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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Aspergillus, Progesteron, Pregnenolon,
Testosteron, Dehidroepiandrosteron, Epiandrosteron, Hidroksillenme

Steroidlerin kiifler ile biyotransformasyonlar1 yliksek bolgesel ve stereosegicilikleri
sebebi ile ¢ok daha 6nemli ve fonksiyonlu bilesiklerin iiretimi i¢in diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmada progesteron, pregnenolon, testosteron, DHEA ve epiandrosteron
steroidlerinin Aspergillus sydowii MRC 200653, Aspergillus candidus MRC 200634
ve Aspergillus japonicus MRC U-3048 kiifleri ile biyotransformasyonlar1 incelendi.
A. sydowii MRC 200653 ve A. candidus MRC 200634 ile gerceklestirilen
biyotransformasyon ¢aligmalar1 steroid halkasinin  farkli pozisyonlarindan
hidroksillenmis metabolitler ile sonuglanirken, A. japonicus MRC U-3048 ile
gergeklestirilen biyotransformasyonlar sonucunda herhangi bir metabolit elde
edilemedi.

Metabolitlerin yap1 tayinleri baslangi¢ maddeleri ile metabolitlerin erime noktalari,
"HNMR, “C NMR ve IR spektrumlarmin karsilastirilmasi ile belirlendi.
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BIOTRANSFORMATIONS OF PROGESTERONE, PREGNENOLONE,
TESTOSTERONE, DEHYDROEPIANDROSTERONE AND
EPIANDROSTERONE BY SOME ASPERGILLUS SPECIES

SUMMARY

Keywords:  Biotransformation,  Aspergillus,  Progesterone, = Pregnenolone,
Testosterone, Dehydroepiandrosterone, Epiandrosterone, Hydroxylation

Fungal steroid biotransformations have been widely used throughout the world in
order to produce more valuable and functioned compounds due to their remarkable
regio- and stereoselectivities.

In this study, the biotransformations of progesterone, pregnenolone, testosterone
DHEA and epiandrosterone were investigated by Aspergillus sydowii MRC 200653,
Aspergillus candidus MRC 200634 and Aspergillus japonicus MRCI-3048. The
biotransformations of the steroids by A. sydowii MRC 200653 and A. candidus MRC
200634 resulted in hydroxylated metabolites at different positions of the steroid ring
whereas the biotransformations of the steroids by A4. japonicus MRC U-3048 yielded
no metabolites.

Structures of the metabolites were determined by comparison of their melting points,
"H NMR, "C NMR and IR spectra with those of the starting materials
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BOLUM 1. GIRIS

Canlilarda dogal sekilde bulunan organik bilesikler ii¢c temel gruba ayrilir. ilk gruba
biitiin hiicreler i¢cin ortak olan, hiicrelerin biiylime ve lremelerinde 6nemli rol
oynayan birincil (primer) metabolitler adi verilen bilesikler girer. ikinci gruba
seliiloz, ligninler ve proteinler gibi hiicresel yapilar1 olusturan yliksek molekiiler
agirlikli biyopolimerler girerken son gruba ise canlilarin biiylime ve iiremesi i¢in ¢ok
gerekli olmayan ikincil (sekonder) metabolizmanin bilesenleri olan, dogal iirlinler

veya sekonder metabolitler olarak da adlandirilan bilesikler girer [1-3].

Dogal friinler hayat icin elzem degildirler ancak genellikle canlilarin hayatta
kalmalarmna yardimci olurlar ve daha ¢ok diger canlilar iizerindeki etkileri sebebi ile
dikkat c¢ekerler [1-3]. Dogal iirlinler hemen her grup canlida bulunurlar, 6zellikle
bitkiler, mikroorganizmalar, mantarlar ve boceklerde daha yaygin olarak gozlenirler.
Dogal iirlinler en ¢ok bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunur. Tibbi, ticari ve zehirli
bitkilerin biyolojik agidan aktif bilesenlerinin ¢ogu dogal {iriindiir ve bu dogal

iirlinler organik kimyanin gelisimi siiresince ¢aligilmistir.

Bitkiler, mikroorganizmalar, bocekler ve diger hayvanlar arasindaki etkilesimlerin
diizenlenmesinde 6zellikle dogal {irtinler ekolojik role sahip olan bilesiklerdir. Bu
dogal {iriinler genellikle stres kosullarinda devreye giren savunma maddeleri, hos
olmayan tatlar1 sayesinde s6z konusu bitkilerin otgullar tarafindan tiiketilmesini
onleyen bilesikler, diger canlilar1 bulunduklar1 canlilara ¢eken renkli ve kokulu
bilesikler ve 0Ozellikle bocekler gibi bazi canlilar arasinda iletisimi saglayan

feromonlar olarak gorev yaparlar.

Dogal tiriinler ilk bakista birbirinden yapica farkli bilesikler olmalarma ragmen bu
bilesiklerin ¢ogunun genellikle dogadaki biyosentezlerinden kaynaklanan bazi 6zel

yapisal karakterleri vardir. Bu sayede poliketidler, yag asitleri, terpenler, steroidler,



fenolik bilesikler, alkaloidler, 6zellesmis karbohidratlar ile 6zellesmis amino asitler

ve peptidler gibi siniflardan birine dahil edilirler [3].

Dogal iirlinlerin 6nemli bir smifi steroidlerdir. Steroid kelimesinin kdkeni Latince’de
kat1 anlamia gelen “steros” kelimesidir. Steroidler, siklopentanoperhidrofenantren
halkas1 igeren bilesiklerdir. Bu halka sirasi ile birbirleri ile kaynasmis A, B ve C
halkalar1 olarak adlandirilan 3 tane siklohekzan halkast ve D halkasi olarak
adlandirilan bir siklopentan halkasindan olusur (Sekil 1.1). Steroidlerin ¢ogu
yapilarindaki 13. ve 10. karbonlarinda, swast ile 18. ve 19. karbonlar olarak
tanimlanan ve molekiil diizleminin yukarisinda bulunan metil gruplar1 tasir. Steroidler
genelde 3. ve 17. karbonlarinda hidroksil veya karbonil gruplar1 tasirlar. Bazi

steroidler ayrica D halkasindaki 17. karbona bagl zincirler de igerir [4].

Sekil 1.1. Genel steroid yapisi [4].

Steroidlerin 6nemli bir grubunu 3. karbonunda hidroksil grubu, 17. karbonunda ise 7,
8 veya 9 karbonlu alifatik yan zincirler tagiyan steroller olusturur. Kolesterol (1),
stigmasterol ve ergosterol en 1yi bilinen sterollerdir. Kolesterol (1) insan ve
hayvanlarda bulunurken stigmasterol bitkilerde, ergosterol ise mantarlarda gdzlenir

[1,4].

Sekil 1.2.°de agik yapis1 gosterilen kolesterol (1) steroidlerin en yaygin iiyelerinden
birisidir. Kolesterol (1) insan ve hayvan membranlarindaki akigkanligm
diizenlenmesinde rol alan ¢cok 6nemli bir lipittir. Kolesterol (1) ayrica D3 vitamini,
safra asitleri ve steroid hormonlar gibi bir¢ok 6nemli fonksiyonu bulunan bilesiklerin

de baslangic maddesidir [1, 4].
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Sekil 1.2. Kolesteroliin yapis1 [4].

Steroid hormonlar glukokortikoidler, mineralokortikoidler, androjenler, dstrojenler ve
progestagenler (progestinler) olmak iizere 5 ana smifta incelenmektedir [5].
Androjenler, dstrojenler ve progestagenler ayrica esey hormonlari olarak da bilinirler.
Esey hormonlarmin gorevi tireme ile ilgili organlarin gelisme ve biiyltimelerini, ikincil
esey karakterlerini ve tireme dongiisiinii diizenlemektir. Bu hormonlar gii¢lii anabolik
etkileri sayesinde kemik, kaslar ve deri gibi bircok dokunun gelismesi ve

metabolizmanin siirekliligini de saglarlar [4].

Steroid hormonlar kolesterolden (1) olusan progesteron (2) bilesiginin tiirevleridirler.
Kolesterol (1) yan zinciri uzaklastirilip pregnenolon (3) bilesigine ¢evrildikten sonra

pregnenolon (3) bilesiginden iki ayr1 reaksiyonla progesteron (2) bilesigi sentezlenir.

Ayni1 zamanda Ostrojenlerin ¢ikis maddeleri de olan androjenler, omurgali erkek
bireylerinde etkili olan esey hormonlaridir. Testosteron (4) ve dihidrotestosteron (5)
androjenlerin en etkili hormonlaridir. Androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri
erbezleri (testis) olsa da bu hormonlarin bir kismi adrenal korteksten de
salinmaktadir. Adrenal korteks ve testislerde androjenlerin sentezi kolesterol
bilesiginden (1) pregnenolon (3) olusmas: ile baglar (Sekil 1.3.). Pregnenolon (3)
iizerinden androjenlerin biyosentezi A* yolu veya A’ yolu olmak iizere iki fakli

sekilde gergceklesmektedir [4].
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Sekil 1.3. Bazi androjen ve Ostrojenlerin biyosentezi [4].



Androjen biyosentezinin ana yolu A’ yoludur. Bu yolda pregnenolon (3) 6nce
progesterona (2) daha sonra ise 170-hidroksiprogesterona (6) doniistiiriiliir.
Testosteron (4) bilesigi 17a-hidroksiprogesteron (6) biinyesindeki yan zincirinin
enzimatik olarak parcalanmasi ile olusan androst-4-en-3,17-dion (7) bilesiginin
C-17’deki indirgenmesi sonucunda sentezlenir. Testosteron (4) ise daha sonra Sa-
rediiktaz aktivitesi ile daha etkin bir diger androjen olan dihidrotestosteron (5)

bilesigine donistiiriiliir.

Daha ¢ok bir yan yol olan A’ yolunda ise pregnenolon (3) 17a-hidroksipregnenolon
(8) bilesigine ¢evrildikten sonra DHEA olarak da bilinen dehidroepiandrosteron (9)
bilesigine doniistiiriilmektedir. Dehidroepiandrosteron (9) ise androst-4-en-3,17-dion
(7) bilesigine cevrildikten sonra testosterona (4) yiikseltgenmektedir. Bu yolda
olusan  17a-hidroksipregnenolon (8) ayrica dogrudan progesterona (2)

cevrilebilmektedir.

Yukaridaki sekilden de (Sekil 1.3.) goriilebilecegi gibi  androjenlerin
biyosentezindeki A* yolu ve A’ yolunun ortak son iriinii androstendion (7)
bilesigidir. Testosteronun ¢ikis maddesi olan androst-4-en-3,17-dion (7) ostron (10)
ve Ostriol (11) gibi Ostrojenlerinde ¢ikis maddesidir [4]. Kendisi bir dstrojen olan
ostradiol (12) (17B-6stradiol) bilesiginin de sentezlendigi testosteron (4) biyolojik
etkinligini tamamladiktan sonra bir¢ok dokuda androst-4-en-3,17-dion (7) iizerinden
diistik aktiviteli veya tamamen inaktif metabolitler olan androsteron (13), etikolanon

(14) ve epiandrosteron (15) gibi metabolitlere dontstiiriiliir (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Testosteron (2) bilesiginin bazi metabolitleri [4].



BOLUM 2. BAZI ASPERGILLUS TURLERI iLE STEROID
BiYOTRANSFORMASYONLARI

Canlilar hayatlarinin bircok doneminde ksenobiyotikler olarak bilinen, kendilerine
yabanci olan ilaglar, besin katki maddeleri, kozmetik triinleri gibi kimyasal
maddeler ile karsilasabilir [4]. Bu ksenobiyotiklerin iizerinde enzimler veya
enzimleri iceren hiicre, doku, organ kiiltiirleri ve mikroorganizmalar ya da
mikroorganizmalarin sporlart yolu ile meydana getirilen kimyasal degisikliklere

biyotransformasyon adi verilir [3, 6].

2.1. Biyotransformasyonlarin Kisa Tarihcesi

Insanlik tarihi boyunca mikroorganizmalar sosyal ve ekonomik agidan biiyiik neme
sahipti. Varliklarindan haberdar olunmadan ¢ok Once bile insanoglu yiyecek ve
iceceklerin iiretiminde mikroorganizmalar1 kullaniyordu. En eski ve en iyi bilinen
biyotransformasyonlardan ikisi sirke iiretiminde etil alkoliin bakteriler tarafindan
asetik aside oksidasyonu ve sekerin bira mayast tarafindan etil alkole
doniistiiriilmesidir [7]. Siimerler ve Babillilerin M.O. 6000 yilinda alkollii icecekler
yaptiklar1 bildirilmistir. Bununla birlikte, fermantasyon yoluyla alkoller ve organik
asitler gibi kimyasallarin {iretilmesine iligkin bilgiler nispeten yenidir ve
literatiirdeki ilk raporlar sadece 19. ylizyilin ikinci yarisinda ortaya c¢ikmistir.
Zamanla, mikroorganizmalarin belirli bilesikleri basit ve kimyasal olarak 1yi
tanimlanmis reaksiyonlarla degistirebilecegi kesfedildi. Giliniimiizde bu siireg

“biyotransformasyon” olarak adlandirilmaktadir [8].

1858 yilinda Pasteur, tartarik asidin mikrobiyal ¢oziiniirliigiinii ortaya koyan ilk kisi
oldu. Penicillium glaucum kiifiinlin aracilik ettigi rasemik tartarik asidin amonyum
tuzunun fermantasyonunu gergeklestirdi ve fermantasyon sonucu (-) - tartarik asit

olustu [9].




1862'de Pasteur alkoliin sirke haline doniistiiriilmesini arastirdi, sirke iizerinde olusan
ve "sirke ¢igegi" olarak adlandirdig1 zarm havadaki oksijen i¢in ¢ok sayida organik
maddeye ulasim yontemi olarak hizmet ettigini belirtti [9]. 1886°’da Brown,
Pasteur’iin bulgularini onayladi ve sirke olusumuna sebep olan ajana Bacterium
xylinum admi verdi, ayn1 zamanda bu mikroorganizmanin propanolii propiyonik
aside ve mannitolii de fruktoza yiikseltgedigini buldu [10]. Ayni1 yi1l Brown etanol
oksidasyonunu da gerceklestirebilen Bacterium aceti ile propanoliin propiyonik aside
yiikseltgendigini bildirmistir. Ayni1 ¢alismada ayrica, Berthelot’un Bacterium aceti
ile mannitoliin fruktoza ve glukozun glukonik aside doniisiimlerine yonelik ilk

calismalarinin devamu bildirildi [3].

