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TESTOSTERON BIiLESIGININ ASPERGILLUS GLAUCUS KUFU iLE
BiYOTRANSFORMASYONU

OZET

Dogal iiriinler canlilarin ¢ogalma ve gelismesi i¢in elzem olmayan bilesiklerdir. Bu
bilesikler bulunduklari canlilara bazi avantajlar sagladiklari ve daha ¢ok diger canlilara
olan etkileri ile dikkat g¢eken kimyasal maddelerdir. Dogal iriinler genelde
terpenoidler, alkaloidler, steroidler, poliketidler, fenilpropanoidler, 6zellesmis
peptidtler, 6zellesmis karbonhidratlar ve yag asitleri ile yag asitlerinin tiirevleri olarak
gruplandirilirlar.

Enzimlerin subtratlar1 olmayan yabanci olan maddelerde gergeklestirdikleri kimyasal
degisimler biyotransformasyonlar olarak adlandirilir. Biyotransformasyonlarda rol
oynayan enzimler serbest, sabitlenmis veya cesitli biyolojik sistemlerin biinyesinde
mevcut olarak etki gosterebilirler. Biyotransformasyonlarin  gergeklestirildigi
biyolojik sistemlerin en ¢ok kullanilanlar kiifler, mayalar ve bakteriler gibi mikrobiyal
hiicrelerdir. Kiifler, mayalar ve bakteriler gibi mikroorganizmalar ile ger¢eklestirilen
mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik kimyasal sentez yontemlerine gore daha
fazla avantajlar saglamaktadir. Mikrobiyal biyotransformasyonlarin uygulanmasi igin
genelde cesitli mikroorganizmalar serbest veya belirli bir yiizeye sabitlenmis olarak
kullanilabilir.

Gilintimiizde kiifler ile gergeklestirilen steroid biyotransformasyonlari kiif enzimlerinin
yiiksek regio ve stereosegicilikleri olmalart nedeni ile birgok 6nemli bilesigin elde
edilmesinde yaygin olarak uygulanmaktadir.

Bu ¢alismada testosteron (6) steroidinin Aspergillus glaucus MRC 200914 kiifliinde
nasil metabolize edildiginin incelenmesi amaclanmistir. Bahsedilen bu amag
dogrultusunda biyotransformasyon ¢aligmalar1 dncesinde Aspergillus glaucus kiifiine
ait stok kiiltiirlerinden periyodik olarak taze alt kiiltiirler hazirlandi. Daha sonra
biyotransformasyon deneyi i¢in besiyeri hazirlanip erlenlere dagitilarak otoklavda
sterilizasyonu gergeklestirildi. Erlenlere en taze alt kiiltiirden steril sartlarda kiifiin
nakli gergeklestirildikten sonra bu erlenler 3 giin inkiibasyona birakild. igerisinde
yeterince kiif gelisen bu erlenlere ise testosteron (6) steril sartlarda ilave edilip 5 giin
daha inkiibasyona devam edildi. inkiibasyon sonrasinda besiyeri filtrasyona maruz
birakildiktan sonra steroidler etil asetat ekstraksiyonu ile organik faza gegcirildi. Etil
asetat ekstraktlarmin susuz NaxSOs ile kurutulup evaporatorde uzaklastirildi. Elde
edilen kalint1 icerisindeki steroidler ise kolon kromatografisi yontemi ile ayrildi.
Biyotransformasyondan kaynaklanan steroidtlerin yapi tayinleri, erime noktalar1 tayini
ve baz1 spektroskopik yontemler kullanilarak gergeklestirildi. Yapi tayinleri
neticesinde Aspergillus glaucus ile testosteron (6) biyotransformasyonunun 11a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on  (13) ve 6,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (14)
metabolitleri ile neticelendigi anlasildi.
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BIOTRANSFORMATION OF TESTOSTERONE BY ASPERGILLUS
GLAUCUS

SUMMARY

Compounds that are not essential for the reproduction and development of living things
are called natural products. Natural products are chemical substances that provide
benefits to the living things and attract more attention due to their effects on other
living things. Natural products are generally clasisified under groups such as
terpenoids, alkaloids, steroids, polyketides, peptides, phenylpropanoids, specialized
amino acids, specialized carbohydrates and fatty acids and their derivatives.

Biological systems have the ability to perform chemical changes on ksenobiotics. The
uses of biological systems for this purpose are called biotransformations.
Biotransformations are carried out by free or immobilised enzymes and biological
systems with enzymes. Some common biological systems widely used for
biotransformations are cell cultures, tissue cultures, organ cultures, microsomes,
microorganisms and spores of microorganisms.

Enzymes catalyze almost all reactions in living organisms. Enzymes lower an energy
of activation (Ea). Enzymes reduce the time to reach the reaction equilibrium.
Enzymes are not consumed or changed by the reaction. Enzymes do not change the
AG and the equilibrium position of the reaction. More than 3200 enzymes have been
identified by the International Union of Biochemistry. It is believed that nature may
offer 25000 enzymes.

Enzymes provide some advantages for their users. Enzymes are very effitive catalysts,
For example, the reaction rates of enzymatic reactions are accelerated by a factor of
108-10%°, This can even exceed a value of 10%2, that is impossible with other catalysts.
Enzymes are environmentally acceptable since they are totally degradable. Most other
chemical reagents cause environmental problems. Enzymes usually act under mild
conditions (around pH 7, 30 °C and 1 atm). This minimises some problems
(isomerisation, racemisation, rearrangements, decomposition). Since enzymes are
compatible with each other, enzymes usually function under the same or similar
conditions. Therefore, in one flask several reactions can be performed. This is achieved
by using multienyme systems. Some enzymes are bound to their natural role. However
some enzymes exhibit a high substrate telorance. They can accept a large variety of
natural or unnatural compounds. Enzymes can catalyse a broad spectrum of reactions.
There is an enzyme-catalysed reaction equivalent to almost every organic reaction.

