. Bu yeni ortama substrat ilavesi yapilarak biyotransformasyonlar

gergeklestirilir (Telefoncu, 1995). Duragan hiicreler ile biyotransformasyonda,
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biyotransformosyon siiresince ortamdaki hiicre sayisinin sabit kalmasi ve iiriiniin
izolasyonunun kolay olmasi bu ydntemi avantajli kilmaktadir (Telefoncu, 1995;

Rajaguru ve ark., 2000; Armstrong ve Yamazaki, 1986).

2.3.6. Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon

Bu yontemde mikroorganizmalar, belirlenen en ideal besiyerinde gelistirilir ve daha
sonra ortama biyotransformasyon i¢in substrat ilave edilir. Bu yontem yiiksek verim
elde edilme olasiligindan dolay1 avantaj sunmaktadir (Telefoncu, 1995; Rajaguru ve

ark., 2000; Armstrong ve Yamazaki, 1986).

2.4. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Mikrobiyal hiicreler, biyotransformasyon reaksiyonlarin1 gergeklestirmek igin
kullanilan biitlin hiicre sistemleri i¢inde en ¢ok tercih edilenlerden biridir. Mikrobiyal
hiicrelerin biiyiime ve gelisme hizi, bitki ve hayvan hiicreleriyle kiyaslandiginda ¢ok
daha hizhidir. Bu hizli biiylime ve gelisme safhasi, mikrobiyal hiicreler ile
biyotransformasyonlarin hem hizli bir sekilde gerceklesmesini saglarken aym
zamanda ¢ok kisa bir zaman alir. Bitki ve hayvan hiicrelerine gore mikrobiyal
hiicrelerin boyutlarinin kiiciik olmasi ve etkili hiicre duvari yapilar1 sayesinde
mekanik olarak daha kararli olmasini saglamaktadir. Bu sayede degisik kiiltiir
tekniklerinde bu tip hiicrelerin ortama kolaylikla uyum saglayarak bir avantaj
sunmaktadirlar. Ayrica mikrobiyal hiicrelerin bagka bir avantaji ise bitki ve hayvan
hiicrelerine gore ¢ok daha farkl tipte substratlari metabolize edebilmeleridir (Faber,

2003).

Glinlimiizde mikrobiyal biyotransformasyonlar, diger kimyasal sentez yontemlerine
kars1 olan avantajlar1 sayesinde, biyoteknolojinin temel Ogelerinden biri olmustur

(Faber, 2003).

Mikroorganizmalar genetik olarak degistirilebilirler. Mikroorganizmalar iizerinde

yapilan genetik degisiklikler sayesinde diger kimyasal yontemler ile diisiik verimle
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elde edilen 6nemli {iirlinler, daha yliksek verimlerde elde edilebilir. Hatta genetik
degisiklikler ile iiriinler lizerinde istenilen modifikasyonlarin yapilmasi bile miimkiin

olabilmektedir (Demain, 2000).

Mikroorganizmalar, yapilarindaki spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde, hem
dogal hem de sentetik ¢ok sayidaki farkli substratlar ilizerinde farkli kimyasal
tepkimeleri gerceklestirebilirler (Hanson, 1995).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik kimyasal yontemlere gore, daha iliman
sartlar altinda gerceklesir. Pek ¢ok mikrobiyal biyotransformasyon oda sicakliginda
ve 1 atmosfer basing altinda kolaylikla gerceklesmektedir (Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik kimyasal yontemlere gore diisiik
maliyetlidir ve daha kisa siirede bu tir  biyotransformasyonlar
gergeklestirilebilmektedir. Hedef bilesikler, daha kisa siireler igerisinde ve genellikle
daha yiiksek verimlerde, kimyasal reaktiflere gore cok ucuza mal edilen besiyeri
bilesenleri ve mikroorganizmalar kullanilarak elde edilmektedir (Hanson, 1995;

Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢evre dostudur. Klasik kimyasal sentez
yontemlerinde kullanilan reaktiflerin ¢cogu ¢evreye asir1 zararlar verebilmektedir

(Hanson, 1995).

Mikrobiyal biyotransformasyon tepkimeleri enantiyosegici tepkimelerdir. Klasik
kimyasal sentez yontemleri ile genel olarak hedeflenen molekiiller, ayrilmalar1 ¢ok
zor olan rasemik karisimlar halinde elde edilmektedir. Ozellikle ilag etkin
maddelerinin sentezinde tek enantiyomer olarak iiriin sentezi olduk¢a énemlidir. Tek
enantiyomerin se¢imli iiretimi i¢in mikroorganizmalarin kullanilmalar1 giintimiizde

gittikce yayginlasmistir (Faber, 2003).

Klasik kimyasal sentez yoOntemlerinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar

gerceklesirken substratlar tizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasina gerek
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yoktur. Bu dstiinlik enzimlerin bdlgesel segiciliklerinden kaynaklanmaktadir

(Hanson, 1995; Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyon tepkimeleri genel olarak fonksiyonel gruplarin
varhgna ihtiya¢ duymaz. Ornegin, mikrobiyal hidroksilasyonlar fonksiyonel

gruplarin uzaginda meydana gelir (Hanson, 1995).

Mikroorganizmalar degisik ortamlara kolayca uyum saglayabilen yapilardir. Bu
ozellikleri sayesinde erlenden fabrika fermentorlerine kadar bircok ortama kolayca

adapte edilerek kullanilabilmektedirler (Hanson, 1995; Demain, 2000; Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlarin gerceklestirilebilmesi i¢in cesitli
mikroorganizmalar  uygun  yiizeylere sabitlenmis  olarak  kullanilabilir.
Biyotransformasyonlarda en yaygin olarak kullanilan mikroorganizma gruplari,
protista aleminin iiyesi ve prokaryotik canlilar olan bakteriler ile mantarlar aleminin

liyesi ve Okaryotik canlilar olan kiifler ve mayalardir (Demain, 2000).

Mikroorganizmalar ile birgok sentetik reaksiyona es deger reaksiyon
gerceklestirilebilmektedir. Bunlardan baska mikrobiyal hidroksilasyonlar gibi bazi
mikrobiyal biyotransformasyonlar, sentetik reaksiyonlar ile tek basamakta

gergeklestirilemez.

Mikrobiyal  hidroksilasyon ~en  onemli  mikrobiyal biyotransformasyon
tepkimelerinden birisidir (Hanson, 1995). Mikrobiyal hidroksilasyonun onemi ise
daha once belirtildigi gibi ilk olarak iltihap giderici olarak kullanilan kortikal

steroidlerin sentezinde anlagilmistir.

Bakterilerin  ve  kiiflerin  biiyiik  kismi  steroidlerin  hidroksilasyonunu
gergeklestirebilirler (Hanson, 1995). Bu durum hem mikrobiyolojik hidroksilasyonun
mekanizmas1 hem de steroidlerin mikrobiyolojik hidroksilasyonunun modellenmesi

konusunda bilgi saglamaktadir (Yildirim, 2001).
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Sekil 2.2. Substrata bir O atomunun ilave edilmesinin mekanizmasi (Hanson, 1995)

Mikrobiyal hidroksilasyonun c¢ogu canlilarda bulunan sitokrom P-450 enzimleri
tarafindan  katalizlendigi  diisiiniilmektedir ~ (Hanson, 1995).  Mikrobiyal
hidroksilasyonun gerc¢eklesmesi i¢in ayrica O2, NADH veya NADPH gibi bir
hidrojen kaynagi ve bir molekiil HO gerekmektedir (Yildirim, 2001). Mikrobiyal
hidroksilasyonun mekanizmasinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in ozellikle Pseudomonas
putida bakterisinin kamfor bilesiginin hidroksilasyonunu katalizleyen kamfor
hidroksilaz enzimine ait sitokrom P-450 tlizerinde c¢alisilmistir (Hanson, 1995).
Sitokrom P-450’nin yapist1 X 1sinlar1 kristallografi teknigi ile aydinlatilmistir
(Yildirim, 2001). Kristal yap1 tayinleri kamfor bilesiginin, enzimin aktif merkezine
iki etkilesim ile sikica bagli oldugunu gostermistir. Birinci etkilesim kamforun
karbonil grubu ile aktif merkezdeki bir tirozinin hidroksil grubu arasindaki hidrojen
bag1 iken ikinci etkilesimin kamfor molekiilii ile ¢evresindeki alifatik ve aromatik

aminoasitler arasindaki hidrofobik etkilesimler oldugu goriilmiistiir.