1874’de Dumas, Saccharomyces cerevisiae olarak adlandirilan bira mayasmin
kiikiirdii hidrojen siilfiire indirgedigi bildirildi. Windisch ise 1898°de furfuraln,
furfuril alkole indirgenebilecegini bildirdi [3].

1897°de Buchner maya hiicrelerinin kum ile o6giitiilmesi ile elde edilen hiicre

icermeyen ekstraktin da alkolik fermantasyonu, gerceklestirebilecegini bildirdi[10].

1921°de Neuberg ve Hirsch maya varliginda benzaldehit ve asetaldehitin
kondenzasyonu sonucu optikge aktif 1-hidroksi-1-fenil-2-propanon bilesigini elde

etti [11]. Daha sonra bu bilesik 1930°da L-(-) efedrin alkaloidine doniistiiriildii [12].

Acetobacter suboxydans isimli bakteri 1923°de izole edildi ve D-sorbitolden L-
sorbozun yiiksek verimle elde edilmesinde kullanildi [13]. L-sorboz 1930’larda C

vitamini sentezinde kullanilmasi ile 6nem kazandi [14].

1937 yilinda Saccharomyces cerevisiae ile yapilan bir ¢calismada DHEA bilesiginden
testosteron elde edildi [3].

1948°de Proactinomyces roseus bakterisi ile yapilan caligmalarda kolesteroliin C-7
pozisyonunda okside oldugu ayrica bu bakterinin sterollerin degradasyon ve

oksidasyonlarini da gergeklestirdigi bildirildi [3].




1953’de Peterson ve arkadaslar1 Rhizopus arrhizus kiifliniin progesteronu (2)
kortizon sentezinde bir araci olan 11a-hidroksiprogesteron (16) bilesigine (Sekil 2.1.)
dontstiirdiiglinii  bildirdi  [15]. Bu mikrobiyal hidroksillenme kortikosteroid
hormonlarin ve bunlarin tiirevlerinin ¢ok adimli kimyasal sentezinin verimliligini
basitlestirdi ve dnemli 6l¢iide gelistirdi. 615 kg deoksikolik asitten yola ¢ikilarak 31
basamak sonra 1 kg kortizon asetat elde edilirken, progesteronun 11la-
hidroksiprogesterona mikrobiyal hidroksillenmesi sayesinde kortizonun maliyetinin

gram bagina 200$’dan 1$’1n altina diismesine sebep oldu [16].
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Sekil 2.1. R. arrhizus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [15].

1960’larin ilk yillarinda her iki enantiyomerini de igeren Thalidomide adli ilag
teratojenik problemlere sebep olmustur. Bu problemler ila¢ endiistrisinde etkin tek
enantiyomerlerin iiretiminin 6nemini ortaya koymus ve sonra Pseudomonas putida
gibi mikroorganizmalar ¢esitli esterazlar ve lipazlarla, biyotransformasyonlarin kiral

sentezlerde kullanilmasini tetiklemistir.

Gecmiste spesifik enzimlerin kullanimi yetersiz liretimleri nedeniyle kisith iken
giiniimiizde 6zellikle gen miithendisligi sayesinde bu enzimlerin eldesi kolaylast1 ve
kullanim1 ¢ok daha yayginlasti [17]. Gliniimiizde biyotransformasyonlarda modifiye
edilmis enzimler, yar1 sentetik enzimler ve antikor yapidaki enzimler (abzimler)
kullanilmaktadir. Enzimlerle gergeklestirilen biyotransformasyon ¢alismalarindaki en
onemli problemlerden biri metabolitlerin izolasyonu esnasinda kullanilan ayirma
metotlarmin enzimi denatiire etmesi ve tekrar kullanilmasini sinirlamasidir. Bu sorun
enzimlerin sabitlenmesi ile ¢oziilmiistiir [18]. Bu sayede bir¢ok enzim ve
mikroorganizma sabitleme sonrasinda siirekli kullanilabilmektedir. Enzimlerle
gerceklestirilen biyotransformasyon calismalarindaki bir diger sorun ise cogu

organik substratin sudaki diisiik ¢oztintirliigiidiir. 1985°de 6zellikle lipazlar gibi bazi




enzimlerin organik c¢oziiciiler icerisinde kullanilabilecegi gosterilmistir ve bu

sekildeki biyotransformasyonlar giderek yaygimlasmistir [3].

2.2. Enzimler, Avantajlar1 ve Dezavantajlan

Biyotransformasyonlar i¢in kullanilan enzimler serbest halde, sabitlenmis halde veya
cesitli biyolojik sistemlerin biinyesinde bulunabilir. Giiniimiizde bir¢cok enzim izole
edilerek ve bazi enzimler ticari olarak elde edilerek biyotransformasyonlar icin
kullanilmaktadir. Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu
tarafindan sirasiyla oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar
ve ligazlar olmak {izere alt1 ayr1 sinifa ayrilmistir. Her bir siif ise kendi icerisinde 4-

13 arasi alt smiflara ayrilmaktadir [5].

Oksidorediiktazlar sinifi, dehidrojenazlar, rediiktazlar, oksijenazlar, oksidazlar gibi 2
ayrt substrat arasimndaki redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimleri igerirler.
Transferazlar ise 2 ayr1 substrat arasindaki belirli atom ve gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar ise ester, eter, anhidrit, peptid, glikozid,
C-halojeniir veya P-N baglar1 gibi bazi baglarin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.
Liyazlar substratlardan belirli gruplarin ayrilmasi ile ¢ift bag olusumunu ve ayrica
¢ift baglara katilmalar1 katalizleyen enzimlerdir. Izomerazlar; rasemaz, epimeraz,
mutaz gibi isimlerle anilan enzimleri igerirler ve c¢esitli izomerlerin birbirlerine
doniisiimiinii  katalizlerler. Ligazlar iki substratin birbirlerine baglanmasini

katalizleyen enzimlerdir [5].

Enzimler ile ilgili pahali olduklari, olduk¢a duyarli olduklari, sadece kendi dogal
substratlar1 ve kendi dogal ¢evreleri lizerinde etkili olduklar1 seklinde pek ¢ok enzim

icin gegerli olmayan bazi1 6nyargilar vardir [18].

Enzimlerin biyokatalizor olarak bir¢ok avantaji vardir. Ornegin enzimler, ¢ok hizl
calisan biyokatalizorlerdir ve enzimatik bir reaksiyon enzimatik olmayan bir

reaksiyona gore 10°-10' kat daha hizli gergeklesir. Enzimatik reaksiyonlarda
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katalizor oran1 % 10°-10" mol arasinda olmas istenirken, kimyasal katalizorlii bir

reaksiyonda bu oran % 0,1-1 mol araligina kadar ¢ikabilir.

Enzimler dogada tamamen parcalanabilirler ve bu 06zellikleri sayesinde katalizor
olarak kullanilan agir metaller ve sentetik amagl kullanilan ¢ogu reaktifin aksine

cevreye uyumlu biyomolekiillerdir.

Sentetik amagl kullanilan ¢ogu reaktifin aksine, enzimler 1liman sartlarda etkili
biyomolekiillerdir. Enzimler genellikle pH 5-8 araliginda ve sicakligin 20-40 °C
arasi oldugu 1liman sartlar altinda calisirlar. Bu sayede sentetik metotlarla siklikla
karsilagilan izomerlesme, rasemizasyon, ¢evrilme ve bozunma gibi yan reaksiyonlar

azaltilabilmektedir.

Enzimler ¢ogu zaman kendi dogal rollerinden farklilik gdsterebilirler. Ornegin ¢ogu
enzim, genis bir substrat spektrumuna sahiptir ve bu sayede bircok dogal veya
sentetik bilesik iizerinde etkili olabilir. Ayrica bazi enzimler gerektiginde organik

¢oOziiclilerde de kullanilabilirler.

Enzimler genellikle ayn1 ve benzer sartlar altinda etkilidir ve bu sayede bir reaksiyon
agindaki birkag seri reaksiyon ayni ortamda gerceklesebilir. Metabolik yollardaki

multienzim sistemleri bu sekilde ¢alismaktadir.

Enzimlerin genis bir reaksiyon ¢esitliligi vardir. Hemen her sentetik reaksiyona es
deger bir enzimatik reaksiyon s6z konusudur. Enzimler ile gerceklesen reaksiyonlara
ester, eter, lakton, laktam, epoksit, asit anhidrit, amid ve nitrillerin hidrolizi veya
sentezi, alkan, alken, aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton, siilfiirlerin ve
siilfoksitlerin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi, karboksilasyon, dekarboksilasyon,
alkilasyon ve dealkilasyon, halojenasyon ve dehalojenasyon, izomerizasyon,
amonyak ve hidrojen siyaniir ilavesi veya eliminasyonu, agiloin ve aldol
reaksiyonlari, Michael katilma reaksiyonu ve Diels-Alder reaksiyonlar1 6rnek olarak

verilebilir.
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Enzimler bolgesel secgici ve diastereosegici biyomolekiillerdir ve kompleks fiic
boyutlu yapilar1 sayesinde ayni substrat molekiiliiniin iizerinde bulunan farkl

bolgelerdeki fonksiyonel gruplar1 dahi ayirt edebilirler.

Enzimler kimyasal segici biyomekiillerdir, bu 6zellikleri ile belirli bir fonksiyonel
grup iizerinde etkili olurlar ve duyarli diger fonksiyonel gruplari etkilemezler, bu

sayede yan tirtinlerin olugsmasima engel olurlar.

Enzimler enantiyosecici biyomolekiillerdir. L-amino asitlerden olustuklarindan kiral
biyokatalizorlerdir. Substrat biinyesindeki herhangi bir kirallik enzim-substrat
kompleksi olusumu esnasinda tanimlanir. Prokiral bir substrat sadece bir
enantiyomere doniisiirken genellikle rasemik karisimlardaki enantiyomerlerden

sadece birinin etkilenmesi ile enantiyomerlerin ayrilmalar1 da olasidir.

Enzimlerin yukarida belirtilen 6zellikleri sayesinde organik sentez yontemleriyle
gerceklestirilebilmesi ¢cok zor ya da imkansiz olan reaksiyonlar enzimler sayesinde

kolaylikla gergeklestirilebilmektedirler.

Enzimlerin biyokatalizorler olarak kullanilmasinda baz1 dezavantajlar da vardir [18].
Ornegin enzimler dogada sadece bir enantiyomerik forma sahip olmalar1 ve diger
enantiyomerik formlarmin D-amino asitlerden sentezi i¢in genel bir yol olmamasi
sebebi ile sadece belirli bir enantiyomer ile reaksiyona girebilirler. Bu durumda diger
enantiyomerik iirliniin elde edilmesi i¢in zit bir stereokimyasal secicilige sahip bir

enzim kullanilmasi gereklidir.

Enzimlerin degiskenleri smirhdir. Yavas gerceklesen bir enzimatik reaksiyonu
hizlandirmak i¢in sicaklik ve pH gibi degiskenler, enzimlerin protein yapisi sebebi

ile genellikle fazla degistirilemez.

Enzimler i¢in en uygun reaksiyon ortami sudur, ancak ¢cogu organik bilesigin sudaki

cOziintirliikleri oldukga diisiiktiir. Enzimatik bir reaksiyonun sulu bir ortam yerine
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organik bir ¢oziiclide gerceklestirilmesi cogu zaman enzimlerin denatiirasyonuna ve

boylelikle aktivite kaybina sebep olmaktadir.

Enzimler inhibisyona duyarli biyomolekiillerdir. Pek ¢ok enzimatik reaksiyon ¢ok
yiiksek substrat ve yiiksek iiriin derisimlerinde inhibe olurlar. Substrat inhibisyonu,
disiik seviyede substrat miktarlar1 ile baslayarak ortama stirekli substrat ilave
edilerek kolaylikla Onlenebilir. Reaksiyon ortamindan artan iriiniin kademeli bir
sekilde uzaklastirilmasi genellikle tirlinlin bir sonraki reaksiyon basamagmna dahil

olmasi acisindan oldukga giictiir.

Enzimler kendi dogal kofaktorlerine bagimlhidirlar. Enzimatik reaksiyonlarda NADH
ve NADPH gibi kofaktorler rol oynuyorsa bu kofaktorlerin bizzat kendilerinin
reaksiyon ortaminda olmalar1 ve yenilenmeleri gerekir. Kofaktorlerin genelde
kararsiz molekiiller olmasi, sentetik esdegerleri ile yer degistirmelerinin miimkiin
olmamast ve olduk¢a pahali olmalar1 enzimatik reaksiyonlarin Onemli

dezavantajlarindandir.

Enzimler alerjik reaksiyonlara sebep olabilirler. Bu biyomolekiiller kimyasal
maddeler olarak degerlendirilir ve dikkatli kullanilirsa, bu 6zellikleri en aza

indirilebilir [18].

2.3. Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyonlar genelde izole enzimler veya biitiin hiicre sistemleri ile olmak
iizere iki farkl sekilde gerceklestirilir. Biitliin hiicre sistemleri tabiri genel olarak
mikroorganizmalar ile bitki ve hayvanlara ait hiicre, doku ve organ kiiltiirlerini icerir

[18, 19].

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda genellikle biitiin hiicre sistemleri tercih
edilmektedir. Bunun en 6nemli sebeplerinden biri ¢ogu hiicre i¢i enzimin hiicre
disinda kararsiz olabilmesi, hiicre i¢i enzimlerin homojenasyon sirasinda bazi

proteolitik enzimlerin etkisi ile hidrolizlenmesi, hiicre i¢i enzimlerin kofaktor
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ihtiyaclariin saglanmasi ve stirekli yenilenmesi, hiicre i¢i enzimlerin izolasyonunun

zorlugu ve yiiksek maliyeti sayilabilir [19].