Enzymes are chemoselective, regioselective and enantioselective. Enzymes are
chemoselective and generally act on just one single type of functional group and other
functionalities remain unchanged. Therefore, reactions generally tend to be cleaner.
Enzymes are regioselective and can distinguish between functional groups that are
chemically located in different regions of the same substrate molecule. Enzymes can
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perform this due to their complex three-dimensional structures. Enzymes are
enantioselective and are chiral catalysts as they are made from L-amino acids. As a
consequense, any type of chrality on substrate molecule is recognised by enzymes. A
prochiral substrate can be converted into an optically active product and both
enantiomers in a racemic substrate generally react at different rates, yielding a kinetic
resulotion.

However, there are some disadvantages for using enzymes. Enzymes are provided by
nature as a one type of enantiomer. When the other type of enantiomeric product is
required, an enzyme with exactly the opposite stereochemical selectivity is needed.
Unfortunately, this is often impossible. Enzymes require narrow operation parameters.
Working under mild conditions sometimes causes trouble since elevated temperatures
and extreme pH lead to inhibition of enzymes. Enzymes display their highest catalytic
activity in water. Water is usually the least suitable solvent for most organic reactions
due to its high boiling point and high heat of vaporisation. Moreover, most organic
compounds are only poorly soluble in aqueous media. Therefore, shifting enzymatic
reaction from an aqueous medium to an organic medium would be highly desired.
Unfortunately, this may cause some loss of catalytic activity. Enzymes are bound to
their natural cofactors. Although enzymes are extremely flexible for acepting
unnatural substrates they are almost exclusively bound to their natural cofactors such
as NADH or NADPH. However, tthese molecules are relatively unstable and too
expensive to use in stoichiometric amounts. Unfortunately, they can not be replaced
by their more economical man-made substitutes. Enzymes are prone to inhibition
phenomena. Many enzymatic reactions are prone to substrate or product inhibition
which forces enzymes to stop working at higher substrate and/or product
concentrations. Some enzymes may cause allergies. Although enzymes can cause
allergic reactions this can be minimised by regarding enzymes as chemicals and using
them with care.

Biotransformations are generally performed either by isolated enzyme systems or by
intact whole microorganisms. There are more than 300 commercially available
isolated enzyme systems. As many enzyme systems that are involved are membrane
bound and difficult to isolate, intact whole microorganisms are often used for
biotransformations. Main groups of microorganisms widely used for
biotransformations are molds, yeasts, bacteria and microalgae.

Microorganisms perform a number of reactions with both natural and synthetic
substrates by utilizing their non-specific enzyme systems. Microbial hydroxylations
are very common and are favourite among these reactions. The value of microbial
hydroxylation was first noticed in 1952 when it helped to overcome a major problem
in the cortical steroid synthesis. The insertion of an oxygen function at C-11 was a
very difficult and expensive process since that position was remote from other
functional groups. This insertion was efficiently performed by Rhizopus arrhizus via
microbial hydroxylation. Microbial biotransformations became popular with this
microbial hydroxylation. Since then, steroids and a number of other different substrate
groups have been widely used for microbial biotransformations. Microbial steroid
biotransformations have found world wide application for the preparation of some
important steroid hormones and drugs due to their high regio- and stereoselectivity.
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A number of microbial steroid biotransformations have been reported in recent years.
There are still tremendous attempts to increase the efficiency of microbial
biotransformations and to find new useful microorganisms and reactions. Since first
microbial hydroxylation was reported in 1952, fungi have routinely been one of the
most studied whole cell systems for biotransformation reactions. Different fungi have
been used for the biotransformations of many steroids. These biotransformations
afforded some interesting results, such as microbial hydroxylations, Baeyer-Villiger
oxidations and 5a-reduction.

In this work, testosterone (6) has been incubated with Aspergillus glaucus MRC
200914 in order to see how this fungus metabolise the substrate. The liquid medium
was prepared for the fungus in 1 L of distilled water. The medium was evenly
disrubuted into 10 erlenmeyer flasks of 250 mL were and sterilized by an autoclave.
These flasks were inoculated by the fungus. The flasks were incubated for 3 days at
25 °C on a shaker and the substrate in DMF was added aseptically into these flasks.
All flasks were further incubated for 5 days under the same conditions. After
incubation, the fungal mycellium was separated from the broth by filtration under the
vacuum. The mycellium was rinsed with ethyl acetate and the broth was then extracted
with ethyl acetate. Ethyl acetate extracts were dried over sodium sulfate anhydrous.
The solvent evaporated in vacuo to give a brown gum that was then chromatographed
on silica gel 60. 11a-hydroxyandrost-4-ene-3,17-dione (13) and 63-hydroxyandrost-
4-ene-3,17-dione (14) were obtained from the chromatography work. The structure
determination of the steroids was carried out by comparing melting points, NMR and
IR spectra of the starting material with those of metabolites.
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1. GIRIS

Dogal iiriinler mevcut oldugu canlilarin hayatta kalmalarini kolaylastirmalart ve
cevresindeki canlilardaki etkileri sebebi dikkat ¢eken olduk¢a 6nemli Kimyasal
maddelerdir. Dogal {irlinler daha ¢ok mantarlar, bitkiler, bocekler ve
mikroorganizmalarda bulunur. Bitkiler ve mikroorganizmalar ise bu bilesiklerin

tabiatta en yaygin oldugu canlilardir [1-3].