Sekil 2.2. incelediginde mikrobiyal hidroksilasyon gergeklesirken diatomik

molekiiler oksijenin bir atomu organik substrata baglanmaktadir (Hanson, 1995;
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Yildirim, 2001; Holland, 1982). Indirgeyici iki elektron genellikle NADPH bazen ise
NADH’dan saglanmaktadir. Ilk adimda substrat baglanmasi gerceklesir. Bu
baglanma diatomik oksijenin atomlarindan birisinin demire baglanabilmesi ig¢in
elzemdir. Substrat baglandiktan sonra bir elektronun transferi ile Fe™, Fe™>’ye
indirgenmektedir. Elektronlarin teker teker transferi mikrobun tiiriine gére NADPH
veya NADH’dan bir flavin niikleotid, Fe-S proteinleri ve/veya sitokrom bs vasitasi
ile gergeklesmektedir. Molekiiler oksijen ilk elektron naklinden sonra baglanir.
Molekiiler oksijenin baglanmasini ikinci elektronun O-O bagina transferi izler. Bu
transfer sonrasinda O-O bagi kopar ve bir oksijen atomu su molekiilii olarak
ayrilirken Fe, Fe™ e oksitlenmektedir. Bu oksidasyon ile olusan son oksidant artik
substratla tepkimeye girebilir. Oksidant ve substrat arasindaki tepkimenin
mekanizmas1 heniliz yeterince anlagilamamasimma ragmen oksidant ve substrat
arasindaki tepkimenin Sekil 2.3.’deki gibi muhtemelen radikalleri igeren bir

mekanizma ile gergeklestigi diistiniilmektedir (Yildirim, 2001).

//
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Sekil 2.3. Oksidant ve substrat arasindaki radikalleri igeren mekanizma (Hanson, 1995)

2.5. Steroidler

Steroidler dogal iirlinlerin 6nemli bir smifidir. Steroid terimi kati anlamina gelen
Latince’deki steros kelimesinden ortaya ¢ikmistir. Steroidler steran halkasi olarak da
bilinen siklopentanoperhidrofenantren halkasi iceren bilesiklerdir. Bu halka birbirleri

ile kaynagmis ve sirast ile A, B ve C halkalar1 olarak adlandirilan ii¢ adet siklohekzan
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halkas1 ile D halkas1 olarak adlandirilan bir adet siklopentan halkasi igerir (Sekil
2.4.). Steroidlerin ¢ogu 13. ve 10. karbonlarinda, sirasi ile 18. ve 19. karbonlar olarak
tanimlanan ve molekiil diizleminin iistiinde yer alan metil gruplan igerir. Cogu
steroidler genelde 3. ve 17. karbonlarinda hidroksil veya karbonil gruplarina sahiptir.
Ayrica bazi steroidler D halkasindaki 17. karbondan orjinlenen yan zincirlere de

sahiptir (Onat ve ark., 2002).

Sekil 2.4. Genel steroid yapist

Stereoller 3. karbon atomlarinda hidroksil grubu, 17. karbonunda ise 7, 8 veya 9
karbonlu alifatik yan zincirler igeren 6nemli steroidlerdir. Kolesterol (3), stigmasterol
ve ergosterol en iyi bilinen sterollerdir. Kolesterol (3) insan ve hayvanlarda
bulunurken stigmasterol bitkilerde, ergosterol ise mantarlarda bulunur (Keha ve

Kiifrevioglu, 2005).

Steroidlerin en yaygin iiyelerinden birisi olan kolesterol (3) bilesigi hayvansal
membranlardaki akigskanligin diizenlenmesinde 6nemli bir lipittir (Sekil 2.5.). Ayrica
kolesterol (3) bilesigi steroid hormonlar, safra asitleri ve D3 vitamini gibi hayati
fonksiyonu olan bir¢ok bilesiginde baslangi¢ maddesidir (Onat ve ark., 2002; Keha
ve Kiifrevioglu, 2005). Kolesterol (3) kokenli steroid hormonlar glukokortikoidler,
mineralokortikoidler, androjenler, dstrojenler ve progestagenler (progestinler) olmak
lizere bes ana smifta incelenmektedir (Onat ve ark., 2002). Androjenler, dstrojenler
ve progestagenler iireme ile ilgili organlarin gelisme ve biiylimelerini, ikincil esey
karakterlerini ve {ireme dongiislinii diizenleyen esey hormonlar1 olarak da
bilinmektedirler. Esey hormonlar1 ayrica gii¢lii anabolik etkileri sayesinde kemik,
kaslar ve deri gibi bircok dokunun gelismesini ve metabolizmanin da siirekliligini

saglarlar (Onat ve ark., 2002).
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HO 3)

Sekil 2.5. Kolesterol
Androjenler erkek bireylerde etkili olan esey hormonlaridir. 17B-Hidroksiandrost-4-
en-3-on olarak da bilienen testosteron (4) ve dihidrotestosteron (5) ya da kisaca DHT

olarak bilinen 17B-hidroksi-5a-androstan-3-on bilesikleri en etkin androjenlerdir.

6)

A
Sekil 2.6. Testosteron (4) ve DHT (5) bilesiklerinin biyosentezi
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Androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri erbezleri (testis) olmasina ragmen bu
hormonlarin bir kismi adrenal korteksten salinmaktadir. Adrenal korteks ve
testislerde androjenlerin sentezi 6nce kolesterolden (3) pregnenolon (6) olusmasi ile
baslar (Sekil 2.6.). Adenohipofizden salman LH (liiteinlestirici hormon)
kolesterolden (3) pregnenolon (6) sentezini uyarmaktadir. LH saliverilmesi ise
kandaki serbest testosteron diizeyi tarafindan diizenlenir. Pregnenolon (6) {izerinden
androjenlerin biyosentezi A* yolu ve A’ yolu olmak iizere iki ayr sekilde
gerceklesmesi miimkiindiir. Androjen biyosentezinin ana yolu ise A* yoludur.
Androjen biyosentezi i¢in dnce pregnenolon (6) dnce progesterona (1) doniistiiriiliir.
Progesteron (1) ise daha sonra 17a-hidroksiprogesterona (7) donistiiriiliir. 17a-
Hidroksiprogesteron (7) biinyesindeki yan zincirin enzimatik olarak parcalanmasi ile
olusan androst-4-en-3,17-dion (8) bilesiginin C-17’deki indirgenmesi sonucunda
testosteron (4) elde edilir. Testosterondan (4) ise daha sonra Sa-rediiktaz aktivitesi ile
daha etkin bir diger androjen olan dihidrotestosteron (5) sentezlenir (Onat ve ark.,

2002).

Bir yan yol olan A® yolunda pregnenolon (6), 17a-hidroksipregnenolon (9) bilesigine
cevrildikten sonra yan zincirin uzaklastirilmasi ile dehidroepiandrosteron (DHEA)
(10) bilesigine cevrilmektedir. DHEA ise androst-4-en-3-17-dion (8) bilesigine
cevrildikten sonra testosterona (4) ylikseltgenmektedir. Bu yolda olusan 17a-
hidroksipregnenolon (9) ayrica dogrudan progesterona (1) cevrilebilmektedir (Onat
ve ark., 2002).

Testosteron (4) biyolojik etkinligini tamamladiktan sonra bircok dokuda diisiik
aktiviteli veya tamamen inaktif metabolitlere doniistiiriilmektedir. Testosteron (4)
androst-4-en-3-17-dion (8) bilesigine cevrildikten sonra bu bilesigin A halkasindaki
bir seri tepkimeler ile indirgenmesi sonucunda Sekil 2.7.’de yapilar1 verilen 3a-
hidroksi-5a-androstan-17-on (11), 3p-hidroksi-5p-androstan-17-on (12) ve 3p-
hidroksi-5a-androstan-17-on (13) gibi metabolitlerin olustugu bildirilmistir (Onat ve

ark., 2002).
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8) 11) (12) 13)
Sekil 2.7. Testosteron (4) bilesiginin bazi metabolitleri

Dihidrotestosteron (5) bilesiginin ise A halkasindaki dehidrojenasyonu takiben 3
numarali karbon atomunda ger¢eklesen rediiksiyonlar sonucu Sekil 2.8.’de verilen
3a-androstendiol (14) ve 3fB-androstendiol (15) metabolitlerine doniistiigl

bilinmektedir (Onat ve ark., 2002).