Enzimler veya biitiin hiicre sistemlerinin kullanildigi biyotransformasyonlar bir¢ok
farkl sekillerde gerceklestirilebilirler. Bu biyotransformasyon teknikleri hakkinda

asagida kisaca bilgi verilmistir [6].

2.3.1. Sabitlenmis hiicreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizmalar, iirlin ve substratin gecisine izin verecek sekilde poliakrilamid,
kappa—karragenan, alginat, seliiloz, nisasta gibi bir polimer matrikste sabitlenmis
hale getirilir. Sabitlenmis hale getirilen hiicreler, istenildigi anda ortamdan
uzaklastirilabilir ~ ve  yeniden  kullanilabilirler. Bu  yontemle  siirekli
biyotransformasyon islemleri gergeklestirilebilir. Mortierella isabellinan’in alginat
ile, Penicillium raistrickii nin sporlarmin ¢apraz bagli polimerler ve alginatta
tutulmast ve Rhizopus nigricans sporlarinin poliakrilamid, agar ve chitosan
matrikslerde tutulmasiyla degisik sabitlenmis hiicrelerin elde edilmesi, 6rnek olarak

verilebilir [6].

2.3.2. Serbest ve sabitlenmis enzimler ile biyotransformasyon

Sabitlenmis hiicrelerin biyotransformasyon amaciyla kullanilmasinin ekonomik
acidan avantajlar1 vardir. Bu yOntemin en onemli dezavantaji ise ¢ok basit bir
hiicrenin bile binlerce enzim sistemini icermesi ve istenmeyen yan reaksiyonlara
neden olmasidir. Serbest enzimler pahali maddelerdir, fakat saf olmalarindan dolay1
tek tip reaksiyonlar1 gerceklestirmeleri nedeniyle tercih edilirler. Son donemlerde
izole enzim sistemleri yerine daha ucuz olan sabitlenmis formlarmnin kullanilmasi,

ekonomik ac¢idan biiyiik avantaj sagladiklarindan, yayginlasmistir [6, 20-22].
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2.3.3. izole enzimler ile biyotransformasyon

Bu gibi enzimlerin ¢gogunlugu sitokrom P450 monooksigenaz enzimleridir ve steroid
hormonlarin hidroksillenmesi reaksiyonlarinda onemli bir yer tutarlar. Pycomyces
blakesleeanus’dan izole edilen hidroksilaz enzimleri, steroidlerde 70— ve 15B—
seciciligi gosterirler. Ayrica Mucor pirifermis’in izole enzimleri de 14a-—

hidroksilazlar olarak bilinir [3, 6, 20-22].

2.3.4. Sporlar ile biyotransformasyon

Bu yontemde mikroorganizmalarin sporlar1 kullanilmaktadir. Uygun besi ortami
kosullarinda iiretilen mikroorganizmalarin sporlar1 misellerden ayrilmakta ve soguk
ortamda saklanmaktadir. Bu yontemin en Onemli avantaji, sporlarin kolayca

depolanmas1 ve defalarca kullanilabilmesidir [6, 20-22].

2.3.5. Duragan hiicreler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon caligmalarinda duragan (stasyoner) hiicreler de kullanilabilir.
Hiicreler veya mikroorganizmalar gelistirildikleri ve kendilerine has besiyerlerinden
filtrasyon veya santriftijleme gibi teknikler ile ayrilirlar ve biyotransformasyon
calismasinin yapilacagr asil ortama dagitilirlar. Bu yeni ortama daha sonra substrat
ilavesi yapilir ve biyotransformasyonlar  gerceklestirili. Bu  yOntemin
biyotransformosyon siiresince ortamdaki hiicre sayisinin sabit kalmasi ve iiriiniin

izolasyonunun kolay olmasi gibi iki 6nemli avantaji vardir dir [6].
2.3.6. Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon
Mikroorganizmalar, belirlenen en ideal besi ortaminda gelistirilir ve daha sonra

ortama biyotransformasyon icin substrat ilave edilir. Bu yontemin en 6nemli yani

yiiksek verim elde edilme olasiligidir [6, 20-22].
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2.4. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Mikrobiyal hiicreler biyotransformasyon reaksiyonlar1 i¢in kullanilan biitlin hiicre
sistemleri iginde en ¢ok tercih edilenlerdir [18]. Mikrobiyal hiicrelerin biiyiime ve
gelisme hizi, bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢cok daha ytiksektir. Bu da mikrobiyal
hiicreler ile biyotransformasyonlarin hizli ve kisa siirede gerceklesmesini saglar.
Mikrobiyal hiicreler, kii¢iik boyutlar1 ve etkili hiicre duvar1 yapilar1 sayesinde bitki
ve hayvan hiicrelerine gére mekanik olarak daha kararlhidirlar ve bu sayede degisik
kiiltiir tekniklerinde bu tip hiicrelerin ortama uyumu acgisindan avantajhidirlar. Ayrica
mikrobiyal hiicreler bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢cok daha farkli tipte substratlar1

metabolize edebilirler.

Gilintimiizde mikrobiyal biyotransformasyonlar, diger kimyasal sentez metotlarina

kars1 olan avantajlar1 sayesinde, biyoteknolojinin temel 6geleri haline gelmistir [18].

Mikroorganizmalar genetik olarak degistirilebilirler. Mikroorganizmalar {izerinde
gerceklestirilen genetik degisiklikler ve diger kimyasal yontemler ile diisiik verimle
elde edilen 6nemli triinler, daha yiiksek verimlerde elde edilebilir. Hatta genetik
degisiklikler ile iirlinler lizerinde istenilen degisikliklerin saglanmasi bile miimkiin

olabilmektedir [17].

Mikroorganizmalar, yapilarindaki spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde, hem
dogal hem de sentetik ¢cok sayidaki farkli substrat lizerinde bir ¢cok farkli kimyasal
reaksiyonu gergeklestirebilir [3].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar, klasik kimyasal metotlara gore, ¢ok daha 1liman
sartlarda gergeklesir. Pek cok mikrobiyal biyotransformasyon oda sicakliginda ve 1

atmosfer basing altinda gergeklesmektedir [18].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik kimyasal metotlara gore daha ucuza mal

olur ve daha kisa stirede gerceklestirilir. Hedef bilesikler daha kisa siireler icerisinde
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ve genellikle daha yiiksek verimlerde, kimyasal reaktiflere gére ¢ok ucuza mal edilen

besiyeri bilesenleri ve mikroorganizmalar kullanilarak elde edilmektedir [3, 18].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar c¢evre dostudur. Klasik kimyasal sentez

metotlarinda kullanilan ¢ogu reaktif, cevreye ¢ok biiyiik zararlar vermektedir [3].

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlar1 enantiosecicidir. Klasik kimyasal
sentez yontemleri ile genel olarak hedef molekiiller, ayrilmalar1 ¢ok zor olan rasemik
karisimlar olarak elde edilmektedir. Ozellikle ilag etkin maddelerinin sentezinde tek
enantiyomer Uretmek oldukca onemlidir. Tek enantiyomerin se¢imli iiretimi i¢in

mikroorganizmalarin kullanilmalar1 giiniimiizde gittik¢e yayginlagmistir [18].

Klasik kimyasal sentez yontemlerinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar
esnasinda substratlar tizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasi gerekmez. Bu

iistiinliik enzimlerin bolgesel segicilikleri sebebi ile ortaya ¢ikar [3, 18].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar genel olarak fonksiyonel gruplarm varligma
ihtiyac duymaz. Ornegin, mikrobiyal hidroksillenmeler fonksiyonel gruplarin

uzaginda meydana gelir [3].

Mikroorganizmalar degisik ortamlara kolayca uyum saglayabilirler. Bu ozellikleri
sayesinde erlenden fabrika fermentorlerine kadar bir¢ok ortama kolayca uyarlanarak

kullanilabilirler [3, 17, 18].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar i¢in ¢esitli mikroorganizmalar uygun yiizeylere
sabitlenmis olarak kullanilabilir. Biyotransformasyonlarda en yaygmin olarak
kullanilan mikroorganizma gruplari, protista aleminin {iyesi ve prokaryotik canlilar
olan bakteriler ile mantarlar aleminin iiyesi ve Okaryotik canhlar olan kiifler ve

mayalardir [17].

Mikroorganizmalar ile birgok sentetik reaksiyona es deger reaksiyon

gergeklestirilebilmektedir. Buna ek olarak mikrobiyal hidroksillenmeler gibi bazi
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mikrobiyal biyotransformasyonlar, sentetik reaksiyonlar ile tek basamakta

gerceklestirilemez.

2.4.1. Mikrobiyal Hidroksillenmeler

Mikrobiyal  hidroksillenmeler en Onemli mikrobiyal biyotransformasyon
reaksiyonlarindan birisidir [3]. Mikrobiyal hidroksillenmenin 6nemi ilk olarak iltihap
giderici olarak kullanilan kortikal steroidlerin sentezinde anlagilmistir. Bu
steroidlerin sentezinde, fonksiyonel gruplardan olduk¢a uzakta bulunan C-11
pozisyonuna bir oksijen eklenmesi, klasik kimyasal yontemlerle olduk¢a uzun ve
masrafli bir islem olmasina ragmen s6z konusu sorunun Rhizopus arrhizus kiifiiniin
yliksek verimli bir 11loa-hidroksillenmesi ile ¢oziilmesi dikkatleri mikrobiyal

biyotransformasyonlar lizerine ¢ekmistir.

Bakteriler ve  kiiflerin  bliyik  kismu  steroidlerin  hidroksillenmesini
gerceklestirebilirler [3]. Bu durum hem mikrobiyal hidroksillenmenin mekanizmasi
hem de steroidlerin mikrobiyal hidroksillenmesinin modellenmesi konusunda bilgi

saglamaktadir [23].

Steroidlerin mikrobiyal hidroksillenmesini ¢ogu canlilarda bulunan sitokrom P-450
enzimlerince katalizlendigi diisiiniilmektedir [3]. Mikrobiyal hidroksillenmenin
gergeklesmesi i¢cin ayrica O,, NADH veya NADPH gibi bir hidrojen kaynagi ve 1
molekiill H,O gerekmektedir [23]. Mikrobiyal hidroksillenmenin mekanizmasi
ozellikle Pseudomonas putida bakterisinin kamfor bilesiginin hidroksillenmesini
katalizleyen kamfor hidroksilaz enzimine ait sitokrom P-450 {izerinde ¢alisilarak
ortaya c¢ikarilmistir [3]. Sitokrom P-450’nin yapist X 1sinlar1 kristallografi teknigi ile
aydmlatilmistir [23]. 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 bag: iken ikinci etkilesimin kamfor molekiilii ile ¢evresindeki alifatik ve

aromatik amino asitler arasindaki hidrofobik etkilesimler oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 2.2.’de goruldiigii gibi mikrobiyal hidroksillenme sirasinda diatomik molekiiler
oksijenin bir atomu organik substrata baglanmaktadir [3,23,24]. Indirgeyici 2
elektron genellikle NADPH bazen ise NADH’dan saglanmaktadir. Ilk adimda
substrat baglanmasi1 gerceklesir ve bu baglanma diatomik oksijenin atomlarindan
birisinin demire baglanabilmesi i¢in elzemdir. Substrat baglandiktan sonra bir
elektronun nakli ile Fe”, Fe"*’ye indirgenmektedir. Elektronlarin teker teker nakli
mikrobun tiiriine gore NADPH veya NADH dan bir flavin niikleotid, Fe-S proteinleri
ve/veya sitokrom bs vasitasi ile gerceklesmektedir. Molekiiler oksijen ilk elektron
naklinden sonra baglanir. Molekiiler oksijenin baglanmasini ikinci elektronun O-O
bagina nakledilmesi izler. Bu nakil sonrasinda O-O bag1 kopar ve bir oksijen atomu
su molekiilii olarak ayrilirken Fe™, Fe™ e oksitlenmektedir. Bu oksidasyon ile olusan

son oksidant artik substratla reaksiyona girebilir.

Substrat (S)
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Sekil 2.2. Substrata bir O atomunun ilave edilmesinin mekanizmasi [3].
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Oksidant ve substrat arasindaki reaksiyonun mekanizmas1 heniiz yeterince
anlasilamamasina ragmen oksidant ve substrat arasindaki reaksiyonun Sekil 2.3.’deki

gibi muhtemelen radikalleri igeren bir mekanizma ile gergeklestigi diisiiniilmektedir
[23].

OoH *C.
Fet + HO—cC

\"
7

Sekil 2.3. Oksidant ve substrat arasindaki radikalleri iceren mekanizma [3].

2.4.2. Steroidlerin mikrobiyal hidroksillenme modelleri

Jones ve grubunun caligmalarinda bir oksijen fonksiyonu (-CO veya —COH gibi)
iceren So-H androstanlarin kiifler ile biyotransformasyonlar1 c¢ogunlukla ikili
hidroksillenmeler ile sonuglanirken 1iki oksijen fonksiyonu igeren So-H
androstanlarin kiifler ile biyotransformasyonlar1 ¢ogunlukla tekli hidroksillenmeler
ile sonu¢lanmistir. Bu durum Jones modelinin ortaya atilmasina sebep olmustur. Bu
modele gore (Sekil 2.4.) hidroksilaz enzimlerinde 3 aktif merkez vardir ve
steroidlerin hidroksillenmesi ile substratin enzime baglanmasinda bu 3 aktif merkez

rol oynamaktadir [25].
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A

Sekil 2.4. Enzim-substrat etkilesimin Jones modeli [25].