Tabiattaki dogal iirlinler birbirinden farkli yapida ve ¢ok sayida olmalarina ragmen
genelikle poliketidler, terpenler, alkaloidler, steroidler, yag asitleri, fenolik bilesikler,
Ozellesmis karbohidratlar, 6zellesmis amino asitler ve peptidler gibi gruplara ayrilarlar
[1].

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

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

Sekil 1.1. Steran halkasi [4].



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

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

Onemli bir sterol ve steroidlerin biyosferde en ¢ok bulunan 6rneklerinden birisi
kolesterol (1) (Sekil 2.2.) bilesigidir. Bu bilesik insan ve hayvanlarda membran
akigkanligin1 diizenlenmesine ilaveten safra asitleri, steroid hormonlar ve D3 vitamini

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

HO 1)

Sekil 1.2. Kolesterol (1) bilesinin yapist.

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

gelismesini ve metabolizmanin siirekliligini saglar [4, 5].

Omurgal1 erkek bireylerindeki cinsiyet hormonlart olan androjenlerin ana sentez yeri
erbezleri olmasina ragmen bu hormonlar adrenal Kkortekste de azda olsa
sentezlenmektedir. Androjenler omurgali erkek bireylerinde A* yolu ve /veya A°® yolu

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



Androjen biyosentezi i¢in ana yol A* yoludur. Bu yolda kolesterol (1) bilesigindeki yan
zincirinin kisalmasi ile olusan pregnenolon (2), progesterona (3) iizerinden 17a-
hidroksiprogesterona (4) ¢evirilir. 17a-Hidroksiprogesteron (4) yan zincirinin
uzaklastirllmas1 neticesinde ise androst-4-en-3,17-dion olarak da adlandirilan
androstendion (5) sentezlenir. Androstendion (5) C-17°de indirgendiginde ise
testosteron (6) olarak bilinen etkin bir androjen sentezlenir. Testosteron (6) ise Sa-

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

Yan yol olarak da bilinen A® yolunda kolesterolden (1) olusan pregnenolon (2), 17a-
hidroksipregnenolon (8) iizerinden DHEA olarak da bilinen dehidroepiandrosteron (9)
bilesigine ¢evrilmektedir. Dehidroepiandrosteron (9) ise androstendion (5) {izerinden

testosteron (6) bilesigine de ¢evrilebilmektedir.

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

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



2. ASPERGILLUS TURLERI ILE TESTOSTERON
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Biyotransformasyonlar

Enzimlerin ksenocbiyotikler adi verilen ve kendi substratlar1 olmayan kimyasal
maddelerde gergeklestirdikleri kimyasal degisimlere biyotransformasyonlar denilir
[6]. Enzimler mikrozomlar, mikroorganizmalar, mikrooganizma sporlart hiicre, doku
ve organ kiiltiirleri gibi ¢esitli biyolojik sistemlerin yapilarinda bulunabilir veya ¢esitli
biyolojik materyallerden saflastirilmalarini takiben sabitlenmis yada serbest olarak da
kullanilabilir [6]. Bu enzimlerin ¢ogu biyolojik materyallerden saflastirilirken digerleri

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

Enzimlerin sadece kendi substratlarin1 dogal g¢evrelerinde etkiledikleri, pahali ve
oldukga hassas olduklari gibi baz1 dogmatik kabuller olmasina ragmen birgok enzim

icin bu kabuller gegerli degildir [7].

Biyolojik kartalizérler olarak da adlandirilan enzimler fonksiyonlarimi ¢ok hizli
gerceklestirmek suretiyle kullanicilarina birgok faydalar saglarlar. Bir enzimin yer
aldig1 reaksiyon bir enzimin yer almadig1 bir reaksiyona gore 108-10% kat daha hizli

gerceklesebilmektedir [7].

Katalizor fonksiyonu goren bazi agir metaller ve klasik sentez islemlerindeki ¢ogu
reaktifin aksine biliylik c¢ogunlugu protein tabiatinda olan enzimler dogada

parcalanabildikleri i¢in dogaya dost olarak degerlendirilir [7].

Enzimler genelde 20-40 °C arasi sicaklikta ve ortam pH degerinin 5-8 araliginda
oldugu kosullarda fonksiyonlarinin gergeklestirdikleri icin alisilagelmis sentez
yontemlerinin uygulanmasi ile sonuglanan rasemizasyon, bozunma, gevrilme ve

izomerlesme gibi istenilmeyen reaksiyonlari ¢ok daha nadir olarak verirler [7] .



Baz1 enzimler genis substrat spektrumlari neticesinde dogal rolleri disinda fonksiyon
gostererek  sentetik veya dogal bircok Dbilesikte kimyasal degisimler
gerceklestirebilirler [7].

Multienzim sistemleri yapisindaki enzimler yakin veya aymi sartlarda etkili
olabildiklerinden metabolik yollardaki seri reaksiyonlart ayni ortamlarda
katalizleyebilmektedir [7].

Enzimler fazla sayida ve farkl: tipte reaksiyonu katalizleyebildikleri i¢in neredeyse her

bir sentetik reaksiyona denk gelen enzimatik bir reaksiyon mevcuttur [7].

Enzimlerin sahip oldugu kompleks ii¢ boyutlu yapilar bu molekiillerin regiosegici ve
stereosegici olmalarina sebeb olur ve substratlarinin farkli kisimlarinin fonksiyonel
gruplar1 dahi ayirabilir. Enzimler kemosegici 6zellikleri sebebi ile yalnizca belirli bir
fonksiyonel grubu etkilerken digerlerini etkilemezler ve bu da yan {irtinlerin olusumu

engellemektedir [7].