(14) (15)
Sekil 2.8. Dihidrotestosteron (5) bilesiginin metabolitleri

2.6. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Steroidlerin kiifler ile biyotransformasyonlar1 bu reaksiyonlarin yiliksek regio ve
stereosecicilikleri sebebi ile steroid ilaglar ve hormonlar gibi ¢ok daha onemli ve
fonksiyonlu bilesiklerin iiretimi i¢in halen yaygin olarak kullanilmaktadir (Nassiri-
Koopaei ve Faramarzi, 2015; Donova ve Egorova, 2012). Bilinen mikrobiyal
biyotransformasyonlarin etkinliklerini artirmak, kullanilabilir yeni
mikroorganizmalar ve reaksiyonlar tespit etmeye yonelik calismalar yogun olarak

stirdiiriilmektedir (Nassiri-Koopaei ve Faramarzi, 2015).

Glinlimiize kadar testosteron (4) bilesiginin ¢ok sayida farkli kiif tiirleri ile
biyotransformasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu biyotransformasyon g¢alismalarindan
Baeyer-Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal hidroksilasyonlar ile steran halkasinin
farkl1 kisimlarina hidroksil gruplarmin eklenmesi, mikrobiyal hidrosilasyonlar ile

eklenen bu hidroksil gruplarinin oksidasyonlari, keton gruplarinin rediiksiyonu, A
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halkasinin aromatiklesmesi, steran halkasindaki farkli kisimlarin mikrobiyal
hidrojenasyonlar1 ve dehidrojenasyonlar gibi ilging sonuglar elde edilmistir (Nassiri-
Koopaei ve Faramarzi, 2015; Donova ve Egorova, 2012; Bhatti ve Khera, 2012;
Fernandes ve ark., 2003; Mahato ve Garai, 1997).

2.6.1. Cladosporium sphaerospermum

Cladosporiaceae familyasina dahil olan Cladosporium askomiset mantarlarinin
yaygin ve Onemli bir cinsidir (Sandoval-Denis ve ark., 2016). Hemen her yerde
yayilim gosteren Cladosporium tiirleri genellikle hava, gida, bitkiler, boya ve
elbiselerden izole edilirler (Bensch ve ark., 2012; Sandoval-Denis ve ark., 2016).
Yaygin endofitler ve bitki patojenleri olan bu tiirler diger mantarlarin parazitleri bile
olabilmektedir (Sandoval-Denis ve ark., 2016). Baz1 Cladosporium tiirlerinin insan

ve hayvanlar icin patojen oldugu bilinmektedir (Sandoval-Denis ve ark., 2015).

Yeryiiziinde genis dagilim gosteren Cladosporium sphaerospermum yiiksek tuz
derisimleri ve ozmotik basinca dayanikli bir kiiftiir (Zalar ve ark., 2007). Bu kiif
¢ogu zaman i¢ ve dis mekanlardan (Aihara ve ark., 2001; Park ve ark., 2004),
insanlar (Yano ve ark., 2003) ve bitkilerden (Pereira ve ark., 2002) izole edilir.
Literatiirde C. sphaerospermum ile gergeklestirilmis bir steroid biyotransformasyonu

calismasi1 bulunmamaktadir.

2.6.2. Ulocladium chartarum

Askomiset mantarlarindan olan Ulocladium tiirleri farkli dagilimlara ve rollere
sahiptirler. Cogunlukla safrofit olan Ulocladium tiirlerinin bazilar1 bitki patojenleri
iken bazilar1 ise gidalarda bozulmalara yol agarlar. Birka¢ Ulocladium tiirii ise
onemli enzim kaynaklari ve biyokontrol ajanlari olarak dikkat c¢ekmektedir

(Andersen ve Hollensted, 2008).
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Ulocladium cinsinin bir lyesi olan Ulocladium chartarum kifii daha ¢ok i¢
mekanlarda rastlanan bir kiiftiir. Literatiirde U. chartarum ile gerceklestirilmis bir

steroid biyotransformasyonu ¢alismasi bulunmamaktadir.

2.7. Calismanin Amaci

Bu calismada daha once herhangi bir steroid biyotransformasyon calismasi igin
kullanilmamis olan Cladosporium sphaerospermum ve Ulocladium chartarum
kiifleri ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonlarinin incelenmesi

amaglanmstir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cihazlar, Sarf Malzemeler ve Kullanilan Yontemler

Biyotransformasyon calismasinda kullanilan besiyeri ve cam malzemeler Niive OT
40 L marka otoklav ile 20 dakika boyunca 121°C sicaklikta sterilize edildi. Kiiflerin
tazelenmesi ve biyotransformasyon ¢aligmalar1 esnasindaki inkiibasyonlarin
gergeklestirilmesi i¢in Niikleon marka Sinif II Tip Biyolojik Giivenlik Kabini (steril
kabin) kullanildi. Biyotransformasyon caligsmasi ve kiiflerin yetistirilmesi Gerhardt
THO 500 Laboshake marka calkalamali inkiibator ile gerceklestirildi. Infrared
spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum Two spektrometre cihazi ile alindi. '"H NMR
spektrumlar1 i¢ sinyal olarak tetrametilsilan standardi kullanilarak 300 MHz’de
calisan Varian Mercury 300 NMR spektrometresi ile déterokloroform igerisinde
alindi. 3C NMR spektrumlari ise 75 MHz’de Varian Mercury 300 NMR kullanilarak
doterokloroform igerisinde alindi. Erime noktalarini tayin etmek icin de
Elektrothermal IA 9200 erime noktas1 tayin cihazi kullanildi. Elementel analiz igin

Thermo Finnigan Flash EA 1112 elementel analiz cihazi kullanildi.

Biyotransformasyon calismasinin ve kolon kromatografi caligmalarinin sonuglar
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi. ITK calismalar1 0,25 mm
kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1)
¢oziicii sistemi kullanilarak gerceklestirildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-
anisaldehit-stilfiirik asit reaktifine daldirilip 120°C sicaklikta 3 dakika boyunca

1sit1ldiktan sonra goriiniir hale gelmeleri saglandi.

C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 kif kiltirleri
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu, Marmara Arastirma Merkezi

Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitlisii’nden yatik agar kiiltiirii olarak satin alindi. Bu
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kiiltiirler PDA (potato dekstroz agar) iceren yatik agar besiyerlerinde ve 4°C’de

tazelendi, cogaltild1 ve korundu.

Testosteron (4) bilesigi Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Kiifler igin
hazirlanan besiyerinde kullanilan tiim kimyasallar, yatik agar besiyerleri i¢in
kullanilan PDA ve agar, ¢alismada kullanilan tiim solventler ise Merck firmasindan

satin alindi.

3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Yatik agar besiyeri hazirlanmak i¢in PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar
(1,20 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye tamamlandi ve kaynatildi. Hazirlanan bu
besiyeri sogumadan Universal marka 15 adet 22 mL’lik patolojik cam siselerin
yarilarina kadar dagitilip otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edildi. Steril edilen
siselerdeki erimis besiyeri donmadan Once yaklasik 45 derecelik bir egimle

sogumaya birakilarak yatik agar besiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakilmak iizere, stok fungal
kiiltiiriindeki kiiflerin bir kism1 yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda
aktarildi. 15 giinde bir 3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarilmak iizere,
hazirlanan yeni yatik agar kiiltlirlerinin en gelismisindeki kiifler se¢ildi. Aktarma
islemi 2 kez tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar

kiltiiriindeki kiifler biyotransformasyon ¢alismasinda kullanildi.

3.4. Kiiflere Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasi

C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 Kkiiflerine ait

besiyerlerinin her birini hazirlamak i¢in glukoz (20 g), pepton (5 g) maya ekstrakt: (5
g) 1 L distile su igerisinde ¢oziilerek karistirildi (Shebany, 2012).
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3.5. Biyotransformasyon Calismasi

Hazirlanan 1 L besiyeri ¢oOzeltileri her bir kiif i¢cin 10 adet 250 mL erlene
paylastirilarak otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki
kiiflerin her biri 10 erlene steril sartlar altinda aktarildi ve bu erlenler yeterli miktarda
kiif olusabilmesi icin 28°C sicaklikta, calkalamali inkiibatorde (160 rpm), 3 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Ugiincii giiniin sonunda her bir biyotransformasyon
caligmasi i¢in testosteron (4) (1 g), DMF (10 mL) igerisinde ¢oziilerek yeterli
miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde ve steril sartlarda ilave edildikten sonra,

5 giin boyunca 28°C’de calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona birakildi (160 rpm).