Enzimlerin {izerindeki bu merkezler steroidlerin C-3, C-11 ve C-16 (normal
baglanma) veya C-3, C-6 (C-7) ve C-16 (ters baglanma) atomlarina denk gelen
hayali bir ticgen olarak verilebilir. Bu modele gore oksijenli merkezler ve baglanma
noktalarindaki oryantasyonlar1 hidroksillenme pozisyonunu belirlemektedir. Mesala,
A halkasmdaki bir oksijen fonksiyonu hidroksillenmeyi D halkasina yonlendirirken,
D halkasindaki bir oksijen fonksiyonu hidroksillenmeyi A halkasina yonlendirir.
Ayrica hidroksillenmesi muhtemel bir pozisyon veya civarindaki bir oksijen
fonksiyonunun belirtilen pozisyonun civarindaki hidroksillenmeleri de engelledigi
gozlenmistir. Yapilan ¢alismalar neticesinde steroidler iizerindeki oksijen
fonksiyonlarmin enzime baglanma ve hidroksillenmeleri ydnlendirmedeki
etkinliklerinin 3-CO, 33-OH, 33-OCH;> 17-CO > 3a-OH, 3a-OCHj; seklinde oldugu
belirlenmistir [25].

Brannon ve grubu steroid hidroksillenmesi i¢in hidroksilaz biinyesinde dort
baglanma oryantasyonu oldugunu Onermislerdir [26]. Bunlar normal baglanma
oryantasyonu, ters baglanma oryantasyonu, normal ¢evrilmis baglanma oryantasyonu
ve ters cevrilmis baglanma oryantasyonlardir. Normal ¢evrilmis ve ters g¢evrilmis
oryantasyonlar C-3 ve C-17 nolu atomlar1 arasinda aksisle 180 derecelik bir donme
ile elde edilirler. Normal ve ters oryantasyonlar daha tercih edilebilirdir ve Jones
hidroksillenme modeli sadece normal ve ters baglanma oryantasyonlarini

icermektedir (Sekil 2.5).
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Normal baglanma oryantasyonu Ters baglanma oryantasyonu
O
O
Wﬂ N
\A e
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o

Normal ¢evrilmis baglanma oryantasyonu Ters ¢evrilmis baglanma oryantasyonu

Sekil 2.5. Brannon modeline gore baglanma oryantasyonlar: [26].

McCrindle ve grubu Jones modelini biraz daha gelistirmislerdir. Bu modelde enzimin
biinyesinde steroid halka sistemi diizleminin asagisinda ve yukarisinda enzimin
steroidlere baglanabilecekleri ve steroidleri hidroksilleyebilecekleri A, B ve C ile
adlandirilan 6zel bolgelerin oldugu diistiniilmektedir. A bolgesi steroid halka sistemi
diizleminin asagisinda, B bolgesi halka sistemi diizleminin asagisinda veya hizasinda

C bolgesi ise halka sistemi diizleminin yukarisindadir (Sekil 2.6.).

Baglanmada A bolgesi halka sistemi diizleminin asagisindaki oksijen atomlarini
tercih eder ve hidroksillenme a-oryantasyonludur. B bdlgesi de baglanma icin halka
sistemi diizleminin asagisindaki oksijen atomlarini tercih eder ama hidroksillenme
o-oryantasyonlu (aksiyal veya ekvatoryal) veya [-oryantasyonludur (sadece
ekvatoryal). C bolgesi ise baglanmada halka sistemi diizleminin asagisindaki oksijen
atomlarim tercih eder ve hidroksillenme [-oryantasyonludur (sadece ekvatoryal)

[27].
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Sekil 2.6. Enzim-substrat etkilesimi McCrindle modeli [27].

2.5. Baz1 Aspergillus tiirleri ile steroid biyotransformasyonlar

Kiifler ile steroid biyotransformasyonlari i¢in kullanilan tirlerin bir kismi
Aspergillus  cinsine aittir.  Aspergillus tiirleri ile gerceklestirilen steroid
biyotransformasyonlar1 genellikle mikrobiyal hidroksillenmeler, Baeyer-Villiger
oksidasyonlari, yan zincirin uzaklastirilmasi, hidroksil gruplarinin oksidasyonu,
keton gruplarinin rediiksiyonu, A halkasinin aromatiklesmesi, steroid halkalarinin

mikrobiyal hidrojenasyonlar1 ve dehidrojenasyonlari ile sonuglanmistir [28,29].

2.5.1. Baza Aspergillus tiirleri ile progesteron (2) biyotransformasyonlari

Steroid hormonlarmin ¢ikis maddesi ve bir esey hormonu olan progesteron (2)
Aspergillus ve diger mikroorganizma tiirleri ile en ¢ok calisilmis olan steroidlerden

biridir [30].

Sabitlenmis A. ochraceus TS sporlar1 ile gergeklestirilen progesteron (2)
biyotransformasyonundan (Sekil 2.7.) testosteron (4), androst-4-en-3,17-dion (7),
11a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion  (16), androsta-1,4-dien-3,17-dion (17), 17pB-
asetoksiandrost-4-en-3-on  (18), pregna-1,4-dien-3,20-dion (19) ve 17B-
hidroksiandrosta-1,4-dien-3on (20) bilesikleri elde edilmistir [31].
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Sekil 2.7. Sabitlenmis 4. ochraceus TS ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [31].

A. ochraceus NRRL 405 kiifiiniin progesteron (2) ile inkiibasyonu (Sekil 2.8.)
sonucu 1pB,6a-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (21) olusmustur [32].

OH

OH
@ @1
Sekil 2.8. A. ochraceus NRRL 405 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [32].
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Sabitlenmis 4. ochraceus TS sporlar1 ile gerceklestirilen bir diger progesteron (2)
inkiibasyonu (Sekil 2.9) ise testosteron (4), 17a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (6),
androst-4-en-3,17-dion (7), androsta-1,4-dien-3,17-dion (17), pregna-1,4-dien-3,20-
dion (19) ve 17B-hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (20) bilesikleri ile sonuglanmistir
[33].
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Sekil 2.9. Sabitlenmis 4. ochraceus TS ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [33].

Bir A. ochraceus izolat1 ile gerceklestirilen progesteron (2) biyotransformasyonunda
(Sekil 2.10.) 1loa-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) ve 6f,11a-dihidroksipregn-4-
en-3,20-dion (22) bilesikleri olusmustur [34].
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Sekil 2.10. A. ochraceus izolat1 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [34].
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Bir diger 4. ochraceus izolati ile gerceklestirilen progesteron (2) inkiibasyonu (Sekil

2.11.) 3,11a-dihidroksiestra-1,3,5-trien-17-on (23) bilesigini vermistir [29].

HO,,

o) HOY
2 (23)

Sekil 2.11. A. ochraceus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [29].

A. niger 100 kiifliniin progesteron (2) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.12.) 17a-
hidroksipregn-4-en-3,20-dion (6), 11a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16), 6f,11a-
dihidroksipregn-4-en-3,20-dion ~ (22),  21-hidroksipregn-4-en-3,20-dion  (24),
110,17a-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (25) ve 1la,17a,21-trihidroksipregn-4-en-
3,20-dion (26) bilesiklerini vermistir [35, 36].
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Sekil 2.12. A. niger 100 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [35, 36].
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A. niger 567 ile progesteron (2) biyotransformasyonundan (Sekil 2.13.) 1la-
hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16), 6p,11a-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22), 21-
hidroksipregn-4-en-3,20-dion (24), ve 1la,21-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (27)
bilesikleri elde edilmistir [35, 36].
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Sekil 2.13. A. niger 567 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [35, 36].

A. niger 37 kiifui ile progesteron (2) inkiibasyonu (Sekil 2.14) 17a-hidroksipregn-4-
en-3,20-dion (6), 1la-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16), 11a,17a-dihidroksipregn-
4-en-3,20-dion (25) ve 1la,15B-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) bilesiklerini
vermistir [37].
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Sekil 2.14. A. niger 37 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [37].
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A. niger NRRL 599 ile progesteron (2) inkiibasyonu (Sekil 2.15.) sonucunda ise
21-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (24) olusmustur [24].
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Sekil 2.15. A. niger NRRL 599 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [24].

Bir A. niger izolat1 ile progesteron (2) biyotransformasyonu (Sekil 2.16.)
110-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) ve 6p,11a-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion
(22) bilesikleri vermistir [38].
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Sekil 2.16. A. niger ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [38].

Progesteron (2) bilesiginin 4. niger 3N [35], 4. niger 100 [35, 36] ve A. niger 1R
[35, 36] kiifleri ile biyotransformasyonlarindan (Sekil 2.17.) 11a-hidroksipregn-4-en-
3,20-dion  (16), 6pB,11a-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion  (22) ve 1la,21-
dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (27) bilesikleri olusmustur.
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Sekil 2.17. A. niger 3N [35], A. niger 100 [35, 36] ve A. niger 1R [35, 36] izolatlar1 ile progesteron (2) bilesiginin
biyotransformasyonu.

Bir A. fumigatus izolat1 ile gergeklestirilen progesteron (2) biyotransformasyonundan

(Sekil 2.18.) 11a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16), 11a,15pB-dihidroksipregn-4-en-

3,20-dion (28), 7B-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (29), 15B-hidroksipregn-4-en-3,20-

dion (30), 7pB,15B-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31) ve bilesikleri ile

sonuclanmistir [39].
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Sekil 2.18. A. fumigatus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [39].
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Bir diger 4. fumigatus izolat1 ile yapilan progesteron (2) biyotransformasyonundan
(Sekil  2.19.) ise 1la,15B-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion  (28), 7B,15B-
dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31), 15B-hidroksipregna-1,4-dien-3,20-dion (32) ve
3B-hidroksi-5Sa-pregnan-20-on (33) bilesikleri olusmustur [40].
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Sekil 2.19. A. fumigatus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [40].

A. tamarii QM1223 ile yapilan progesteron (2) biyotransformasyonundan (Sekil
2.20.) 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34) ve 11p,17p-dihidroksiandrost-
4-en-3-on (35) bilesikleri olusmustur [41].
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Sekil 2.20. A. tamarii QM1223 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [41].

A. tamarii MRC 72400 ile yapilan progesteron (2) biyotransformasyonundan (Sekil
2.21.) 1se sadece 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34) bilesigi elde
edilmistir [42].
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Sekil 2.21. A. tamarii MRC 72400 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [42].

A.  terreus MRC 200365 kiifii ile gerceklestirilen progesteron (2)
biyotransformasyonunda (Sekil 2.22.) 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34)
bilesigi elde edilmistir [43].
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Sekil 2.22. A. terreus MRC 200365 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [43].

Sabitlenmis bir A. fterreus izolat1 ile gerceklestirilen progesteron (2)
biyotransformasyonundan ise (Sekil 2.23.) 1la-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16)
bilesigi elde edilmistir [44].
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Sekil 2.23. A. terreus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [44].

A. oryzae kiifui ile gergeklestirilen progesteron (2) biyotransformasyonu (Sekil 2.24.)
3B-hidroksi-5Sa-pregnan-20-on (33), So-pregnan-3,20-dion (36) ve (20R)-20-
hidroksipregn-4-en-3-on (37) ile sonuglanmistir [45].
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Sekil 2.24. A. oryzae ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [45].

Bir diger A. oryzae kiifii ile progesteron (2) biyotransformasyonu (Sekil 2.25.)
testosteron (4), androst-4-en-3,17-dion (7) ve 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-
dion (34) bilesiklerini vermistir [46].
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Sekil 2.25. A. oryzae ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [46].

A. phoenicis kiifiiniin bir izolat1 ile gerceklestirilen progesteron (2) inkiibasyonu
(Sekil 2.26) 11a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16), 11a,15B-dihidroksipregn-4-en-
3,20-dion (28) ve 15B-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) ile sonuclanmistir [47].
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Sekil 2.26. A. phoenicis ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [47].

Bir A. fischeri izolat1 ile gergeklestirilen progesteron (2) biyotransformasyonu (Sekil
2.27) 1se testosteron (4), androst-4-en-3,17-dion (7), 11a-hidroksipregn-4-en-3,20-
dion (16), 6p,110-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) ve 17a-okza-D-homo-
androsta-1,4-dien-3,17-dion (38) bilesikleri ile sonuglanmistir [48].
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Sekil 2.27. A. fischeri ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [48].

A. aureogulgens ile gergeklestirilen progesteron (2) biyotransformasyonu (Sekil
2.28.) testosteron (4), androst-4-en-3,17-dion (7), 17B-asetoksiandrost-4-en-3-on
(18), 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34), 5B-androstan-3,17-dion (39) ve
3a-hidroksi-5B-androstan-17-on (40) bilesikleri ile sonuglanmistir [49].
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Sekil 2.28. A. aureogulgens ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [49].

A. subolivaceus kiifui ile progesteron (2) inkiibasyonu (Sekil 2.29.) testosteron (4),
androst-4-en-3,17-dion (7) ve 11p,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (35) bilesikleri
ile sonuglanmistir [46].
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Sekil 2.29. A. subolivaceus ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [46].
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A. nidulans 1ile progesteron (2) inkiibasyonundan (Sekil 2.30.) 6,110-
dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22), 21-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (24) ve 11p-
hidroksipregn-4-en-3,20-dion (41) bilesikleri olusmustur [50].
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Sekil 2.30. A. nidulans ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [50].

A. versicolor kiifi ile progesteron (2) biyotransformasyonundan (Sekil 2.31.)
testosteron (4), androst-4-en-3,17-dion (7) ve androsta-1,4-dien-3,17-dion (17)
bilesikleri elde edilmistir [51].
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Sekil 2.31. A. versicolor ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [51].
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A. brasiliensis kiiflinlin progesteron (2) ile inkiibasyonundan (Sekil 2.32) 1la-
hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16), 21-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (24) ve 14a-
hidroksipregn-4-en-3,20-dion (42) bilesikleri elde edilmistir [52].
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Sekil 2.32. A. brasiliensin ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [52].

A. giganteus ATCC 10059 ile progesteron (2) inkiibasyonundan (Sekil 2.33.)
11a,15B-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) bilesigi olusmustur [53].
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Sekil 2.33. 4. giganteus ATCC 10059 ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [53].

A. flavus, A. flavo-furcatis, A. parasiticus ve A. tamarii tlrlerine ait birer izolatin
progesteron (2) ile inkiibasyonlar1 (Sekil 2.34.) testosteron (4), androst-4-en-3,-17-
dion (7), 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34) ve 11B-hidroksiandrost-4-
en-3,17-dion (43) bilesiklerini vermistir [46].
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Sekil 2.34. A. flavus, A. flavo-furcatis, A. parasiticus ve A. tamarii tiirlerine ait birer izolat ile progesteron (2)
bilesiginin biyotransformasyonu [46].