Enzimler yanlizca L-amino asitlerden olustuklari i¢in ayn1 zamanda enantiyosegici de
olan kiral biyomolekiillerdir. Bunun sonucu olarak enzimler prokiral bir substrati
etkileyerek yanlica bir enantiyomere donistiiriir. Enzimlerin bir rasemik karigimdaki
enantiyomerlerden yalnizca birini etkilemesi ise rasemik karigimlarin ayrilmasimi da
gerceklestir [7]. Enzimler bahsedilen bu avantajlar1 sayesinde diger yontemler ile

gerceklestirilmesi zor yada imkansiz olan reaksiyonlari kolayca katalizleyebilmektedir
[7].

Yinede enzimlerin kullanilmasi bir takim istenilmeyen durumlara da sebeb olabilir.
Ornegin, Bir enzimin tek bir enantiyomerik forma vardir ve diger enantiyomerik

formunun biyosentezi i¢in yaygin bir yontem olmadigindan bir enzim yalnizca belirli

bir enantiyomer ile reaksiyon verebilir [7].



Bazi enzimler aktivitelerini etkileyen sicaklik ve pH gibi parametrelerdeki degisimlere
son derece duyarhidir. Ornegin, enzimler protein tabiatindaki biyomolekiiller
oldugundan enzimatik bir reaksiyonu hizlandirabilmek i¢in Ph ve sicaklik gibi

parametreler ¢ok az degistirilebilir [7].

Enzimlerin en ideal ¢alisma ortami su olsa da birgok organik bilesik suda neredeyse
hi¢ ¢6ziinmez. Enzimatik bir reaksiyonun organik bir ¢oziiciide gergeklestirilmesi ise
genelde protein tabiatinda olan enzimlerin denatiirasyonu ile sonuglandigindan

aktivite kaybina sebeb olmaktadir [7].

Enzimler reaksiyon ortaminda asirt miktarlarda substrat veya iiriin oldugunda aktive
kayb1 veya aktivitenin tamamen ortadan kalkmasi ile kendini gosteren inhibisyona

maruz kalirlar [7].

Bir¢ok enzim reaksiyonlarini gergeklestirebilmek igin kofaktor adi verilen bazi
spesifik molekiillere ihtiya¢ duyarlar. Bu tip enzimlerin fonksiyonel olabilmesi i¢in
kofaktorlerinin reaksiyon ortamda olmalar ve siirekli yenilenmesi elzemdir. Buna
ragmen kofaktorler kararsiz ve pahali bilesikler olmasi ve bunlarin yerine bazi

esdegerlerinin kullanilamamasi 6nemli dezavantajlardir [7].

Enzimler alerjik baz1 reaksiyonlara sebeb olabilmektedir. Enzimleri diger kimyasal
maddeler gibi dikkatli bir sekilde kullanmak suretiyle muhtemel alerjik
reaksiyonlardan kaginilabilir [7].

2.2. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyon ¢alismalar1 i¢in genelde saflastirilmis biitiin hiicre sistemleri veya
enzimler kullanilir. Biitiin hiicre sistemleri olarak ise genellikle mikroorganizmalar ile

bitki veya hayvan kokenli olan hiicre, doku ve organ kiiltiirleri kullanilir [7].

Cogu enzimin hiicre diginda kararsiz olmasi, kofaktorlerinin saglanmasi ve siirekli
yenilenmesi, saflastirma islemlerini olduk¢a maliyetli ve zor olmasi ile saflastirilirken
zarar gormeleri gibi sorunlar nedeni ile biyotransformasyonlar i¢in genelde biitiin

hiicre sistemleri kullanilmaktadir [7].



Biitiin hiicre sistemleri igeren biyotransformasyon c¢alismalarinda ¢ogu zaman
mikrobiyal hiicreler kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin biiyiime ve gelisme hizi diger
canlilardaki hiicrelere gore daha fazla oldugundan mikroorganizmalarin kullanildigt
biyotransformasyon ¢alismalar1 daha kisa zaman almaktadir. Daha kii¢iik boyutlu olan
ve dayanikli hiicre duvarlari igeren mikrobiyal hiicreler diger canlilarin hiicreleriyle
karsilastirildiklarinda mekanik agidan ¢ok daha fazla kararlidir. Mikrobiyal hiicrelerin
mevcut olduklart ortamlarina ¢ok daha kolay uyum saglamalar1 kullanicilarina yarar
saglar ve mikrobiyal hiicreler diger canlilarin hiicrelerine gore ¢ok daha fazla sayida

ve farkli tipte subsratlar {izerinde kimyasal degisimler gergeklestirebilirler [7].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar bilinen sentez yontemlerine goére bir takim
stiinliikler sergilediginden son yillarda biyoteknolojinin vazgecilmez 6geleri
olmuslardir [7-9]. Mikrobiyal hiicreler genetikleri degistirilebilen canlilar olduklari

i¢in biyoteknoloji caligmalarindaki kullanimlari giderek artmaktadir [8].

Mikrobiyal hiicreler sahip olduklari spesifik olmayan enzimleri ile ¢ok fazla sayida ve
farkli tiplerdeki dogal veya sentetik substratlarinda bir¢ok farkli kimyasal degisiklikler
yapabilmektedir [6].

Bilinen diger sentez yontemlerindeki bir¢ok reaktif ¢evremize geri doniisii olmayan
onemli zararlar verirken ¢ogu 1 atm basing ve oda sicakligi gibi oldukca 1liman
sartlarda uygulanabilen mikrobiyal biyotransformasyonlar doga dostu olarak kabul
edilmektedir [6, 7].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar bilinen diger sentez yontemlerine gore daha az
maliyetler ve daha az siirelerde uygulanabilirler [6-9]. Hedeflenen bilesiklere bilinen
diger sentez yontemlerinin yerine mikrobiyal biyotransformasyonlar kullanilarak ¢ogu
zaman daha az siirelerde, daha iyi verimlerle ve ¢ok daha az maliyetli besiyeri

bilesenleri harcanarak ulasilabilmektedir [6, 8].