Biyotransformasyon ¢alismalarinin takibi birer adet kontrol erleni ile saglandi.
Kontrol erlenleri i¢in sadece inokiile edilmemis steril besiyeri ve substrat kullanildi.
Biyotransformasyon c¢alismalarindaki biitiin islemler kontrol erlenleri icinde
uygulandi. Kontrol erlenlerinden ITK alindiginda herhangi bir metabolit
gozlemlenmedigi i¢in biyotransformasyon ¢alismalarindan elde edilen metabolitlerin
gercek biyotransformasyon iiriinleri oldugu sonucuna varildi. Ayrica inkiibasyonlar
boyunca tiim erlenlerdeki besiyeri goriiniimlerinde ve kiif gelisimlerinde degisimler

olup olmadig1 da takip edildi ve herhangi bir farklilik gbzlenmedi.

3.6. Metabolitlerin Saflastirilmasi ve Yapilarimin Tayini

Inkiibasyon sonrasinda her bir besiyeri bir Buchner hunisi kullamlarak filtrasyon
islemi ile kiif kiiltiirlerine ait misellerden siiziilerek iki ayri filtrat (siiziintii) olarak
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miselleri yikamak i¢in etil asetat (500 mL)
kullanildi. Filtratlardaki steroidleri su fazindan organik faza c¢ekmek icin her
seferinde etil asetat (1 L) kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyon gerceklestirildi.
Ekstraksiyon sonrasinda ekstraktlara susuz sodyum siilfat ilave edilerek ortamda
bulunabilecek su giderildi. Ekstraktlar evaporator ile uzaklastirildiktan sonra her bir
biyotransformasyon c¢alismasi icin farkli bir yagimsi madde elde edildi. Elde edilen
yagims1 maddelerin her biri substrati karsilastirmak suretiyle ITK ¢alismalari

gergeklestirildi. Yagimst maddeler igerisindeki steroidleri ayirmak i¢in adsorban
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olarak silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh) kullanilarak bir kolon
kromatografisi ¢alismlar1 gergeklestirildi. Steroidler n-hekzan igerisinde artan etil
asetat derisimleri eliient olarak kullanilarak kolonlardan ayrildi. Kolonlardan karisik
olarak gelen steroidler i¢erisinde adsorban olarak aktivite derecesi I olan aliiminyum
oksit 90 aktif notral (Merck 101077) iceren ¢ok daha kiiciik kolonlar kullanilarak 2-3
saat icerisinde ayrildi. Kolonlardan ayrilan steroidlerin yapilarinin tayin edilmesi
amaciyla substrat ve elde edilen her bir metabolite ait erime noktasi, NMR ve IR

spektrumlari karsilastirildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Testosteron (4) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC
72584 Kkiifleri ile biyotransformasyonundan elde edilen bilesiklerin yapilarin
belirlemek icin substrat ve elde edilen bilesiklerin erime noktalar;, 'H NMR, *C
NMR ve IR spektrumlart karsilastirildi. Biyotransformasyonu gergeklestirilen

testosteron (4) bilesiginin karbon iskeleti numaralandirilmasi Sekil 4.1.’deki gibidir.

Sekil 4.1. Substratin karbon iskeleti

Testosteron (4) (1 g) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ile 27°C’de 5 giin
stiren inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (1759 mg) ile
gergeklestirilen kolon kromatografisi calismasindan degisime ugramayan baslangic
maddesi (97 mg) ile 6pB-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (16) (%38), 6B,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (17) (%40), 7B,17B-dihidroksiandrostan-3-on (18) (%7),
15a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (19) (%S5), 6B,16p,17p-trihidroksiandrost-4-en-
3-on (20) (%3) ve 6p,120,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-on (21) (%2) bilesikleri elde
edildi (Sekil 4.2.).

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (16), (84 mg, %8)

%50’lik ¢dzgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 189-190°C, lit., 190-191°C (Hanson ve ark., 1996).
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IR (Vmax/cm™): 3415, 1740 ve 1670.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 0,91 (3H, s, 18-H); 1,38 (3H, s, 19-H); 4,36 (1H, bs,
6a-H); 5,80 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 220,62 (C-17); 200,33 (C-3); 168,06 (C-5); 126,34
(C-4); 72,58 (C-6); 53,57 (C-9); 50,81 (C-14); 47,57 (C-13); 38,00 (C-10); 37,17
(C-7); 36,97 (C-1); 35,71 (C-16); 34,09 (C-2); 31,19 (C-12); 29,34 (C-8); 21,64
(C-15); 20,19 (C-11); 19,46 (C-19); 13,71 (C-18).

19 (20) @1
Sekil 4.2. Substratin C. sphaerospermum ile biyotransformasyonu

6p,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (17), (422 mg, %40)

%60’l1k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 212-213°C, lit., 215-220°C (Hanson ve ark., 1996).

IR (Vmax/cm!): 3405, 1650 ve 1620.

'"H NMR (300 MHz, CDCl3): 0,82 (3H, s, 18-H); 1,38 (3H, s, 19-H); 3,65 (1H, t, J =
8,5 Hz, 17a-H); 4,36 (1H, bs, 6a-H); 5,80 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 200,41 (C-3); 168,32 (C-5); 126,32 (C-4); 81,64 (C-17);
72,96 (C-6); 53,64 (C-9); 50,44 (C-14); 42,88 (C-13); 38,01 (C-10); 38,01 (C-12);
37,09 (C-7); 36,37 (C-1); 34,19 (C-2); 30,42 (C-16); 29,75 (C-8); 23,25 (C-15);
20,56 (C-11); 19,51 (C-19); 11,07 (C-18).
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7B,17B-Dihidroksiandrostan-3-on (18), (75 mg, %7)

%70’lik ¢bozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 202-203°C, lit., 196-197°C (Farooq ve Tahara, 2000).

IR (Vmax/cm): 3325 ve 1710.

'"H NMR (CDCl): 0,74 (3H, s, 19-H); 0,83 (3H, s, 18-H); 3,65 (2H, m, 7a-H ve 17a-
H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 214,07 (C-3); 81,12 (C-17); 69,63 (C-7); 59,24 (C-9);
51,29 (C-14); 43,29 (C-13); 42,25 (C-12); 39,91 (C-5); 37,81 (C-8); 36,93 (C-1);
36,50 (C-10); 34,61 (C-4); 34,24 (C-2); 29,96 (C-6); 29,44 (C-16); 23,04 (C-15);
22,98 (C-19); 20,26 (C-11); 10,96 (C-18).

15a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (19), (53 mg, %5)

%90’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 96-97°C, lit., 93-94°C (Peart ve ark., 2011).

IR (vmax/cm™): 3400, 1660 ve 1650.

"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,80 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); 3,89 (1H, t, J =
8,5 Hz, 17a-H); 4,11 (1H, m, 153-H); 5,73 (1H, s, 4-H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3): 199,61 (C-3); 171,07 (C-5); 123,76 (C-4); 78,70 (C-17);
72,46 (C-15); 58,43 (C-14); 53,81 (C-9); 44,31 (C-13); 42,57 (C-16); 38,63 (C-10);
36,56 (C-12); 35,68 (C-1); 35,29 (C-8); 33,89 (C-2); 32,72 (C-6); 32,14 (C-7); 20,50
(C-11); 17,48 (C-19); 12,56 (C-18).

6p3,16P,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (20), (34 mg, %3)

Etil asetat ile eliisyon neticesinde etil asetattan kiipler seklinde kristallendirildi.
Erime noktasi: 169-170°C.

IR (Vmax/cm): 3395 ve 1660.

Elementel analiz: C19H2304 i¢in %71,22 C ve %8,81 H hesaplansa da %71,15 C ve
%8,70 H gozlendi.