Progesteron (2) bilesiginin A. ochraceus TS [54,55], sabitlenmis A. ochraceus G-8

[56], farkli A. ochraceus izolatlar1 [32, 50, 57-60], sabitlenmis 4. niger NCIM 589

[61], bir A. niger izolat1 [62], sabitlenmis bir A. phoenicis [29, 50] izolat1 ve bir 4.

egyptiacus [63] izolat1 ile gergeklestirilen biyotransformasyonlarindan (Sekil 2.35.)

110-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) bilesigi elde edilmistir.
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Sekil 2.35. Baz1 Aspergillus tiirleri [29, 32, 50, 54-63] ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu.

Progesteron (2) bilesiginin A. niger 58F [35], A. niger 73 [35], bir A. niger izolat1
[37] bir A. ochraceus izolat1 [63, 64] ve bir A. phoenicis [29,35] izolat1 ile
gergeklestirilen biyotransformasyonlarindan (Sekil 2.36.) 1la-hidroksipregn-4-en-
3,20-dion (16) ve 6p,110-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) bilesikleri elde

edilmistir.
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Sekil 2.36. A. niger 58F [35], A. niger 73 [35], bir A. niger izolat1 [37] bir A. ochraceus izolat1 [63, 64] ve bir A.
phoenicis [29, 35] ile progesteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu

2.5.2. Baz1 Aspergillus tiirleri ile pregnenolon (3) biyotransformasyonlari

Progesteronun (2) ¢ikis maddesi olan pregnenolon (3) bilesiginin bazi1 Aspergillus
tiirleri ile biyotransformasyon c¢alismalar1 mevcuttur [65]. A. tamarii QM 1223
kiifliniin pregnenolon (3) ile biyotransformasyonundan (Sekil 2.37.) 17a-okza-D-
homo-androst-4-en-3,17-dion (34) ve 3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-
17-on (44) bilesikleri olusmustur [26].
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Sekil 2.37. A. tamarii QM 1223 ile pregnenolon (3) bilesiginin biyotransformasyonu [26].

A. auerogulgens kiifiinlin pregnenolon (3) ile biyotransformasyonu sonucu (Sekil

2.38.) androst-4-en-3,17-dion (7) elde edilmistir [49].
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Sekil 2.38. A. auerogulgens ile pregnenolon (3) bilesiginin biyotransformasyonu [49].
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A. oryzae ile gergeklestirilen pregnenolon (3) inkiibasyonu (Sekil 2.39.) progesteron
(2), 3B-hidroksi-Sa-pregnan-20-on (33) ve (20R)-20-hidroksi-pregn-4-en-3-on (37)

bilesikleri ile sonu¢lanmistir [45].
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Sekil 2.39. A. oryzae ile pregnenolon (3) bilesiginin biyotransformasyonu [45].

A. wentii MRC 200316 kiifii ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu (Sekil 2.40.)
sonucu 11a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) olusmustur [66].

HO O
3 (16)

Sekil 2.40. A4. wentii MRC 200316 ile pregnenolon (3) bilesiginin biyotransformasyonu [66].

A. terreus MRC 200365 ile gerceklestirilen pregnenolon (3) inkiibasyonundan (Sekil
2.41) 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34) ve 3pB-hidroksi-17a-okza-D-
homo-5a-androst-5-en-17-on (44) bilesikleri elde edilmistir [43].
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Sekil 2.41. A. terreus MRC 200365 ile pregnenolon (3) bilesiginin biyotransformasyonu [43]

A. tamarii MRC 72400 kiifliniin pregnenolon (3) ile biyotransformasyonundan ($ekil
2.42.) 3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-on (44) elde edilmistir [42].
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Sekil 2.42. A. tamarii MRC 72400 ile pregnenolon (3) bilesiginin biyotransformasyonu [42]

2.5.3. Baz1 Aspergillus tiirleri ile testosteron (4) biyotransformasyonlar

Kuvvetli bir androjen olan testosteron (4) bilesiginin Aspergillus tirleri ile
inkiibasyonlarma yonelik literatiirde ¢cok sayida ¢alisma vardir [67]. 4. niger ATCC
9142 kiiflinlin testosteron (4) ile biyotransformasyonu sonucu (Sekil 2.43.) 63,178
dihidroksiandrost-4-en-3-on (45), 11a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (46), 17p3-
hidroksiandrost-4-en-3,16-dion  (47), 16B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (48),
16p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (49), 16p,17a-dihidroksiandrost-4-en-3-on (50)
ve 17B-hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (51) bilesikleri elde edilmistir [68].
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Sekil 2.43. A. niger ATCC 9142 ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [68].

A. niger NRRL 599 ile testosteron (4) inkiibasyonu (Sekil 2.44.) ise 16[-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (48) bilesigini vermistir [69].
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Sekil 2.44. A. niger NRRL 599 ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [69].

A. oryzae ATCC 11601 ile gerceklestirilen testosteron (4) biyotransformasyonu
(Sekil 2.45.) androst-4-en-3,17-dion (7), epiandrosteron (15), Sa-androstan-3,17-dion
(52) ve 3B,17B-dihidroksi-Sa-androstan (53) bilesiklerini vermistir [45].
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Sekil 2.45. A. oryzae ATCC 11601 ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [45].

A. fischeri kiifiinlin testosteron (4) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.46.) androst-4-
en-3,17-dion (7), 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34) ve 1lo,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (46) bilesikleri ile sonu¢lanmistir [48].

OH @)
0__0O
4,
O O O
“) o)

€2

OH
HO.,

0]
(46)

Sekil 2.46. A. fischeri ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [48].

Testosteronun (4) A. fumigatus ile inkiibasyonundan (Sekil 2.47.) 15B,178-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (54) elde edilmistir [70].
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Sekil 2.47. A. fumigatus ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [70].

A. auerogulgens kiifliniin testosteron (4) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.48.)
sonucu androst-4-en-3,17-dion (7), 17a-okza-D-homo-androsta-1,4-dien-3,17-dion

(38) ve 5B-androstan-3,17-dion (39) elde edilmistir [49].
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Sekil 2.48. A. auerogulgens ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [49].

A. wentii MRC 200316 kiifiiniin testosteron (4) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.49.)
6pB,17pB-dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) ve 14a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(55) bilesiklerini vermistir [66].
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Sekil 2.49. A. wentii MRC 200316 ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [66].
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A. terreus MRC 200365 kiifiiniin testosteron (4) ile inkiibasyonu (Sekil 2.50.) sonucu
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34) olusmustur [43].
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Sekil 2.50. 4. terreus MRC 200365 ile testosteron (4) bilesiginin biyotransformasyonu [43].

A. tamarii QM 1223 [41] ve A. tamarii MRC 72400 [42] ile gerceklestirilen
testosteron (4) biyotransformasyonlar1 (Sekil 2.51.) 17a-okza-D-homo-androst-4-en-

3,17-dion (34), 11B,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (35) bilesikleri ile

sonug¢lanmistir.
OH OH
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Sekil 2.51. A. tamarii QM 1223 [41] ve A. tamarii MRC 72400 [42] ile testosteron (4) bilesiginin
biyotransformasyonu.

2.5.4. Baz1 Aspergillus tiirleri ile DHEA (9) biyotransformasyonlarn

Zayif bir androjen olan DHEA (9) bilesiginin Aspergillus tiirleri ile
inkiibasyonlarma yonelik literatiirde 7 ¢alisma mevcuttur. 4. parasiticus kiifi ile
gerceklestirilen DHEA (9) inkiibasyonu (Sekil 2.52.) sonucu testosteron (4), androst-
4-en-3,17-dion (7), 17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion (34), 3B-hidroksi-17a-
okza-D-homo-5a-androst-5-en-17-on (44) ve 3p-17B-dihifroksiandrost-5-en (56)
bilesikleri elde edilmistir [71].
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Sekil 2.52. A. parasiticus ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [71].

A. niger NRRL 599 kiiftiniin DHEA (9) ile biyotransformasyonu sonucu (Sekil 2.53.)
androst-4-en-3,17-dion  (7), 17B-hidroksiandrost-4-en-3,16-dion  (47), 16-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (48) ve 16p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (49)
bilesikleri elde edilmistir [69].
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Sekil 2.53. A. niger NRLL 599 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [69].

A. oryzae ATCC 11601 ile DHEA (9) biyotransformasyonundan (Sekil 2.54.)
testosteron (4), androst-4-en-3,17-dion (7), epiandrosteron (15), Sa-androstan-3,17-
dion (52) ve 3p,17B-dihidroksi-Sa-androstan (53) bilesikleri elde edilmistir [45].
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Sekil 2.54. A. oryzae ATCC 11601 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [45].

A. wentii MRC 200316 ile DHEA (9) biyotransformasyonundan (Sekil 2.55.) 3,7B-
dihidroksiandrost-5-en-17-on (587) ve 3p,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (58) elde
edilmistir [66].
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Sekil 2.55. A. wentii MRC 200316 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [66].

A. terreus IFO 6113 kiifii ile gerceklestirilen DHEA (9) inkiibasyonu sonucu ($ekil
2.56.) 1a,3B-dihidroksiandrost-5-en-17-on (59) bilesigini vermistir [72].
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Sekil 2.56. A. terreus IFO 6113 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [72].
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A. tamarii QM 1223 kiifti ile yapilan DHEA (9) biyotransformasyonu (Sekil 2.57).
17a-okza-D-homo-androst-4-en-3,17-dion  (34),  3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-
androst-5-en-17-on (44), 3pB,7B-dihidroksiandrost-5-en-17-on (57), ve 3pB,70-
dihidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-on (60) bilesikleri ile sonuglanmistir
[73].
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Sekil 2.57. A. tamarii QM 1223 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [73].

A. tamarii MRC 72400 kiifiinlin DHEA (9) ile inkiibasyonu (Sekil 2.58.) ise 3-
hidroksi-17a-okza-D-homo-androst-5-en-17-on (44), 17a-okza-D-homo-androst-4-
en-3,17-dion  (34),  3B,7p-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (§87) ve  3B,70-
dihidroksiandrost-5-en-17-on (58) bilesiklerini vermistir [42].
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Sekil 2.58. 4. tamarii MRC 72400 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu [42].




47

2.5.5. Baz Aspergillus tiirleri ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonlari

Zayif bir androjen olan epiandrosteron (15) bilesiginin Aspergillus tiirleri ile
biyotransformasyonuna yonelik 4 calisma mevcuttur. 4. terreus MRC 200365 kiifii
ile gerceklestirtirilen epiandrosteron (15) inkiibasyonu (Sekil 2.59.) 3B-hidroksi-17a-
okza-D-homo-androst-17-on (61) bilesigi ile sonuglanmistir [43].
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Sekil 2.59. A. terreus MRC 200365 ile epiandrosteron (15) bilesiginin biyotransformasyonu [ 43].

A. wentii MRC 200316 ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonundan (Sekil
2.60.) 11a-hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (62) ve 3pB,11a-dihidroksi-5a-androstan-
17-on (63) bilesikleri elde edilmistir [66].
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Sekil 2.60. A. wentii MRC 200316 ile epiandrosteron (15) bilesiginin biyotransformasyonu [66].

A. tamarii QM 1223 kiifi ile yapilan epiandrosteron (15) biyotransformasyonu
(Sekil 2.61.) 3B,11B-dihidroksi-5a-androstan-17-on (64) bilesigini vermistir [26].
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Sekil 2.61. A. tamarii QM 1223 ile epiandrosteron (15) bilesiginin biyotransformasyonu [26].

A. tamarii MRC 72400 ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonundan (Sekil
2.62.) 3B-hidroksi-17a-okza-D-homo-5a-androstan-17-on (61) ve 3f,11B-dihidroksi-
Sa-androstan-17-on (64) bilesikleri elde edilmistir [42].

O O
O O HO
—>
HO = HO B HO z
H H H

as) (61) (64)

Sekil 2.62. A. tamarii MRC 72400 ile epiandrosteron (15) bilesiginin biyotransformasyonu [42].

2.6. Calismanin Amaci

Steroidlerin kiifler ile mikrobiyal biyotransformasyonlar1 yiiksek bdlgesel ve
stereosegicilikleri sebebi ile ¢ok daha dnemli ve fonksiyonlu bilesiklerin sentezi i¢in
diinya ¢apimnda yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde, bilinen mikrobiyal
biyotransformasyonlarin etkinliklerini artirmak, kullanilabilir yeni
mikroorganizmalar ve reaksiyonlar bulmak i¢in ¢alismalar yogun olarak

siirdiiriilmektedir [54, 74-77].

Bu calismada progesteron (2), pregnenolon (3), testosteron (4), DHEA (9) ve
epiandrosteron (15) steroidlerinin Aspergillus sydowii MRC 200653, Aspergillus
candidus MRC 200634 ve Aspergillus japonicus MRC U-3048 kiiflerindeki
biyotransformasyonlarinin nasil gercekleseceginin incelenmesi amaglandi. So6z
konusu ama¢ dogrultusunda yukarida adi gegen steroidler daha Once steroid

biyotransformasyonlar1 i¢in kullanilmamis olan Aspergillus sydowii MRC 200653,




49

Aspergillus candidus MRC 200634 ve Aspergillus japonicus MRC U-3048 kiifleri ile
biyotransformasyonlara maruz birakildi. Elde edilen metabolitlerin yapilar:

spektroskopik yontemler kullanilarak aydinlatildi.