Enantiyosegici olan enzimlerin yer aldigi mikrobiyal biyotransformasyon
reaksiyonlar1 da enantiosegicidir ve tek enantiyomerler ile sonuglanirlar [6, 8]. Bilinen
diger sentez yontemleri ile sentezleri hedeflenen molekiiller genelde ayirilmalari ¢ok
zor olan rasemik karisimlar olarak elde edilirler [6]. ilag sanayindeki etken madde

sentezlerinde yanlizca hedeflenen enantiyomerin sentezlenmesi olduk¢a 6nemlidir ve
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son yillarda tek enantiyomerlerin tek basamakta sentezleri i¢in mikroorganizmalarin

kullanilmalar1 daha fazla tercih edilmektedir [7].

Mikroorganizmalardaki  enzimler regiosegici  olduklar1  igin  mikrobiyal
biyotransformasyonlarda substratlar {izerindeki diger fonksiyonel gruplarin

korunmasina gerek kalmamaktadir [6, 7].

Mikrobiyal biyotransformasyonlarin gerceklesecegi kismin yakinlarinda genelde
spesifik bir fonksiyonel grubun bulunmasi gerekmemektedir [6, 7]. Ornegin,

mikrobiyal hidroksilasyonlar fonksiyonel gruplardan uzak kisimlarda gergeklesir [6].

Mikrobiyal biyotanformasyonlar ile olduk¢a degisik tipde ve sayida reaksiyonlar
gerceklestirilebilmektedir [6, 7]. Buna ilaveten bilinen diger sentez yontemleri ile
mikrobiyal hidroksilasyonlar gibi reaksiyonlar tek basamakta
gerceklestirilememektedir [6]. Mikrobiyal hidroksilasyonlar oldukga degerli ve yaygin
mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlar1 arasinda yer almaktadir [6, 7].
Mikrobiyal hidroksilasyonlarin ne kadar onemli oldugu 1952 yilinda Kortikal
steroidlerin sentezi esnasinda anlasilmistir [6]. Bu tip steroidlerin sentezinde, bir
oksijen fonksiyonunun yakin civarinda fonksiyonel grup bulunmayan C-11
pozisyonuna yerlestirilmesi o giinlerdeki sentez yontemleri ile olduk¢a maliyetli ve
uzun siirede gergeklestirilebilen bir islemdi. Bahsedilen bu islemin tek basamakta
Rhizopus arrhizus kiifii ile uygulanabilmesi mikrobiyal biyotransformasyonlart ¢ok
kisa siirede olduk¢a popiiler yapmistir [6]. S6z konusu reaksiyon neticesinde

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

HO,

3) 13)

Sekil 2.1. ilk mikrobiyal hidroksilasyon [6].



Mikrobiyal biyotransformasyonlar: uygulamak igin serbest olarak yada belirli bir
ylizeye sabitlenerek olarak kullanilabilen ¢esitli mikroroganizma tiirlerinden
faydalanilmaktadir. Kiifler, bakteriler ve mayalar genelde bu hedef i¢in kullanilan

mikroorganizmalardir [8].

2.3. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Kiifler ile steroid biyotransformasyonlari kiif enzimlerinin yiiksek regio ve stereosecici
olmalar1 sebebi ile bir¢ok ilacin elde edilmesinde yogun olarak uygulanmaktadir [9-
13]. Mevcut mikrobiyal biyotransformasyonlart daha da etkinlestirmek,
kullanilabilecek yeni reaksiyonlar ve mikroorganizmalar ve reaksiyonlar belirlemek

dogrultusunda caligmalar devam ettirilmektedir [9].

Bugiine kadar farkli ve ¢ok sayida kiif ile mikrobiyal steroid biyotransformasyonlari
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar mikrobiyal hidroksilasyonlar, Baeyer-Villiger
oksidasyonlari, A halkasinin aromatiklesmesi, yan zincirlerin uzaklastirilmasi,
hidroksil gruplarinin oksidasyonu, keton gruplarinin rediiksiyonu, mikrobiyal
hidrojenasyonlar ve dehidrojenasyonlar gibi ilging reaksiyonlar ile neticelenmistir [6,
9-13].

2.4. Aspergillus Tiirleri ile Testosteron (6) Biyotransformasyonlari

Aspergillus cinsine ait kiifler 6zellikle mikotoksinleri, patojenlikleri, temel 6karyotik
genetik ve biyoteknolojide yogun bir sekilde c¢alisilmalari nedeniyle dikkat
cekmektedir [14]. Genelde su, toprak ve ciireyen materyellerde gozlenen Aspergillus

tiirlerinin bazilar1 hayvanlar ve insanlar i¢in patojenlik gdsterir [15].

Farkli steroidlerin Aspergillus tiirleri ile testosteron (6) biyortansformasyonlari
genelde mikrobiyal hidroksilasyonlar, Baeyer-Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal
hidrojenasyonlar1 ve dehidrojenasyonlar ile neticelenmistir [9-13, 16-27]. Ornegin A.
niger ATCC 9142 izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.2.) 11a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (13), 6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (14), 17p-
hidroksiandrost-4-en-3,16-dion  (15), 16B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (16),
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16B,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (17), 16pB,17a-dihidroksiandrost-4-en-3-on (18)
ve 17B-hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (19) metabolitlerini vermistir [16].