'"H NMR (CDCls): 0,88 (3H, s, 18-H); 1,39 (3H, s, 19-H); 3,38 (1H, d, J = 7,3 Hz,
170-H); 4.16 (1H, m, 16a-H); 4,34 (1H, bs, 6a-H); 5,81 (1H, s, 4-H).
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13C NMR (75 MHz, CDCls): 200,47 (C-3); 168,14 (C-5); 126,38 (C-4); 80,62 (C-17);
72,90 (C-6); 69,85 (C-16); 53,81 (C-9); 46,94 (C-14); 42,43 (C-13); 38,15 (C-10);
38,04 (C-7); 37,04 (C-1); 36,98 (C-12); 34,91 (C-15); 34,19 (C-2); 29,17 (C-8);
20,27 (C-11); 19,52 (C-19); 11,88 (C-18).

6p,12p,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (21), (23 mg, %2)

Etil asetat ile eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde kristallendirildi.
Erime noktasi: 200-201°C.

IR (Vmax/cm!): 3445 ve 1680.

Elementel analiz: C19H2804 icin %71,22 C ve %8,81 H hesaplansa da %71,10 C ve
%8,73 H gozlendi.

"H NMR (CDCls): 0,87 (3H, s, 18-H); 1,39 (3H, s, 19-H); 3,50 (1H, dd, J = 5,0 ve
11,0 Hz, 12a-H); 3,89 (1H, t, J = 8,5 Hz, 17a-H); 4,35 (1H, bs, 6a-H); 5,81 (1H, s, 4-
H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): 200,26 (C-3); 167,67 (C-5); 126,53 (C-4); 81,87
(C-17); 78,99 (C-12); 72,81 (C-6); 52,46 (C-9); 48,51 (C-14); 46,98 (C-13); 37,95
(C-10); 37,43 (C-7); 35,02 (C-1); 34,13 (C-2); 30,01 (C-16); 29,33 (C-11); 28,84
(C-8); 23,07 (C-15); 19,44 (C-19); 6,02 (C-18).

Testosteron (4) (1 g) bilesiginin U. chartarum MRC 72584 ile 28°C’de 5 giin siiren
inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (1343 mg) ile gergeklestirilen
kolon kromatografisi c¢alismasindan degismeyen baslangic maddesi (80 mg) ile
androst-4-en-3,17-dion (8) (%3), Sa-androstan-3,6,17-trion (22) (%4), 17p-hidroksi-
Sa-androstan-3,6-dion (23) (%9), 7B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (24) (%3),
7B,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (25) (%11), 14a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-
on (26) (%12) ve 12B,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (27) (%9) bilesikleri elde
edildi (Sekil 4.3.).
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24

0) OH O

(25) (26) (27)
Sekil 4.3. Substratin U. chartarum ile biyotransformasyonu

Androst-4-en-3,17-dion (8), (30 mg, %3)

%30’luk ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 173-174°C, lit., 170-172 °C, (Swizdor ve ark., 2017).

IR (Vmax/cm™): 1736 ve 1440.

'"H NMR (300 MHz, CDCl3): § 0,91 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 5,75 (1H, s,
4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCIl3): 220,50 (C-17); 199,40 (C-3); 170,54 (C-5); 123,58
(C-4); 53,57 (C-9); 50,58 (C-14); 47,33 (C-13); 38,48 (C-10); 35,44 (C-1); 35,44
(C-16); 34,89 (C-8); 33,69 (C-2); 32,38 (C-6); 31,04 (C-7); 30,07 (C-12); 21,55
(C-15); 20,44 (C-11); 17,21 (C-19); 13,52 (C-18).

Sa-Androstan-3,6,17-trion (22), (44 mg, %4)

%40’ l1ik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan yassi pulcuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 193-194°C, lit., 196-197°C (Numazawa ve ark., 1988).

IR (Vmax/cm™): 1740, 1720 ve 1700.

'"H NMR (300 MHz, CDCl3): § 0,88 (3H, s, 18-H); 0,97 (3H, s, 19-H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): 219,54 (C-17); 210,78 (C-3); 208,16 (C-6); 57,39
(C-5); 53,34 (C-9); 51,39 (C-14); 48,00 (C-13); 45,22 (C-7); 41,09 (C-4); 37,87
(C-10); 37,35 (C-1); 37,21 (C-8); 36,82 (C-2); 35,54 (C-16); 30,97 (C-12); 21,56
(C-15); 20,84 (C-11); 13,72 (C-18); 12,52 (C-19).
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17B-Hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (23), (95 mg, %9)

%50’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 233-234°C, lit., 230-231°C (Numazawa ve ark., 1988).

IR (Vmax/em™): 3550 ve 1710.

'"H NMR (300 MHz, CDCI3): § 0,80 (3H, s, 18-H); 1,00 (3H, s, 19-H); 3,67 (1H, t, J
= 8,5 Hz, 170-H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 211,35 (C-3); 208,86 (C-6); 81,07 (C-17); 57,27 (C-5);
53,25 (C-9); 51,02 (C-14); 45,88 (C-7); 43,26 (C-13); 41,07 (C-4); 37,84 (C-1);
37,84 (C-10); 37,16 (C-2); 36,77 (C-12); 35,98 (C-8); 29,98 (C-16); 23,00 (C-15);
21,12 (C-11); 12,42 (C-19); 10,99 (C-18).

7B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (24), (32 mg, %3)

%50’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan yassi pulcuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 222-223°C, lit., 218-220°C (Holland ve Thomas, 1982).

IR (Vvmax/cm™): 3465, 1670 ve 1620.

'"H NMR (300 MHz, CDCI3): § 0,94 (3H, s, 18-H); 1,23 (3H, s, 19-H); 3,53 (1H, m,
7a-H); 5,76 (1H, s, 4-H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): 220,70 (C-17); 199,17 (C-3); 166,75 (C-5); 124,94
(C-4); 74,21 (C-7); 50,71 (C-9); 50,46 (C-14); 48,00 (C-13); 42,66 (C-8); 42,45
(C-6); 38,01 (C-10); 35,90 (C-16); 35,56 (C-1); 33,84 (C-2); 31,15 (C-12); 24,92
(C-15); 20,30 (C-11); 17,32 (C-18); 13.92 (C-19).

7B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (25), (117 mg, %11)

%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 200-201°C, lit., 197.5-199.5°C (Labaree ve ark., 1997).

IR (Vmax/cm ): 3415, 1660 ve 1610.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): § 0,80 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 3,44 (1H, m,
70-H); 3,63 (1H, t, J= 8,5 Hz, 170a-H); 5,75 (1H, s, 4-H).
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13C NMR (75 MHz, CDCL): 199,36 (C-3); 167,48 (C-5); 124,72 (C-4); 81,09
(C-17); 74,92 (C-7); 50,69 (C-14); 49,88 (C-9); 43,51 (C-13); 43,06 (C-8); 42,24 (C-
6); 38,02 (C-10); 36,28 (C-12); 35,65 (C-1); 33,91 (C-2); 30,72 (C-16); 26,33 (C-
15); 20,55 (C-11); 17,32 (C-19); 11,10 (C-18).

140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (26), (128 mg, %12)

%60’lik ¢ozgen sistemiyle ellisyon neticesinde asetondan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 180-181°C, lit., 181-185°C (Hanson ve ark., 1996).

IR (Vmax/cm™1): 3450, 1660 ve 1640.

"H NMR (300 MHz, CDCl5): § 0,89 (3H, s, 18-H); 1,18 (3H, s, 19-H); 4,28 (1H, t, J
=17,8 Hz, 170-H); 5,70 (1H, s, 4-H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): 199,89 (C-3); 171,24 (C-5); 123,67 (C-4); 83,19
(C-14); 78,41 (C-17); 46,85 (C-13); 46,65 (C-9); 38,78 (C-10); 38,64 (C-8); 35,59
(C-1); 33,81 (C-2); 32,53 (C-12); 32,48 (C-6); 29,44 (C-16); 28,44 (C-7); 26,01
(C-15); 19,60 (C-11); 17,12 (C-19); 14,83 (C-18).

12f,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (27), (95 mg, %9)

%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktast: 120-121°C, lit., 121-125°C (Tweit ve ark., 1962).

IR (vmax/cm): 3370, 1735 ve 1655.