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Yontemler, Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon calismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu 121 °C’de 20 dakika siire ile Niive OT 40L marka otoklav ile
gerceklestirildi. Kiiflerin tazelenmesi ve biyotransformasyon caligsmalar1 esnasindaki
inokiilasyonlar Niikleon marka Sinif II Tip Biyolojik Giivenlik Kabini (steril kabin)
kullanilarak  gergeklestirildi.  Kiiflerin  gelistirilmesi ve biyotransformasyon
calismalar1 i¢in Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamali Inkiibator kullanildi.
Infrared spektrumlari, Perkin Elmer Spectrum Two spektrometre cihazi ile alindi. 'H
NMR spektrumlari, tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de
dotero kloroform (CDCls) veya dotero piridin (CsDsN) icerisinde Varian Mercury
300 NMR spektrometresi kullamlarak alindi. >C NMR spektrumlar1 ayni cihaz
kullanilarak 75 MHz’de dotero kloroform (CDCl;) veya dotero piridin (CsDsN)
icerisinde alindi. Elementel analiz i¢in Thermo Finnigan Flash EA 1112 elementel

analiz cihazi kullanildi.

Biyotransformasyon deneyinin sonucu ve kolon kromatografi calismalarinin
sonuglar1 ince tabaka kromatografisi (ITK) ile izlendi. ITK 0,25 mm kalinliginda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢ozgen
sistemi kullanilarak yapildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakika isitilarak goriiniir hale getirildi.
Erime noktalar1 Schorp MPM-HI1 erime noktasi tayin cihazi kullanilarak tespit edildi.

A. sydowii MRC 200653, A. candidus MRC 200634 ve A. japonicus MRC U-3048
kiifler1 Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu, Marmara Arastirma

Merkezi Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitlisii’'nden yatik agar kiiltiirleri olarak
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temin edildi. Bu kiltirler PDA (potato dekstroz agar) igeren yatik agar

besiyerlerinde ve 4 °C’de muhafaza edildi.

Progesteron (2), pregnenolon (3) testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15)
steroidleri Sigma-Aldrich sirketinden satin alindi. Tim solventler, yatik agar
besiyerleri i¢in kullanilan PDA ve agar ile kiifler icin hazirlanan besiyerinde

kullanilan tiim kimyasallar Merck sirketinden temin edildi.

3.2. Deneysel Calismalar

3.2.1. Yatik agar besiyerlerinin hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besiyeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik cam siselerin yarilarina
kadar ilave edilerek otoklav icerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler igerisinde erimis haldeki besiyerleri, donmadan 6nce
45 dereceye yakin bir egim olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik

agar besiyerleri hazirland1.

3.2.2. Kiif kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Stok fungal kiiltiirdeki kiiflerin bir kism1 yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril
sartlarda aktarildi ve oda sicakliginda 15 giin siiresince cogalmaya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerinin en gelismisindeki kiifler 15 giinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine steril sartlarda aktarildi. Bu aktarma islemi 2 kez
tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar kiiltiiriindeki

kiifler biyotransformasyon ¢alismalarida kullanildi.
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3.2.3. Kiif besiyerlerinin hazirlanmasi

A. sydowii MRC 200653 kiifii i¢in kullanilacak besiyeri CaCl,.2H,O (1,36
g), MgCL.6H,0 (9,68 g), KCI1 (0,61 g), NaCl (30 g), Na,HPO4 (0,014 g), Na;SO4
(3,47 g), NaHCO; (0,17 g), KBr (0,1 g), SrCl,.6H,O (0,04 g) ve H3BOs (0,03 g)
iceren 1 litrelik yapay deniz suyunda malt ekstrakt (30 g) ve pepton (3 g) ¢Ozlinerek
hazirlandi1 [78]. A. candidus MRC 200634 ve A. japonicus MRC U-3048 kiifleri i¢in
kullanilacak besiyeri ise sukroz (30 g), NaNO; (3 g), KoHPO4 (1 g), KCI1 (0,5 g),
MgS04.7H,0 (0,5 g) ve FeSO4.7H,O (0,01 g) 1 litrelik distile suda ¢oziinerek
hazirland1 [79].

3.2.4. Biyotransformasyon ¢calismasi

Biyotransformasyon g¢alismasinda kullanilacak kiife gore hazirlanan 1 L besiyeri
cozeltisi 10 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi.
Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif 10 erlene steril sartlar altinda
nakledildi ve bu erlenler yeterli miktarda kiif olusabilmesi icin kiife uygun sicaklikta

3 glin boyunca calkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakildi (150 rpm).

Ugiincii giiniin sonunda biyotransformasyonu gergeklestirilecek her bir steroid (1 g)
DMF veya etanol (10 mL) igerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda kiif i¢eren erlenlere
esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra kullanilacak kiife uygun

sicaklikta 5 giin boyunca ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi (150 rpm).

3.2.5. Metabolitlerin izole edilmesi

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla filtrasyon
islemine tabi tutularak kiif kiiltliriine ait misellerden siiziilerek ayrildi. Buchner
hunisinde kalan miseller etil asetat (500 mL) kullanilarak yikandi. Erlendeki siiziintii
her seferinde etil asetat (1 L) kullanilarak 3 ekstraksiyon gerceklestirildi. Daha sonra

ekstraktlara susuz sodyum siilfat ilave edilerek ortamda bulunabilecek su
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uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra yagimsi bir madde

elde edildi.

3.2.6. Metabolitlerin saflastirilmasi ve yapilarinin tayini

Her bir biyotransformasyon caligsmasi i¢in substrat ve elde edilen yagimsi: maddeyi
karsilastiracak sekilde bir ITK ¢alismasi gerceklestirildi. Yagims: madde igerisindeki
steroidleri ayirmak icin adsorban olarak silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh)
kullanilan kolon kromatografisi gerceklestirildi ve bu bilesikler hekzan igerisinde
artan etil asetat derisimleri ellient olarak kullanilarak kolondan ayrildi. Kolondan
karigim olarak elde edilen steroidler ise adsorban olarak aliiminyum oksit 90 aktif
notral (Merck 101077, aktivite seviyesi I) iceren kolon kromatografisi ile 2-3 saat
siiresince hekzan icerisinde artan etil asetat derigimleri eliient olarak kullanilarak

ayirildi.

Ayrilan bilesiklerin yapilarmin tayini i¢in baglangi¢c maddeleri ile elde edilen her bir
maddenin erime noktalar, NMR ve FTIR spektrumlar1 karsilastirilarak

gerceklestirildi.

Her biyotransformasyon ¢alismasi bir kontrol erleni ile takip edildi. Her bir kontrol
erleni i¢in sadece inokiile edilmemis steril besiyeri ve substratlardan biri kullanildi.
Asil biyotransformasyon c¢aligmalarindaki biitlin islemler her bir kontrol erleni i¢in
aynen uygulandi. Bu erlenlerden ITK alindiginda herhangi bir metabolit
gozlenmedigi icin asil biyotransformasyon deneylerinden elde edilen metabolitlerin
gercek biyotransformasyon firiinleri oldugu anlasildi. Ayrica inkiibasyon siiresince
tiim erlenlerdeki kiif gelisimleri ve besiyeri goriiniimlerinde degisimler olup olmadig1

takip edildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Progesteron (2), pregnenolon (3) testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15)
steroidlerinin A. sydowii MRC 200653, 4. candidus MRC 200634 ve A. japonicus
MRC U-3048 kiifleri ile biyotransformasyonundan elde edilen bilesiklerin yapilarini
belirlemek i¢in hem substratlarn hem de elde edilen bilesiklerin erime noktalari, 'H
NMR, "C NMR ve IR spektrumlar1 karsilastirildi.  Biyotransformasyonlari
gerceklestirilen substratlara ait androstan (a) ve pregnan (b) karbon iskeletlerinin

numaralandirilmasi Sekil 4.1.”de ki gibidir.

18
19 @ 19 @
10° 8 109 8
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(a) (b)

Sekil 4.1. Androstan (a) ve pregnan (b) karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi [23].

21

4.1. A. sydowii ile Substratlarin Biyotransformasyonlari

4.1.1. A. sydowii ile progesteron (2) biyotransformasyonu

Progesteron (2) (1 g) bilesiginin 4. sydowii MRC 200653 ile 32 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonundan elde edilen yagimsi1 maddenin (2157 mg) iizerinde gergeklestirilen
kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla degismeyen baslangic maddesi (145

mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.2.);
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Sekil 4.2. A. sydowii MRC 200653 ile progesteron (2) biyotransformasyonu

15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) (315 mg, %30)

%60’k ¢Ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde aseton-hegzandan igne seklinde
kristallendirildi. Erime noktasi: 200-201 °C, (lit. [80] erime noktast: 195-199 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3473, 1705, 1662 ve 1613

"H NMR (300 MHz, CDCl;): 0,93 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 2,14 (3H, s, 21-
H), 2,50 (1H, t,J=9 Hz, 170 H), 4,32 (1H, m, 150-H), 5,73 (1H, s, 4-H)

3C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.1.).

11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) (368 mg, %35)

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

Erime noktasi: 161-162 °C, (lit. [81] erime noktasi: 165-166 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3280, 1660 ve 1617.

'H NMR (300 MHz, CDCL): 0,68 (3H, s, 18-H); 1,33 (3H, s, 19-H); 2,13 (3H, s, 21-
H); 2,58 (1H, t, J = 9 Hz, 170-H); 4,03 (IH, dt, J = 5 ve 10 Hz, 11B-
H); 5,72 (1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.1.).
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11a,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) (66 mg, %6)

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

Erime noktasi: 179-180 °C, (lit. [82] erime noktas1: 182-183 °C).

IR (Vmax/cm’™ ): 3530,1730, 1675 vel610.

"H NMR (300 MHz, CDCl;): 0,96 (3H, s, 18-H); 1,33 (3H, s, 19-H); 2,14 (3H, s, 21-
H); 2,50 (1H, t, /=9 Hz, 170-H); 4,05 (1H, dt, /=5 ve 10 Hz, 11B-H); 4,31 (1H, m,
15a-H); 5,73 (1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.1.).

7B,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31) (110 mg, %10)

%70’lik c¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 232-233 °C, (lit. [83] erime noktasi: 231-233 °C).

IR (Vma/em™ ): 3500, 3365, 1700, 1680 ve 1630.

"H NMR (300 MHz, CDCl;): 0,96 (3H, s, 18-H); 1,25 (3H, s, 19-H); 2,15 (3H, s, 21-
H); 2,44 (1H, t, J = 9 Hz, 170-H); 3,63 (1H, m, 70-H); 4,46 (1H, m, 15a-H); 5,77
(1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.1.).

6p,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) (33 mg, %3)

%80’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 245-247 °C, (lit. [81] erime noktasi: 246-250 °C).

IR (Vma/cm™): 3440, 3375, 1722, 1700 ve 1660.

"H NMR (300 MHz, CsDsN): 0,75 (3H, s, 18-H); 1,80 (3H, s, 19-H); 2,05 (3H, s, 21-
H); 2,80 (1H, t, J =9 Hz, 170-H); 4,34 (1H, dt, J = 5 ve 10 Hz, 11B-H); 4,55 (1H, t,
J =3 Hz, 60-H); 6,05 (1H, bs, 4-H).

C NMR (75 MHz, CsDsN): (Tablo 5.1.).
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4.1.2. A. sydowii ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu

Pregnenolon (3) (1 g) bilesiginin 4. sydowii MRC 200653 ile 32 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonundan elde edilen yagimsi maddenin (2100 mg) iizerinde gergeklestirilen
kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla degismeyen baslangic maddesi (216

mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.3.);
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Sekil 4.3. A. sydowii MRC 200653 ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu

15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) (272 mg, %26)
%60’lik ¢cozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bu bilesigin yapi tayini
"H ve >C NMR spektrumlarinin daha énce izole edilmis metabolitin 'H ve '*C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla gerceklestirildi.

11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) (334 mg, %32)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla aydinlatildi.
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110,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) (33 mg, %3)
%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarmin daha énce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla gerceklestirildi.

7B,15pB-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31) (77 mg, %7)
%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla gerceklestirildi.

6pB,11a-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) (22 mg, %?2)
%80’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarmmn daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla aydinlatildi.
4.1.3. A. sydowii ile testosteron (4) biyotransformasyonu

Testosteron (4) (1 g) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile 32 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonundan elde edilen yagimsi1 maddenin (2043 mg) iizerinde gergeklestirilen
kolon kromatografisi ¢aligmasindan sirasiyla degismeyen baslangic maddesi (214

mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.4.);
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Sekil 4.4. A. sydowii MRC 200653 ile testosteron (4) biyotransformasyonu
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6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) (507 mg, %48)

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

Erime noktasi: 217-218 °C, (lit. [84] erime noktasi: 215-220 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3497, 1660 ve 1622.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,83 (3H, s, 18-H); 1,37 (3H, s, 19-H); 3,64 (1H, t,
J =38,5 Hz, 17a-H); 4,35 (1-H, bs, 60-H); 5,81 (1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.2.).

14a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (55) (64 mg, %6)

%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 180-181 °C, (lit. [84] erime noktasi: 181-185 °C).

IR (Vma/cm™ ): 3445, 1658 ve 1643.

'"H NMR (300 MHz, CDCL3): 0,91 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 4,31 (1H, t,
J =28,5Hz, 170-H); 5,72 (1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.2.).

15a,17B- Dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) (106 mg, %10)

Etil asetat ile eliisyon neticesinde asetondan igneler seklinde kristallendirildi.

Erime noktasi: 98-99 °C, (lit. [85] erime noktasi: 93-94 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3394, 2927, 1665 ve 1645.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,84 (3H, s, 18-H); 1,22 (3H, s, 19-H); 3,92 (1H, t,
J=28,5Hz, 170-H); 4,13 (1H, dt, /=4 ve 10 Hz, 158-H); 5,75 (1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.2.).

4.1.4. A. sydowii ile DHEA (9) biyotransformasyonu

DHEA (9) (1 g) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile 32 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonundan elde edilen yagimsi1 maddenin (2100 mg) iizerinde gergeklestirilen
kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla degismeyen baglangic maddesi (415

mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.5.);
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Sekil 4.5. A. sydowii MRC 200653 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu

6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (66) (422 mg, %40)

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

Erime noktasi: 190-191 °C, (lit. [84] erime noktasi: 190-193 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3420,1735 ve 1665.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,92 (3H, s, 18-H); 1,39 (3H, s, 19-H); 4,37 (1H, t,
J =3 Hz, 60-H); 5,81 (1H, bs, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.3.).

3B,7B-dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (57) (54 mg, %5)

%380’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetat-petrol eterinden igneler
seklinde kristallendirildi.