OH OH
HO,,
o) (0]
OH
13) 14)
OH OH 0 OH
o OH OH
o} o o o)
(6) as) e) an
OH OH
OH
o o)

as) a9

Sekil 2.2. A. niger ATCC 9142 ile substratin inkiibasyonu [16].

A. niger NRRL 599 izolat1 ile substratin biyotransformasyonu (Sekil 2.3.) bir dnceki

calismada da izole edilen (16) numarali metabolit ile sonuglanmistir [17].

OH O
o] o]
(©)

(16)

Sekil 2.3. A. niger NRRL 599 ile substratin inkiibasasyonu [17].

A. niger KCH910 izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.4.) androst-4-en-3,17-dion
(7), 6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) ve 16a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion
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(21) ile dnceki ¢alismalarda da elde edilen (16 ve 17) numarali metabolitleri vermistir

[18].
o 0 OH
OH
o o) o]
@ (16) a7
o 0 OH
o] o]
OH
(20) @n

Sekil 2.4. A. niger KCH910 ile substratin imkiibasyonu [18].

A. oryzae ATCC 11601 izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.5.) epiandrosteron
(22), 5a-androstan-3,17-dion (23) ve 3p,17B-dihidroksi-5a-androstan (24) ile bir

onceki ¢alismadan de elde edilen (7) numarali metabolitler ile sonuglanmistir [19].

o) o o)
L;tgjé Ho’(:i',:g:’:g 02:5:%
OH ° A A

@) (22 23)
(6)
HO B
H

(24)

Sekil 2.5. A. oryzae ATCC 11601 ile substratin inkiibasyonu [19].
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Bir A. fischeri izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.6.) 17a-okza-D-homo-
androst-4-en-3,17-dion (25) ile onceki ¢alismalardan da izole edilen (7 ve 13)

mumarali metabolitler ile sonuglanmistir [20].

OH o] OH
J/i;'é:'é —_— J/i;'é:'é JA/EES:'E; J/i;'(g:‘i)j O
o] o o) o)

6) (@] 13) (25)

Sekil 2.6. A. fischeri ile substratin inkiibasyonu [20].

Bir A. fumigatus izolat1 ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.7.) yalnizca 158,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (26) metabolitini vermistir [21].

OH OH
Q@b - ﬁ?ﬁé
o o OH

) (26)

Sekil 2.7. Bir A. fumigatus ile substratin inkiibasyonu [21].

Bir A. auerogulgens izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.8.) 17a-okza-D-homo-
androsta-1,4-dien-3,17-dion (27) ve 5pB-androstan-3,17-dion (28) ile onceki

calismalardan da izole edilen (7) numarali metabolitler ile sonuglanmistir [22].

OH le) o)
0 o) o) o)
H
(6) Q) Q27 (28)

Sekil 2.8. Bir A. auerogulgens izolat1 ile substratin inkiibasyonu [22].
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A. wentii MRC 200316 izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.9.) 14a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (29) ile daha 6nceki bir ¢alismadan da elde edilen (14)

numarali emetabolitler ile sonuglanmistir [23].

OH OH OH

OH

(6) (14) (29)
Sekil 2.9. A. wentii MRC 200316 ile substratin inkiibasyonu [23].

A. terreus MRC 200365 izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.10.) dnceki bir

caligmadan da izole edilen (25) numarali metaboliti vermistir [24].

OH

6 (25)

Sekil 2.10. A. terreus MRC 200365 ile substratin inkiibasyonu [24].

A. tamarii QM 1223 [25] ve A. tamarii MRC 72400 [26] izolatlar1 ile substratin
inkiibasyonular1 (Sekil 2.11.) 11B,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (30) ile 6nceki

calismalardan da elde edilen (25) numarali metaboliti vermistir.
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OH OH
o o o

(6) (25) (30)

Sekil 2.11. Baz1 A. tamarii izolatlari ile substratin inkiibasyonlar1 [25,26].

A. sydowii MRC 200653 izolati ile substratin inkiibasyonu (Sekil 2.12.) 15a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (31) ile dnceki ¢alismalardan da izole edilen (14 ve 29)

numarali metabolitleri vermistir [27].

OH OH OH OH
— JA/;ES:(,;S L;ES:,:%H
o o o 0
OH

(6) 14) 9 (1))

Sekil 2.12. A. sydowii MRC 200653 ile substratin inkiibsyonu [27].

2.5. Calismanin Amaci

Bu c¢alismanin amaci testosteron (6) bilesiginin daha Once steroid
biyotransformasyonlar1 i¢in kullanilmayan Aspergillus glaucus MRC 200914 izolati
ile biyotransformasyonunun incelenmesidir. Son derece zorlu sartlar altindaki
fizyolojik dayaniklilig1 sayesinde kozmopolit bir kiif olan A. glaucus kiifii insanlar i¢in
hafif derecede patojendir [28].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Genel Bilgiler

Biyotransformasyon deneyinde kullanilacak besiyeri ve cam malzemeler Niive OT 40
L marka otoklavda 121°C sicaklikta ve 20 dakika siiresince sterilize edildi. Yatik agar
besiyerlerine kiif eklenmesi, sterilize edilmis erlenlere kiif ve substrat eklenmesi igin
Niikleon marka Sinif II Tip steril kabin kullanilirken biyotransformasyon deneyindeki
inkiibasyonlar i¢in Gerhardt THO 500 Laboshake marka calkalamali inkiibator
kullanildi. Infrared spektrumlar1 Perkin Elmer SpectrumTwo spektrometre cihazi ile
alindi. '"H NMR spektrumlari solvent olarak dterokloroform (CDCI3), i¢ sinyal olarak
tetrametilsilan standardi igeren ve 300 MHz’de ¢alisan Variann Mercury 300 NMR
spektrometresi kullanilarak alindi. '3C NMR spektrumlari ise solvent olarak
doterokloroform kullanilarak 75 MHz’de c¢alisan Varian Mercury 300 NMR
spektrometresi ile alindi. Erime noktalar: tayinleri Elektrothermal TA 9200 erime

noktasi tayin cihazi ile gerceklestirildi.