'"H NMR (300 MHz, CDCl5): § 0,80 (3H, s, 18-H); 1,16 (3H, s, 19-H); 3,48 (1H, dd,
J=5,0ve 11,0 Hz, 120-H); 3,85 (1H, t, J= 8,5 Hz, 17a-H), 5,71 (1H, s, 4-H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): 199,72 (C-3); 170,86 (C-5); 123,97 (C-4); 81,57
(C-17); 78,75 (C-12); 52,49 (C-9); 48,50 (C-14); 46,88 (C-13); 38,48 (C-10); 35,45
(C-1); 34,57 (C-8); 33,77 (C-2); 32,62 (C-6); 30,83 (C-7); 29,81 (C-16); 29,27
(C-11); 23,01 (C-15); 17,19 (C-19); 6,00 (C-18).



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 Kkiifleri ile
gerceklestirilen biyotransformasyon caligmalari sonucunda elde edilen bilesiklerin
yapilarini tayin amaciyla, testosteron (4) ve s6z konusu bilesiklerin erime noktalart,

"H NMR, 3C NMR ve IR spektrumlari karsilastirildi.

Testosteron (4) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ile bes giin inkiibasyonu
alt1 metabolit verdi (Sekil 5.1.).

“)

19) (20) (21)
Sekil 5.1. Substratin C. sphaerospermum ile biyotransformasyonu

[k metabolit 6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (16) olarak tanimlandi. Metabolitin
'"H NMR spektrumu 8y 4,36 ppm’de (1H, bs) 6B-hidroksil grubunun varligim
gbsteren yeni bir rezonans verdi (Hanson ve ark., 1996). Metabolitin '*C NMR
spektrumu baslangi¢ maddesinin oc 81,25 ppm’deki C-17 rezonansini vermezken dc
220,62 ppm’de yeni bir C atomu rezonansi verdi (Tablo 5.1.). Bu sonuglar C-17’de

bir oksidasyon gerceklesmis oldugunu gosterdi.
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Tablo 5.1. Testosteron (4) ve baz1 metabolitleri igin *C NMR degerleri

C atom ) (16) 17 (18) (19) (20) 1)
1 3548 3697 3637 3693 3568  37.04  35.02
2 3374 34.09 3419 3424 3389 3419 3413
3 199.64 20033 20041  214.07  199.61 20047  200.26
4 123.87 12634 12632 3461 12376 12638  126.53
5 171,52 168.06 16832 3991  171.07 168.14  167.67
6 3263 7258 7296 2996 3272 7290  72.81
7 3133 37.17  37.09  69.63 3214  38.04  37.43
8 3558 2934 2975 3781 3529  29.17  28.84
9 53.69 5357  53.64 5924 5381  53.81  52.46
10 3845 3800 3801 3650 3863 3815  37.95
11 2010  20.19 2056 2026 2050 2027  29.33
12 3621 31.19 3801 4225 3656 3698  78.99
13 4261 4757 4288 4329 4431 4243  46.98
14 5024  50.81 5044 5129 5843 4694 4851
15 2314 21.64 2325  23.04 7246 3491  23.07
16 2951 3571 3042 2944 4257  69.85  30.01
17 8125 22062 8164  81.12 7870  80.62  81.87

18 1093 1371 11.07 1096 1256  11.88 6.02
19 1717 1946 1951 2298 1748 1952  19.44

Ikinci metabolit 6p,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (17) olarak tanimlandi.
Metabolitin 'H NMR spektrumu sirasi ile 17B- ve 6p-hidroksil gruplarmin varligimi
gosteren karakteristik rezonanslart on 3,65 ppm (1H, t, J = 8,5 Hz) ve ou 4,36
ppm’de (1H, bs) verdi (Hanson ve ark., 1996). Metabolitin '3C NMR spektrumu ¢
72,96 ppm ve dc 81,64 ppm’de sirasi ile 6B- ve 17B-hidroksil gruplarinin varligin

gosteren karakteristik rezonanslar verdi.

Uciincii  metabolit  7p,17p-dihidroksiandrostan-3-on  (18) olarak tanimland.
Metabolitin '"H NMR spektrumunun baslangi¢ maddesinin du 5,74 ppm’deki 4-H

rezonansini (1H, s) vermemesi A halkasindaki ¢ift bagin hidrojenasyona ugradigini
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diisiindiirdii. Metabolitin *C NMR spektrumu ise 8¢ 69,93 ppm ve 8¢ 81,12 ppm’de
siras1 ile 7B- ve 17B-hidroksil gruplarinin varligini gosteren yeni rezonanslar verdi
(Farooq and Tahara, 2000). Metabolitin 'H NMR spektrumu u 3,65 ppm’de 7p- ve
17B-hidroksil gruplariin varligini gésteren ve ¢akismis olan iki rezonans verdi (2H,

m).

Dordiincii metabolit 15a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (19) olarak tanimlandi.
Metabolitin 'TH NMR spektrumu 8 3,89 ppm (1H, t, J = 8,5 Hz) ve du 4,11 ppm’de
(1H, m) siras1 ile 178- ve 15a-hidroksil gruplarinin varligmi gosteren karakteristik
rezonanslar verdi (Peart ve ark., 2011). Metabolitin '*C NMR spektrumu ise 8¢ 72,46
ppm ve oc 78,70 ppm’de sirast ile 15a- ve 17B-hidroksil gruplarmin varligini

gosteren yeni rezonanslar verdi.

Besinci metabolit 6f3,16,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-on (20) olarak tanimlandi.
Metabolitin '*C NMR spektrumu sirasi ile 6B- ve 17B-hidroksil gruplarinin varhigmi
gosteren karakteristik rezonanslart oc 72,90 ve oc 80,62 ppm’de verdi (Hanson ve
ark., 1996). Metabolitin NMR spektrumlari du 4,16 ppm (1H, m) ve d¢c 69,85 ppm’de
yeni bir hidroksil grubunun varligini1 gosteren rezonanslar verdi. Karakteristik bir
triplet olan 170-H rezonansimin (Bridgeman ve ark., 1970) C-16’daki bir protondan
kaynaklanan yarilma sebebi ile dublet olarak gdzlendigi diisiiniildii. Metabolitin '*C
NMR spektrumunun C-15 ig¢in asagr alana dogru bir kayma (A 11,77 ppm)
gosterirken C-14 icin ise yukar1 alana dogru bir kayma (A 3,30 ppm) gostermesi C-
16’da yeni bir hidroksil grubunun varhigini diisiindlirdii. Literatiir ¢calismalar ile
kiyaslandiginda karakteristik 170-H rezonansinin yarilmasindaki degisim bir 16f3-
hidroksil grubunun varligimi gosterdi (Swizdor ve ark., 2017). Metabolitin '*C NMR
spektrumu 19 karbon rezonansi verirken DEPT spektrumu ise iki metil, alt1 metilen,
yedi metin ve dort kuarterner karbon rezonanslari verdi. Bu sonuclar tanimlanan
trioliin kimyasal yapisiyla uyum gosterdi. 6f,160,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on

(20) yeni bir metabolit olarak tanimlandi.

Altinc1 metabolit 6f,12p,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-on (21) olarak tanimlandi.

Metabolitin '*C NMR spektrumu sirasi ile 6B- ve 17B-hidroksil gruplarmnin varhigmi



38

gosteren karakteristik rezonanslar1 6c 72,81 ve d¢c 81,87 ppm’de verdi (Hanson ve
ark., 1996). Metabolitin '*C NMR spektrumu ayrica bir 12B-hidroksil grubunun
varhigimi gosteren diger bir karakteristik rezonansi ise oc 78,99 ppm’de verdi (Hunter
ve ark., 2008). Metabolitin '*C NMR spektrumunun C-11 i¢in asag: alana dogru bir
kayma (A 9,23 ppm) gosterirken C-14 igin ise yukar1 alana dogru bir kayma (A 1,73
ppm) gostermesi 12B-hidroksil grubunun varligin1 daha fazla dogruladi. Metabolitin
DEPT spektrumunun iki metil, alt1 metilen, yedi metin ve dort kuarterner karbon
rezonanslart vermesi tanimlanan trioliin kimyasal yapisiyla uyum gdosterdi.
6p,12P,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (21) bilesigi yeni bir metabolit olarak

tanimlanda.