Erime noktasi: 205-206 °C, (lit. [86] erime noktasi: 207 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3242,1737 ve 1660.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,92 (3H, s, 18-H); 1,06 (3H, s, 19-H); 3,54 (1H, tt,
J =5ve 10 Hz, 30-H); 3,94 (1H, dt, J = 8 ve 4 Hz, 70-H); 5,30 (1H, bs, 6H).

3C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.3.).

3B,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (58) (32 mg, %3)
%90’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetat-petrol eterinden igneler

seklinde kristallendirildi.
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Erime noktasi: 178-179 °C, (lit. [86] erime noktasi: 177 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3417, 1740 ve 1658.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,88 (3H, s, 18-H); 1,01 (3H, s, 19-H); 3,56 (1H, tt,
J=5ve 10 Hz, 30-H); 3,96 (1H, bs, 7p-H); 5,63 (1H, d, J = 5 hz, 6-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.3.).

4.1.5. A. sydowii ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonu

Epiandrosteron (15) (1 g) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile 32 °C’de 5 giin
siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi maddenin (2847 mg) {lizerinde

gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢calismasindan degismeyen baslangic maddesi

(155 mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.6.);
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Sekil 4.6. A. sydowii MRC 200653 ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonu
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Sa-Androst-1-en-3,17-dion (67) (20 mg, %?2)

%20’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 141-142 °C, (lit. [87] erime noktas1: 139,5-140,5 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 1740 ve 1671.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,93 (3H, s, 18-H); 1,04 (3H, s, 19-H); 5,86 (1H, d,
J =10 Hz, 2-H); 7,15 (1H, d, /= 10,0 Hz, 1-H)

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).

Androsta-1,4-dien-3,17-dion (17) (49 mg, %5)

%30’luk ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde aseton-n-hegzandan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 143-144 °C, (lit. [88] erime noktasi: 141-142 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 2920, 2860, 1738 ve 1660.

"H NMR (300 MHz, CDCL): 0,94 (3H, s, 18-H); 1,24 (3H, s, 19-H); 6,10 (1H, s,
4-H); 6,24 (1H, d, J =10 Hz, 2-H); 7,10 (1H, d, /= 10 Hz, 1-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).

Testosteron (4) (20 mg, %2)
%4011k ¢zgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarmin otantik bir numuneye ait 'H ve ?C NMR spektrumlari

ile karsilastirilmasiyla anlasildi.

17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (20) (31 mg, %?3)

%40’k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan i8neler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 172-173 °C, (lit. [89] erime noktasi: 169-170 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3520,1660,1620 ve 1600.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,82 (3H, s, 18-H); 1,24 (3H, s, 19-H); 3,64 (1H, t,
J = 8,5 Hz, 170-H); 6,08 (1H, s, 4-H); 6,21 (1H, dd, J = 1,8 ve 10 Hz, 2-H); 7,05
(1H, d, J = 10 Hz, 1-H).

3C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).
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6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (66) (333 mg, %32)
%50’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha énce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

6f3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) (21 mg, %?2)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

3B,11a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (63) (22 mg, %2)

%60’k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan yassi ¢ubuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 105-106 °C, (lit. [90] erime noktasi: 103-106 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3473 ve 1740.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,92 (3H, s, 18-H); 1,01 (3H, s, 19-H); 3,57 (1H, tt,
J =5ve 11 Hz, 30-H); 3,96 (1H, dt, /=5 ve 10 Hz, 11B-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).

la,3B-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (68) (53 mg, %5)

%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 204-205 °C, (lit. [91] erime noktasi: 200-201 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3495, 3430 ve 1730.

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 0,86 (3H, s, 18-H); 0,83 (3H, s, 19-H); 3,83 (1H, bs,
1B-H); 4,03 (1H, tt, J=5 ve 11 Hz, 3a-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).

3B,7B-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (69) (32 mg, %3)

%380’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan kiipler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 238-239 °C, (lit. [92] erime noktasi: 240-244 °C).
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IR (Vma/cm™ ): 3425 ve 1740.

"H NMR (300 MHz, CDCL): 0,86 (3H, s, 18-H); 0,89 (3H, s, 19-H); 3,45 (1H, m,
7a-H); 3,60 (1H, tt, J=5 ve 11 Hz, 30-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).

3B,7a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (70) (21 mg, %?2)

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

Erime noktasi: 197-198 °C, (lit. [90] erime noktasi: 194 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3600, 3420 ve 1740.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,84 (3H, s, 18-H); 0,87 (3H, s, 19-H); 3,58 (1H, tt,
J=5ve 11 Hz, 3a-H); 3,95 (1H, bs, 78-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.4.).

4.2. A. candidus ile Substratlarin Biyotransformasyonlar

4.2.1. A. candidus ile progesteron (2) biyotransformasyonu

Progesteron (2) (1 g) bilesiginin A. candidus MRC 200634 kiifu ile 28 °C’de 5 giin
siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi maddenin (2137 mg) {izerinde

gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla de§igsmeyen baslangic

maddesi (100 mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.7.);
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Sekil 4.7. A. candidus MRC 200634 ile progesteron (2) biyotransformasyonu
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14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (42) (64 mg, %6)

%350’lik c¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 202-203 °C, (lit. [93] erime noktasi: 204-206 °C).

IR (vmax/cm™ ): 3480, 2930, 1695 ve 1650

"H NMR (300 MHz, CDCl;): 0,79 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 2,15 (3H, s, 21-
H); 3,22 (1H, t, J= 8,5 Hz, 17a-H); 5,74 (1H, s, 4-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.1.).

15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) (251 mg, %24)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) (318 mg, %30)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha 6nce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

110,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) (87 mg, %38)
%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.
4.2.2. A. candidus ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu

Pregnenolon (3) (1 g) bilesiginin A. candidus MRC 200634 kiifii ile 28 °C’de 5 giin
siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi maddenin (2177 mg) {lzerinde
gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla de§igsmeyen baslangic

maddesi (136 mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.8.);
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Sekil 4.8. A. candidus MRC 200634 ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu

140-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (42) (42 mg, %4)
%50’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha 6nce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) (178 mg, %17)
%60’lik ¢cozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bu bilesigin yapi tayini
"H ve >C NMR spektrumlarinin daha énce izole edilmis metabolitin 'H ve '*C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) (260 mg, %?25)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlariin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

110,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) (54 mg, %5)
%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.
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4.2.3. A. candidus ile testosteron (4) bilesiginin ilk biyotransformasyonu

10 mL DMF i¢inde ¢Oziinmiis testosteron (4) (1 g) bilesiginin A. candidus MRC
200634 ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagims1 maddenin
(2111 mg) tizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi calismasindan degismeyen

baslangi¢c maddesi (981 mg) elde edildi (Sekil 4.9.).

4.2.4. A. candidus ile testosteron (4) bilesiginin ikinci biyotransformasyonu

10 mL DMF i¢inde ¢6ziinmiis testosteron (1 g) bilesiginin 4. candidus MRC 200634
ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagims1 maddenin (2200 mg)
iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan degismeyen baslangic

maddesi (974 mg) elde edildi (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. A. candidus MRC 200634 ile testosteron (4) bilesiginin ilk iki biyotransformasyonu

4.2.5. A. candidus ile testosteron (4) bilesiginin ii¢ciincii biyotransformasyonu

10 mL etanol i¢inde ¢oziinmiis testosteron (4) (1 g) bilesiginin 4. candidus MRC
200634 ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi1 maddenin
(2241 mg) tizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla
degismeyen baslangic maddesi (227 mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil
4.10.);

6f3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) (32 mg, %3)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.
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Sekil 4.10. A. candidus MRC 200634 ile testosteron (4) bilesiginin 3. biyotransformasyonu

14a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (55) (53 mg, %5)
%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

15pB,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (54) (44 mg, %4)

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

Erime noktasi: 201-202 °C, (lit. [68] erime noktasi: 201-205 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3425, 2950 ve 1650.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 1,03 (3H, s, 18-H); 1,23 (3H, s, 19-H); 3,53 (1H, t,
J=28,5Hz, 170-H); 4,20 (1H, ddd, J=7.8, 5,7, 2,5 Hz, 150-H); 5,74 (1H, s, 4-H).
C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.2.).

11a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (46) (106 mg, %10)

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

Erime noktasi: 171-172 °C, (lit. [68] erime noktas1: 168-172 °C).

IR (Vma/cm™ ): 3400 ve 1660.
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'"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,82 (3H, s, 18-H); 1,35 (3H, s, 19-H); 3,70 (1H, t,
J=8,5Hz, 170-H); 4,00 (1H, td, J = 10,5, 5,0 Hz, 11p-H); 5,73 (1H, s, 4-H).
C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.2.).

15a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) (128 mg, %12)

Etil asetat ile eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H ve *C NMR

spektrumlarinin daha 6nce izole edilmis metabolitin 'H ve '>C NMR spektrumlarmin

karsilastirilmasiyla anlagildi.

4.2.6. A. candidus ile DHEA (9) biyotransformasyonu

DHEA (9) (1 g) bilesiginin 4. candidus MRC 200634 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren

inkiibasyonundan elde edilen yagims: maddenin (1892 mg) lizerinde gerceklestirilen

kolon kromatografisi ¢alismasindan sirasiyla degismeyen baslangic maddesi (687

mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi (Sekil 4.11.);
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Sekil 4.11. A. candidus MRC 200634 ile DHEA (9) biyotransformasyonu



70

3B,17B-Dihidroksiandrost-5-en (56) (30 mg, %3)

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

Erime noktasi: 175-177 °C, (lit. [85] erime noktas1: 188-189 °C).

IR (Vpay/cm™ ): 3472 ve 1660

'H NMR (300 MHz, CDCL): 0,76 (3H, s, 18-H); 1,03 (3H, s, 19-H); 3,55 (1H, m,
3a-H); 3,65 (1H, t, J= 8,5 Hz, 17a-H); 5,34 (1H, d, /=5 Hz, 6-H).

3C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.3.).

6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) (20 mg, %?2)
%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarmin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

3B,11a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (71) (73 mg, %7)

%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetat-petrol eterinden igneler
seklinde kristallendirildi.

Erime noktasi: 205-206 °C, (lit. [86] erime noktasi: 210 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3450, 1740 ve 1650.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,87 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); 3,54 (1H, tt,
J=15ve 10 Hz, 3a0-H); 4,08 (1H, dt, J=5 ve 10 Hz, 11B-H); 5,42 (1H, d, J =5 Hz,
6-H).

3C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.3.).

3B,7B-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (57) (21 mg, %2)
%80’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarmin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.
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3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (58) (62 mg, %6)
Etil asetat ile eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H ve *C NMR
spektrumlarmnin daha énce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR spektrumlarmin

karsilastirilmasiyla anlagildi.

15a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) (23 mg, %?2)
Etil asetat ile eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H ve *C NMR
spektrumlarinin daha 6nce izole edilmis metabolitin 'H ve '>C NMR spektrumlarmin

karsilagtirilmasiyla anlasildi.

4.2.7. A. candidus ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonu

Epiandrosteron (15) (1 g) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile 28 °C’de 5 giin
siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi maddenin (2023 mg) {izerinde
gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢calismasindan sirasiyla de§igsmeyen baslangic

maddesi (90 mg) ve asagidaki metabolitler elde edildi ( Sekil 4.12) ;

11a-Hidroksi-Sa-androstan-3,17-dion (62) (31 mg, %?3)

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

Erime noktasi: 195-196 °C, (lit. [94] erime noktasi: 191-193 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3420, 1734 ve 1720.

'H NMR (300 MHz, CDCL): 0,90 (3H, s, 18-H); 1,15 (3H, s, 19-H); 4,03 (1H, dt,
J=5ve 10 Hz, 11B-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).

14a-Hidroksi-5Sa-androstan-3,17-dion (72) (42 mg, %4)

%40°lik c¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 226-227 °C, (lit. [95] erime noktasi: 222-224 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3410, 1730 ve 1710.

'H NMR (300 MHz, CDCl): 1,01 (3H, s, 18-H); 1,04 (3H, s, 19-H).
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C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).

la,30-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (73) (21 mg, %2)

%350’1lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 194-195 °C.

IR (Vma/cm™ ): 3245 ve 1730.

Elementel analiz: C]9H3OO3 (306,43) i¢in %74,47 C, %9,87 H hesapland1 ve %74,56

C, %9,98 H gozlendi.
'H NMR (300 MHz, CDCl;): 0,85 (3H, s, 18-H); 0,77 (3H, s, 19-H); 3,73 (1H, bs,
1B-H); 4,13 (1H, bs, 3p-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).

3a,15B-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (74) (128 mg, %12)

%60’k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 212-213 °C, (lit. [96] erime noktasi: 214-219 °C).

IR (Vma/cm™ ): 3420 ve 1735,

'H NMR (300 MHz, CDCLy): 1,14 (3H, s, 18-H); 0,81 (3H, s, 19-H); 4,02 (1H, bs,
3B-H); 4,52 (1H, ddd, J=5,6, 4,4 ve 1,4 Hz, 15a-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).

3B,14a-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (75) (32 mg, %3)

%60’k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 217-218 °C, (lit. [97] erime noktasi: 218-220 °C).

IR (Vma/cm™ ): 3340 ve 1745,

'H NMR (300 MHz, CDCl): 0,98 (3H, s, 18-H); 0,84 (3H, s, 19-H); 3,59 (1H, tt,
J=5ve 11 Hz, 3a-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).
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Sekil 4.12. A. candidus MRC 200634 ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonu

15pB,17B-dihidroksi-5a-androstan-3-on (76) (20 mg, %?2)

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

Erime noktasi: 240-241 °C.