Biyotransformasyon deneyi ve kolon kromatografisi calismasi ince tabaka
kromatografisi (ITK) calismalari ile takip edildi. ITK calismalari ise 0,25 mm
kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1)
¢oziicli sistemi kullanilarak gerceklestirildi. ITK tabakalarindaki steroidler p-
anisaldehit-siilfiirik asit reaktifine daldirildiktan sonra 120°C sicaklikta 3 dakika

stireyle 1sitilarak gortniirlestirildi.

A. glaucus MRC 200914 izolat1 Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu,
Marmara Arastirma Merkezi, Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitiisti, Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edildi.

Testosteron (6) Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Yatik agar besiyerleri igin
PDA ve agar, kiif besiyeri i¢in kullanilan tiim kimyasallar ve ¢aligmada kullanilan tiim

solventler ise Merck firmasindan satin alindi.



3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

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

besiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltirii Hazirlanmasi ve Tazelenmesi

Yatik agar besiyerindeki kiiflerin bir kismi oda sicakliginda ve 15 giin siiresince
cogalmaya birakilmak lizere yatik agarbesiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda
aktarildi. Hazirlanan yeni yatik agar kiiltirlerindeki en iyi gelismis kiif her 2 haftada
birr yeni yatik agar besiyerlerine steril sartlarda aktarildi. Bu islem 2 kez tekrarlanmasi
neticesinde elde edilen en taze ve en iyi gelisme gosteren kiif biyotransformasyon

deneyinde kullanildu.

3.4. Kiif icin Besiyeri Hazirlanmasi

Glukoz (200 g), pepton (5 g), malt ekstrakti (3 g) ve maya ekstrakti (3 g) 1 L distile su
da ¢oziiliip karistirilarak A. glaucus MRC 200914 kiifiine ait besiyeri hazirlandi [29].

3.5. Biyotransformasyon Deneyi

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

Biyotransformasyon deneyi bir adet kontrol erleni ile izlendi. Kontrol erleni

hazirlamak i¢in kiif nakledilmemis steril besiyeri i¢eren bir erlene yanlizca substrat

18



ilave edildi. Biyotransformasyon deneyindeki gerceklestirilen islemlerin hepsi kontrol
erleni iginde gergeklestirildi. Tiim islemlerin sonunda kontrol erleninden ITK
alindiginda herhangi bir metabolit gozlenmediginden biyotransformasyon deneyinden

elde edilen sonuglarin gegerli oldugu anlasildi.

3.6. Metabolitlerin Ayrilmasi ve Yapi Tayinleri

Inkiibasyon sonrasinda kiif besiyeri filtrasyonla misellerinden filtrat oilarak ayrild: ve
miseller etil asetat (500 mL) ile yikandi. Filtrattaki bilesikler etil asetat (1 L) ile 3 kez
ekstrakte edildi. Ekstraktlara susuz sodyum siilfat karilarak ortamda bulunabilecek su
uzaklastirildi. Ekstraktlar evaporatorde uzaklastirildiginda yagimsi bir madde elde
edildi. Bu yagims1 maddeyi substrat ile karsilastirmak suretiyle ITK ¢alismalar
gerceklestirildi. Silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh) absorban olarak
kullanilarak yagimsi1 maddedeki steroidleri ayirmak igin kolon kromatografisi
uygulamas1 gergeklestirildi. Steroidler eliient olarak n-hekzan igerisinde artan etil
asetat derigimleri kullanilarak kolonlardan saflastirildi. Substrat ile her bir steroide ait
erime noktasi, NMR ve IR spektrumlarinin karsilagtirilmasi suretiyle ise yapi tayinleri

gerceklestirildi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

Bu c¢alismada karbon iskeleti Sekil 4.1.’de verilen testosteronun (6) A. glaucus MRC

200914 izolat1 ile 5 giin siiren inkiibasyonu gergeklestirildi.

Sekil 4.1. Testosteronun (6) karbon iskeleti

A. glaucus MRC 200914 ile substratin inkiibasyonundan elde edilen yagims1 maddenin
(1959 mg) kolon kromatografisi ¢alismasi baslangi¢ maddesi (145 mg) ile 11a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on  (13) ve 6p,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (14)
metabolitlerini verdi (Sekil 4.2.).

OH H OH
o (o) (0]
OH

(6) 13) (14)

Sekil 4.2. Substratin A. glaucus MRC 200914 ile biyotransformasyonu.

11a,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (13) (560 mg, %53)

Erime noktasi: 225-226 °C, lit., 221°C [30].

IR (Vmax/cm™): 3400, 1660 ve 1610.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 0,81 (3H, s, 18-H), 1,30 (3H, s, 19-H), 3,80 (1H, t, J =
8,5 Hz, 17a-H), 4,10 (1H, m, 11B-H), 5,70 (1H, s, 4-H).

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



Tablo 4.1. Steroidler i¢in 3C NMR kimyasal kayma degerleri.