Testosteron (4) bilesiginin U. chartarum MRC 72584 ile 5 giin siiren inkiibasyonu,
yedi metabolit verdi (Sekil 5.2.). Ilk metabolit androst-4-en-3,17-dion (8) olarak
belirlendi. Metabolitin '*C NMR spektrumu baslangic maddesinin 8¢ 81,25 ppm’deki
C-17 rezonansmi igermezken C-17’de bir oksidasyon gerceklestigini isaret eden yeni
bir rezonansi oc 220,50 ppm’de verdi (Tablo 5.2.). Metabolitin baslangic maddesinin
on 3,65 ppm’deki karakteristik 17a-H rezonansini (1H, t, J = 8,5 Hz) gostermemesi
C-17'de bir oksidasyonun gerceklesmis oldugunu dogruladi.

29

O OH O

(25) (26) (27)
Sekil 5.2. Substratin U. chartarum ile biyotransformasyonu

Ikinci metabolit Sa-androstan-3,6,17-trion (22) olarak tamimlandi. Metabolitin
"H NMR spektrumu baslangi¢ maddesinin 8u 5,74 ppm’deki 4-H rezonansimi (1H, s)
gostermemesi A halkasindaki c¢ift bagin hidrojenasyona ugramis oldugunu

diisiindiirdii. Bu degisim metabolitin '*C NMR spektrumunun baslangi¢ maddesinin
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oc 123,87 ppm ve 171,52 ppm'deki cift bag rezonanslarini igermemesi ile dogrulanda.
Metabolitin  *C NMR spektrumu degerlerinin literatiirdeki ¢aligmalar ile
karsilastirilmas1 sonucunda baglangic maddesindeki a,B-doymamis sistemin -
yiiziinden indirgendigini gosterdi (Al-Awadi ve ark., 2005). Metabolitin '*C NMR
spektrumunun baglangic maddesinin dc 32,63 ppm'deki C-6 rezonansi yerine
oc 208,16 ppm'de yeni bir karbon rezonansi vermesi C-6’daki hidroksilasyonu
takiben bir oksidasyonun gerceklestigini gosterdi. Metabolitin *C  NMR
spektrumunun baslangi¢ maddesinin dc 81,25 ppm'deki C-17 rezonansini vermeyip
oc 219,54 ppm’de yeni bir karbon rezonansit vermesi C-17’de bir oksidasyonun
gerceklesmis oldugunu gdsterdi. Metabolitin NMR spektrum degerleri literatiir
caligmalari ile karsilastirilabilir olarak bulundu (Al-Awadi ve ark., 2005).

Uciincii  metabolit 17p-hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (23) olarak tanimland.
Metabolitin '"H NMR spektrumu baslangic maddesinin 8u 5,74 ppm’deki 4-H
rezonansin1 (1H, s) igermemesi A halkasindaki ¢ift bagin doyuruldugunu
diisiindiirdii. Metabolitin '*C NMR spektrumunda baslangic maddesinin 8¢ 123,87
ppm ve 171,52 ppm’deki cift bag rezonanslarinin yerlerine dc 41,07 ppm ve 57,27
ppm’de yeni rezonanslar igermesi ¢ift bagin doyuruldugunu gosterdi. Literatiir
degerleri ile karsilastirma sonucunda o,B-doymamis sistemin a-yiiziinden
indirgendigi anlasildi (Al-Awadi ve ark., 2005). Metabolitin >*C NMR spektrumunda
baslangic maddesinin dc 32,63 ppm’deki C-6 rezonansimni vermeyip oc 208,86
ppm’de yeni bir rezonans vermesi C-6’da olusmus bir hidroksil grubunun
oksidasyona ugradigini gosterdi. Metabolitin baslangi¢c maddesinin C-17 rezonansini
oc 81,07 ppm’de verdigi gozlendi. Metabolitin NMR degerlerinin literatiirdekiler ile
uyumlu oldugu belirlendi (Al-Awadi ve ark., 2005).
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Tablo 5.2. Testosteron (4) ve diger baz1 metabolitleri i¢in '3C NMR degerleri
C atom 4) (8) (22) (23) (24) (25) (26) (27)
3548 35.44 37.35 37.84 35.56 35.65 35.59 35.45

—_—

2 33.74 33.69 36.82 37.16 33.84 33.91 33.81 33.77
3 199.64 199.40 210.78 21135 199.17 19936 199.89  199.72
4 123.87 123.58 41.09 41.07 12494 12472 123.67 123.97
5 171.52 170.54 57.39 57.27 166.75 16748 171.24  170.86
6 32.63 32.38 208.16  208.86  42.45 42.24 32.48 32.62
7 31.33 31.04 45.22 45.88 74.21 74.92 28.44 30.83
8 35.58 34.89 37.21 35.98 42.66 43.06 38.64 34.57
9 53.69 53.57 53.34 53.25 50.71 49.88 46.65 52.49
10 38.45 38.48 37.87 37.84 38.01 38.02 38.78 38.48
11 20.10 20.44 20.84 21.12 20.30 20.55 19.60 29.27
12 36.21 30.07 30.97 36.77 31.15 36.28 32.53 78.75
13 42.61 47.33 48.00 43.26 48.00 43.51 46.85 46.88
14 50.24 50.58 51.39 51.02 50.46 50.69 83.19 48.50
15 23.14 21.55 21.56 23.00 24.92 26.33 26.01 23.01
16 29.51 35.44 35.54 29.98 35.90 30.72 29.44 29.81
17 81.25 220.50 219.54  81.07  220.70  81.09 78.41 81.57
18 10.93 13.52 13.72 10.99 17.32 11.10 14.83 6.0

19 17.17 17.21 12.52 12.42 13.92 17.32 17.12 17.19

Dordiincli metabolit 7p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (24) olarak tanimlandi.
Metabolitin NMR spektrumu ou 3,53 ppm (1H, m) ve oc 74,21 ppm’de bir
7B-hidroksil grubunun varliina isaret eden karakteristik rezonanslar verdi (Holland
ve Thomas, 1982). Metabolit '*C NMR spektrumunun C-8 i¢in asag1 alana dogru bir
kayma (A 7,08 ppm) gosterirken C-9 i¢in ise yukari alana dogru bir kayma (A 2,98
ppm) gostermesi bir 7B-hidroksil grubunun varligina daha da netlestirdi. Metabolitin
3C NMR spektrumu baslangi¢ maddesinin 8¢ 81,25 ppm’deki C-17 rezonansini
vermeyip dc 220,70 ppm’de yeni bir rezonans vermesi C-17’de bir oksidasyonun
gerceklesmis oldugunu gosterdi. Metabolitin NMR degerlerinin literatiirdeki degerler
ile uyumlu oldugu tespit edildi (Holland ve Thomas, 1982).

Besinci metabolit 7,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (25) olarak tanimlandu.
Metabolitin 3C NMR spektrumu 8¢ 74,92 ppm’de bir 7p-hidroksil grubunun
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varligin1 gosteren karakteristik bir rezonans verdi (Labaree ve ark., 1997). Metabolit
13C NMR spektrumunun C-8 i¢in asag1 alana dogru bir kayma (A 7,48 ppm) verirken
C-9 i¢in ise yukari alana dogru bir kayma (A 3,81 ppm) vermesi bir 7p-hidroksil
grubunun varligina daha da belirginlestirdi. Metabolitin baslangic maddesinin
karakteristik 17a-H rezonansini (1H, t, J = 8,5 Hz) 6u 3,63 ppm'de vermesi 17f-

hidroksil grubunun korundugunu gdsterdi.

Altinc1 metabolit 14a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (26) olarak tanimlandi.
Metabolitin *C NMR spektrumu ¢ 83,19 ppm’de yeni bir rezonans vermesine
ragmen 'H NMR spektrumunun 3-5 ppm araliginda yeni bir rezonans vermemesi
tersiyer bir hidroksil grubunun varhgmi diisiindiirdii. Metabolitin *C NMR
spektrumundaki C-8 ve C-15 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (siras1 ile A 3,06 ppm
ve A 2,87 ppm) ile C-7 ve C-16 i¢in yukari alana kaymalar (sirasi ile A 2,89 ppm ve
0,07 ppm) C-14de bir hidroksil grubunun varhgini daha da netlestirdi. Metabolit 'H
NMR spektrumunun 170-H rezonansi i¢in asagi alana dogru 6nemli bir kayma (A
0,63 ppm) gostermesi mevcut bir 14a-hidroksil grubu ile diaksiyal etkilesimi
oldugunu gosterdi (Hanson ve ark., 1996). Metabolitin NMR degerlerinin literatiir

caligmalari ile uyumlu oldugu gozlendi (Hanson ve ark., 1996).

Yedinci metabolit 12p,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (27) olarak tanimlandi.
Metabolitin *C NMR spektrumu 8¢ 78,75 ppm’de bir 12p-hidroksil grubunun
varligin1 gosteren karakteristik bir rezonans verdi (Hunter ve ark., 2008). Metabolitin
13C NMR spektrumundaki C-11 ve C-13 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (siras1 ile A
9,17 ppm ve A 4,27 ppm) ve C-9 ve C-14 i¢in yukar alana dogru olan kaymalar
(swrast ile A 1,20 ppm ve A 1,74 ppm) bir 12B-hidroksil grubunun varligin1 daha da
dogruladi. Metabolitin *C NMR spektrumunun 8¢ 81,57 ppm’deki rezonansi 17p-

hidroksil grubunun korundugunu gdsterdi.

Tablo 5.3.’den de goriilebilecegi gibi C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii
testosteronu (4) agirlikli olarak C-6f pozisyonunda hidroksillerken C-7B, C-128, C-

150 ve C-16p pozisyonlarinda da diisiik verimler ile hidroksillenmeler gozlendi.
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Ayrica C-17’de diisiik verimli bir oksidasyon ile yine diisiikk verimli bir Sa-

indirgenmesi de gozlendi (Tablo 5.3.).

Tablo 5.3. C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii ile metabolit verimleri
Substrat Metabolit % Verim

Testosteron (4)
6p-Hidroksiandrost androst-4-en-3,17-dion (16) 8
6p,17p-Dihidroksiandrostandrost-4-en-3-on (17) 40
7B,17p- Dihidroksiandrostandrostan-3-on (18)
15a,17p-Dihydroxyandrost-4-en-3-on (19)
6f,16P,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (20)
6p,12p,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (21)

N W L

Tablo 5.4.’den de goriilebilecegi gibi U. chartarum MRC 72584 kiifii testosteron (4)
bilesigini C-6f, C-7B, C-12B ve C-14a pozisyonlarinda hidroksilledi. Ilave olarak C-
6p pozisyonundaki diisiik verimli bir hidroksillenmeden sonra C-6’da gerceklesen bir
bir oksidasyon, bu hidroksillenmeden 6nce veya sonra gerceklesen diisiik verimli bir

Sa-indirgenmesi ile C-17°de gerceklesen diisiik verimli bir oksidasyonda goézlendi

(Tablo 5.4.).

Tablo 5.4. U. chartarum MRC72584 kiifii ile metabolit verimleri
Substrat Metabolit % Verim

Testosteron (4)

Androst-4-en-3,17-dion (8) 3
Sa-Androstan-3,6,17-trion (22) 4
17B-Hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (23) 9
7B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (24) 3
7B,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (25) 11
140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (26) 12
12B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (27) 9

Literatiirdeki kiifler ile steroid biyotransformasyon c¢aligmalar1 incelendiginde
testosteron (4) bilesiginin Sa-indirgenmesi, C-6 ve C-17’de oksidasyonlari ile C-6p,
C-14a, C-15a ve C-16p pozisyonlarinadaki hidroksillenmelerin yaygin oldugu

gozlenmesine ragmen (Nassiri-Koopaei ve Faramarzi, 2015; Donova ve Egorova,
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2012; Bhatti ve Khera, 2012; Fernandes ve ark., 2003; Mahato ve Garai, 1997)
substratin C-7 ve C-12f pozisyonlarindaki hidroksillenmelerinin daha nadir oldugu
gozlendi (Smith ve ark., 1990; Farooq ve Tahara, 2000; Hunter ve ark., 2008; Tweit
ve ark., 1962).

Ornegin, dnceki bir calismada Botryosphaerica obtusa aym substrati C-7p, C-11a,
C-12B ve C-15a pozisyonlarinda hidroksilledi (Smith ve ark., 1990). Bir diger
calismada ise Botrytis cinerea substrati C-78 pozisyonunda hidroksilledi ve C4-C5
c¢ift bagin1 a-yliziinden indirgedi (Farooq ve Tahara, 2000). Rhizomucor tauricus
(Hunter ve ark., 2008) substrati1 C-6p ve C-12f pozisyonlarinda hidroksillerken bir
Penicillium izolat1 (Tweit ve ark., 1962) ise ayn1 substratt C-1a, C-6p, C-12p ve C-
15 pozisyonlarinda hidroksilledi.

Bu calismada ise yukarida da belirtildigi gibi C. sphaerospermum MRC 70266
substrat1 C-6p, C-7B, C-12B, C-15a ve C-16p pozisyonlarinda hidroksillerken bir Sa-
indirgenmesi ile bir C-17 oksidasyonu da gergeklestirdi. Yine yukarida da belirtildigi
gibi Ulocladium chartarum MRC 72584 substratt C-6p3, C-7B, C-12 ve C-14a
pozisyonlarinda hidroksillerken Sa-indirgenmesi ile C-6 ve C-17’de oksidasyonlar
gerceklestirdi. Bu sonuglar C. sphaerospermum MRC 70266 ve Ulocladium
chartarum MRC 72584 Kkiiflerinin substrati farkli sekillerde metabolize ettigini
gosterdi (Yildirim ve ark., 2018). Buna ilaveten ¢alisma sonucunda elde edilen
6p,16p,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-on (20) ve 6f,123,17p-trihidroksiandrost-4-en-
3-on (21) metabolitleri yeni bilesikler olarak tanimlandi. C. sphaerospermum MRC
70266, Ulocladium chartarum MRC 72584 ve diger kiifler ile steroid

biyotransformasyonlarina yonelik ¢alismalarimiz siirmektedir.
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EKILER

EK 1: Testosteron (4) icin 'H NMR spektrumu
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EK 2: Testosteron (4) icin 1*C NMR spektrumu
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EK 3. Androst-4-en-3,17-dion (8) icin 'H NMR spektrumu
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EK 5: 6B-Hidroksiandrost androst-4-en-3,17-dion (16) icin 'H NMR spektrumu
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EK 6: 6B-Hidroksiandrost androst-4-en-3,17-dion (16) icin 3C NMR spektrumu
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EK 7: 6B,17B-Dihidroksiandrostandrost-4-en-3-on (17) icin 'H NMR spektrumu
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EK 8: 6B,17B-Dihidroksiandrostandrost-4-en-3-on (17) icin '*C NMR spektrumu
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EK 9: 7B.17B-Dihidroksiandrostandrostan-3-on (18) icin 'H NMR spektrumu
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EK 10: 7B,17B- Dihidroksiandrostandrostan-3-on (18) icin *C NMR spektrumu
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EK 11: 150,17B-Dihydroxyandrost-4-en-3-on (19) icin 'H NMR spektrumu
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EK 12. 150,17B-Dihydroxyandrost-4-en-3-on (19) icin 3C NMR spektrumu
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EK 13: 6B,16B,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (20) icin 'H NMR spektrumu
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EK 14: 6B.16B,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (20) icin '3C NMR spektrumu
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EK 15: 6B.168.,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (20) icin DEPT spektrumu
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EK 16: 6B,12B,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (21) icin '"H NMR spektrumu
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EK 17: 6B,12B,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (21) icin '*C NMR spektrumu
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EK 18: 6B,1203,17B-Trihidroksiandrost-4-en-3-on (21) icin DEPT spektrumu
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EK 19: 50-Androstan-3,6,17-trion (22) icin 'H NMR spektrumu
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EK 20: 50-Androstan-3,6,17-trion (22) icin '*C NMR spektrumu
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EK 21: 17B-Hidroksi-5a-androstan-3.,6-dion (23) icin 'H NMR spektrumu
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EK 22: 17B-Hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (23) icin '*C NMR spektrumu
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EK 23: 78-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (24) icin '"H NMR spektrumu
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EK 25: 7B8,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (25) icin 'H NMR spektrumu
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EK 26: 78,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (25) icin '3C NMR spektrumu
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EK 27: 14a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (26) icin '"H NMR spektrumu
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EK 28: 140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (26) icin 13C NMR spektrumu
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EK 29: 128,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (27) icin '"H NMR spektrumu
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EK 30: 12B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (27) 1*C NMR spektrumu
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