C atomu (6) (13) (14)
1 35.18 37.25 36.37
2 33.46 34.06 34.19
3 199.57 200.78 200.41
4 123.24 124.19 126.32
5 171.66 171.93 168.32
6 32.42 33.54 72.96
7 31.13 31.03 37.09
8 35.18 35.17 29.75
9 53.50 58.94 53.64
10 38.25 39.93 38.01
11 20.21 68.55 20.56
12 36.00 43.40 38.01
13 42.36 48.16 42.88
14 50.02 49.62 50.44
15 22.91 23.13 23.25
16 29.65 30.17 30.42
17 80.75 80.73 81.64
18 10.76 12.21 11.07
19 16.96 18.25 1951

6p,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) (158 mg, %15).

Erime noktasi: 217-218 °C, lit., 215-220°C [31].

IR (Vmax/cm™): 3495 1660 ve 1630.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,83 (3H, s, 18-H), 1,37 (3H, s, 19-H), 3,64 (1H, t, J =
8,5 Hz, 17a-H), 4,35 (1H, bs, 6a-H), 5,81 (1H, bs, 4-H).

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

A. glaucus MRC 200914 ile testosteronun (6) 5 giin siiren inkiibasyonu iki metabolit
ile sonug¢landr (Sekil 5.1.).

OH H OH
HO, P

OH
(6) 13) (14)

Sekil 5.1. A. glaucus MRC 200914 ile testosteron (6) inkiibasyonu

[lk metabolitin  11a,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on  (13) oldugu belirlendi.
Metabolit *H NMR spektrumu yapisinda 11a-hidroksil grubu bulundugunu gosteren
karakteristik bir sinyali (1H, m) 8n 4.10 ppm’de verdi [32]. Metabolit 3C NMR
spektrumu (Tablo 5.1.) C-9 sinyali i¢in asag1 alana dogru bir kayma (Adc 5,44 ppm)
gosterirken C-8 sinyali igin ise yukari alana dogru y-gauche bir kayma (3¢ 0,01 ppm)
gosterdi. Bu bulgular yeni bir 1lo-hidroksil grubunun varligmi destekledi [33].
Metabolitin *H NMR spektrumunun substratda da bulunan 17a-H ve 4-H ve
sinyallerini sirastyla 6n 3,80 ppm (1H, t, J = 8,5 Hz) ve 5,70 ppm’de (1H, s) igerdigi

tespit edildigi igin substratin diger kisimlarinda bir degisim olmadigi anlasildi.

Diger metabolitin  6f,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) oldugu belirlendi.
Metabolite ait *H NMR spektrumu 6p-hidroksil grubu varlig1 icin tipik olan yeni bir
sinyali (1H, bs) 8n 4,35 ppm’de verdi [32]. Metabolit 3C NMR spektrumunda C-7
sinyali asag1 alana dogru bir kayma (Adc 5,96 ppm) verirken C-8 sinyali ise yukari
alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 5,43 ppm) verdi. Bu sonuglar metabolitin bir
6B-hidroksil grubu tasidigini daha netlestirdi [33]. Metabolite ait *H NMR spektrumu
substratta da mevcut olan 17a-H ve 4-H sinyallerini sirasiyla én 3,64 ppm (1H, t, J =
8,5 Hz) ve 5,81 ppm’de (1H, bs) muhafaza ettigi i¢in substratin diger kisimlarinda
degisim olmadig1 degerlendirildi.
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Tablo 5.1. Steroidlere ait *C NMR kimyasal kayma degerleri.

C atomu (6) (13) (14)
1 35.18 37.25 36.37
2 33.46 34.06 34.19
3 199.57 200.78 200.41
4 123.24 124.19 126.32
5 171.66 171.93 168.32
6 32.42 33.54 72.96
7 31.13 31.03 37.09
8 35.18 35.17 29.75
9 53.50 58.94 53.64
10 38.25 39.93 38.01
11 20.21 68.55 20.56
12 36.00 43.40 38.01
13 42.36 48.16 42.88
14 50.02 49.62 50.44
15 22.91 23.13 23.25
16 29.65 30.17 30.42
17 80.75 80.73 81.64
18 10.76 12.21 11.07
19 16.96 18.25 1951

Tablo 5.2.’den de anlagilacagi gibi A. glaucus MRC 200914 izolatinin substrat1 C-11a
pozisyonunda yiiksek bir verimle hidroksillerken C-63 pozisyonunda ise diisiik

verimli bir hidroksilledigi gozlendi.
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Tablo 5.2. Metabolit verimleri.

Substrat Metabolit % Verim

Testosteron (6)
110,17B-Dihydroxyandrost-4-en-3-on (13) 53
6p,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) 15

Literatiirde mevcut Aspergillus tiirleri ile steroid biyotransformasyon galismalari
degerlendirildiginde substratin C-6f pozisyonundaki hidroksillenmesinin yaygin
oldugu goézlenmesine ragmen substratin C-11a pozisyonundaki hidroksillenmenin
daha nadir oldugu gozlendi [9-13,16-27]. A. glaucus MRC 200914 ise diger
Aspergillus tiirlerinin aksine testosteron (9) bilesigini C-6p pozisyonunda diisiik bir
verimle hidroksillerken C-11a pozisyonunda ise daha yiiksek bir verimle hidroksilledi.
Kisaca bu ¢alismada yukarida da belirtildigi gibi A. glaucus MRC 200914 testosteron
(6) bilesigini C-11a ve C-6p pozisyonlarinda hidroksilledi.
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EK A. NMR Spektrumlari
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EKA
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(6)

EK A.1. Testosteron (6) 1¢in *H NMR spektrumu
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EK A.2. Testosteron (6) igin **C NMR spektrumu
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EK A.3. 11a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (13) igin *H NMR spektrumu
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EK A.4. 11a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (13) igin *3C NMR spektrumu
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EK A.5. 6B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) igin *H NMR spektrumu
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EK A.6. 6B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) i¢in **C NMR spektrumu
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