IR (Vma/cm™ ): 3380 ve 1710.
Elementel analiz: C]9H3OO3 (306,43) i¢in %74,47 C, %9,87 H hesapland1 ve %74,58

C, %9,80 H gozlendi.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 1,03 (3H, s, 18-H); 1,06 (3H, s, 19-H); 3,57 (1H, t,
J=8,7Hz, 170-H); 4,20 (1H, ddd, J=17,7, 5,5 ve 2,4 Hz, 15a-H)

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).
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3B,11a-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (63) (158 mg, %15)
%70’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha énce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlasildi.

la,3B-Dihidroksi-5Sa-androstan-17-on (68) (149 mg, %14)
%80’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarinin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

3B,7a-Dihidroksi-5Sa-androstan-17-on (70) (21 mg, %?2)
%80’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi. Bilesigin yapi tayini 'H
ve °C NMR spektrumlarmin daha dnce izole edilmis metabolitin 'H ve *C NMR

spektrumlarmin karsilastirilmasiyla anlagildi.

110,17 -Dihidroksi-Sa-androstan-3-on (77) (22 mg, %?2)

%380’lik ¢bzgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden i8neler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 185-186 °C, (lit. [98] erime noktasi: 181-183 °C).

IR (Vmax/cm™ ): 3415 ve 1717.

'"H NMR (300 MHz, CDCls): 0,76 (3H, s, 18-H); 1,13 (3H, s, 19-H); 3,73 (1H, t,
J=28,5Hz, 17a-H); 4,00 (1H, dt, /=5 ve 10 Hz, 11B-H).

C NMR (75 MHz, CDCL): (Tablo 5.5.).

4.3. A. japonicus ile Substratlarin Biyotransformasyonlar

4.3.1. A. japonicus ile progesteron (2) bilesiginin 1. biyotransformasyonu

DMF (10 mL) igerisinde ¢dziilen progesteron (2) (1 g) bilesiginin 4. japonicus MRC
U-3048 kiifu ile 28 °C’de 5 giin inkiibasyonundan elde edilen yagimsi maddenin

(1854 mg) tlizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi calismasindan sadece bir

bilesik (980 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve >C NMR spektrumlari ile
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otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar1 karsilastirildiginda bilesigin
degismeyen baslangi¢c maddesi oldugu belirlendi (Sekil 4.13).

4.3.2. A. japonicus ile progesteron (2) bilesiginin 2. biyotransformasyonu

Etanol (10 mL) icerisinde ¢Oziilen progesteron (2) (1 g) bilesiginin A. japonicus
MRC U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1920 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasimndan
sadece bir bilesik (986 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar:
karsilastirildiginda bilesigin tepkime vermeyen baslangic maddesi oldugu tespit

edildi (Sekil 4.13).

4.3.3. A. japonicus ile pregnenolon (3) bilesiginin 1. biyotransformasyonu

DMF (10 mL) icerisinde ¢oziilen pregnenolon (3) (1 g) bilesiginin A. japonicus MRC
U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1863 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan
sadece bir bilesik (980 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar
karsilastirildiginda bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu belirlendi (Sekil
4.13).

4.3.4. A. japonicus ile pregnenolon (3) bilesiginin 2. biyotransformasyonu

Etanol (10 mL) igerisinde ¢oziilen pregnenolon (3) (1 g) bilesiginin A. japonicus
MRC U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1789 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan
sadece bir bilesik (990 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait '"H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar
karsilastirildiginda bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu anlasildi (Sekil
4.13).
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4.3.5. A. japonicus ile testosteron (4) bilesiginin 1. biyotransformasyonu

DMEF (10 mL) icerisinde ¢Oziilen testosteron (4) (1 g) bilesiginin 4. japonicus MRC
U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1784 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan
sadece bir bilesik (975 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait '"H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar
karsilastirildiginda bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu tespit edildi
(Sekil 4.13).

4.3.6. A. japonicus ile testosteron (4) bilesiginin 2. biyotransformasyonu

Etanol (10 mL) igerisinde ¢dziilen testosteron (4) (1 g) bilesiginin 4. japonicus MRC
U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1833 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan
sadece bir bilesik (980 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar
karsilastirildiginda bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu belirlendi (Sekil
4.13).

4.3.7. A. japonicus ile DHEA (9) bilesiginin 1. biyotransformasyonu

DMF (10 mL) igerisinde ¢oziilen DHEA (9) (1 g) bilesiginin A. japonicus MRC U-
3048 kiifli ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagims: maddenin
(1769 mg) tlizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi calismasindan sadece bir
bilesik (977 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve >C NMR spektrumlari ile
otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar1 karsilastirildiginda bilesigin
degismeyen baslangi¢c maddesi oldugu anlasildi (Sekil 4.13).
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4.3.8. A. japonicus ile DHEA (9) bilesiginin 2. biyotransformasyonu

Etanol (10 mL) igerisinde ¢oziilen DHEA (9) (1 g) bilesiginin 4. japonicus MRC U-
3048 kiifli ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi1 maddenin
(1800 mg) tizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi calismasindan sadece bir
bilesik (983 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve >C NMR spektrumlari ile
otantik bir numunenin 'H ve “C NMR spektrumlar1 karsilastrildiginda bilesigin
degismeyen baslangi¢c maddesi oldugu belirlendi (Sekil 4.13).

4.3.9. A. japonicus ile epiandrosteron (15) bilesiginin 1. biyotransformasyonu

DMF (10 mL) igerisinde ¢oziilen epiandrosteron (15) (1 g) bilesiginin A. japonicus
MRC U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1846 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan
sadece bir bilesik (983 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar
karsilastirildiginda bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu tespit edildi
(Sekil 4.13).

4.3.10. A. japonicus ile epiandrosteron (15) bilesiginin 2. biyotransformasyonu

Etanol (10 mL) icerisinde ¢oziilen epiandrosteron (15) (1 g) bilesiginin 4. japonicus
MRC U-3048 kiifii ile 28 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonundan elde edilen yagimsi
maddenin (1921 mg) iizerinde gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan
sadece bir bilesik (980 mg) elde edildi. Elde edilen bilesige ait 'H ve C NMR
spektrumlar1 ile otantik bir numunenin 'H ve C NMR spektrumlar
karsilastirildiginda bilesigin degismeyen baslangic maddesi oldugu belirlendi (Sekil
4.13).
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BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada progesteron (2), pregnenolon (3), testosteron (4), DHEA (9) ve
epiandrosteron (15) steroidlerinin A. sydowii MRC 200653, A. candidus MRC
200634 ve A. japonicus MRC U-3048 Kkiifleri ile biyotransformasyon caligmalar1
gerceklestirildi ve elde edilen metabolitlerin yapilari metabolitlerle substratlarm 'H
NMR ve °C NMR spektrumlari karsilastirilarak aydimlatildi.

Progesteron (2) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile bes giin siiren inkiibasyonu
5 metabolit verdi (Sekil 5.1.). Ilk metabolit 15p-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30)
olarak belirlendi. Metabolit i 4.32 ppm (1H, m) ve d¢ 70.05 ppm’lerde bir 1583-
hidroksil grubunun varligin1 gosteren karakteristik rezonanslar verdi [99]. Buna
ilaveten metabolitin 'H NMR spektrumu 18-metil rezonansi bir 15p-hidroksil
grubunun varlhigini gosterecek sekilde asagi alana dogru bir kayma (A 0.27 ppm)
gdsterdi. Metabolitin >C NMR spektrumu C-14 rezonansi i¢in asagi alana dogru bir
kayma (Adc 4,42 ppm) gosterirken, C-8 rezonansi i¢in ise yukari alana dogru bir
y-gauche kaymasi (Adc 3,94 ppm) gostermesi bir 15B-hidroksil grubunun varligini
daha da kuvvetlendirdi (Tablo 5.1.)

Ikinci metabolit 110a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) olarak tanimlandi. Metabolit
on 4.03 ppm (1H, dt, J =5 ve 10 Hz) ve 6¢ 68.69 ppm’lerde bir 11a-hidroksil grubu
icin tipik olan yeni rezonanslar verdi [90]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-9
rezonansi i¢in asagi alana dogru bir kayma (Adc 5,40 ppm) gosterirken, C-8
rezonansi i¢in ise yukari alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 0,45 ppm)

gostermesi bir 11a-hidroksil grubu varligini daha da belirginlestirdi.
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Sekil 5.1. A. sydowii MRC 200653 ile progesteron (2) biyotransformasyonu

Ugiincii metabolit 11a,15p-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) olarak belirlendi.
Metabolit oy 4.05 ppm (1H, dt, J =5 ve 10 Hz) ve 6c¢ 67.70 ppm’lerde bir 11a-
hidroksil grubu varhgin1 gosteren yeni rezonanslar verdi [90]. Metabolitin °C NMR
spektrumu C-9 rezonansi i¢in asagi alana dogru bir kayma (Adc 5,42 ppm)
gosterirken, C-8 rezonansi icin ise yukari alana dogru bir y-gauche kaymasi
(Ad¢ 3,87 ppm) gostermesi bir 1la-hidroksil grubu varligin1 daha da dogruladi.
Metabolit '"H NMR spektrumu bir 15p-hidroksil grubunun varligmi gosterecek
sekilde oy 4.31 ppm’de yeni bir rezonans (1H, m) verirken 18-metil rezonans1 i¢in
asagl alana dogru bir kayma (Ady 0,30 ppm) gosterdi. Metabolitin *C NMR
spektrumu C-14 ve C-16 rezonanslar1 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-14 i¢in Adc
3,04 ppm ve C-16 icin Adc 14,91 ppm) gosterirken C-8 rezonansi i¢in ise yukari
alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 3,87 ppm) gosterdi. Bu kimyasal kayma
degerleri bir 15B-hidroksil grubunu varligini daha da dogruladi.

Dordiincii metabolit 7f,15B-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31) olarak tanimlandi.
Metabolit oy 3,63 ppm (1H, m) ve o¢c 71,27 ppm’lerde bir 7B-hidroksil grubunun
varligimi gosteren karakteristik rezonanslar verdi [99]. Metabolitin *C NMR
spektrumu C-6 rezonansi i¢in asagi alana dogru bir kayma (Adc 9,88 ppm)

gosterirken, C-5 rezonansi i¢in ise yukari alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc
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3,25 ppm) gostermesi bir 7B-hidroksil grubunun varli§im1 daha da netlestirdi.
Metabolit dy 4,46 ppm (1H, m) ve o6c 73,69 ppm’lerde bir 15B-hidroksil grubu i¢in
karakteristik olan diger yeni rezonanslar da verdi [99]. Metabolitin *C NMR
spektrumunun C-14 ve C-16 rezonanslar1 i¢in agag1 alana dogru kaymalar (C-14 i¢in
Adc 4,32 ppm ve C-16 i¢in Adc 11,07 ppm) gdstermesi bir 15B-hidroksil grubunu

varligin1 daha da dogrulada.

Tablo 5.1. Progesteron (2), pregnenolon (3) ve metabolitlerinin CDCl; veya CsDsN*’deki BC NMR sinyalleri

C
atomu

2 2% 3 16 22% 28 30 31 42

35,46 36,24 37,22 37,34 40,08 37,48 35,57 35,49 35,68

33,72 34,74 31,54 34,07 35,36 34,17 34,03 33,81 33,90

199,18 198,69 71,67 200,45 200,70 199,53 199,55 199,59 199,50

123,66 124,54 42,20 124,38 126,74 124,39 123,76 124,63 123,94

170,80 170,72 140,72 171,37 170,28 171,30 171,09 167,55 170,40

32,55 33,08 121,38 33,52 73,00 33,02 32,60 42,43 32,51

31,65 32,45 31,73 31,42 39,10 31,34 30,97 71,27 27,04

35,28 35,80 31,81 34,83 29,27 31,41 31,34 38,51 38,19

53,38 54,07 49,93 58,78 59,91 58,80 53,84 50,73 46,24

38,34 39,02 36,48 39,86 40,29 39,50 38,62 37,91 38,56

20,78 21,54 21,05 68,69 68,70 67,70 20,80 20,79 21,25

38,40 39,02 38,80 50,21 50,99 50,75 39,99 39,49 33,31

43,68 44,24 43,98 44,06 44,69 44,05 43,54 43,76 47,88

55,76 56,31 56,88 55,21 56,00 58,80 60,18 60,08 85,12

24,13 24,84 22,777 24,14 24,81 68,72 70,05 73,69 30,85

22,57 23,47 24,46 22,82 23,46 37,48 35,96 33,64 20,04

63,23 63,81 63,68 63,02 63,70 63,23 63,58 63,22 59,37

13,11 13,78 13,21 14,40 14,91 17,02 15,82 15,47 17,20

et |t |t |t |t [t |t |t [ ek | et
Ol ol 9|l | N Blw|o] —| o] O[R]| | | LI —

17,13 17,46 19,36 18,19 20,80 18,48 17,15 17,19 17,20

[\
[

209,08 208,70 209,65 209,07 208,47 208,64 208,30 208,66 210,30

NS}
—_

31,29 31,73 31,54 31,31 31,41 31,41 31,55 31,39 31,47

Besinci metabolit 6f,11a-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) olarak belirlendi.
Yiiksek polaritesi yiiziinden CDCl; yerine CsDsN’de ¢oziinen metabolit oy 4,55 ppm
(1H, t, J = 3 Hz) ve d¢ 73,00 ppm’de bir 6B-hidroksil grubunun varligin1 gésteren
yeni rezonanslar verdi [81]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-7 rezonansi i¢in
asagl alana dogru bir kayma (Adc 6,65 ppm) gosterirken, C-8 rezonansi icin ise
yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 6,53 ppm) gostermesi bir 63-hidroksil
grubunun varligini ortaya koydu. Metabolit 6c 68,70 ppm’de bir 11a-hidroksil
grubuna varligim gdsteren tipik bir rezonans verdi [81]. Metabolitin *C NMR

spektrumu C-9 rezonansi i¢in asagi alana dogru bir kayma (Adc 5,84 ppm)
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gosterirken, C-8 rezonansi i¢in ise yukari alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc

6,53 ppm) gostermesi bir 11a-hidroksil grubunun varligini daha da belirginlestirdi.

Pregnenolon (3) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile bes giin siiren inkiibasyonu
daha Once progesteron (2) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile verdigi 5 ayni
metaboliti verdi (Sekil 5.2.). Bu metabolitlerin yap1 tayinleri '"H ve “C NMR
spektrumlart ile ayni kiifle progesteron (2) inkiibasyonunundan elde edilen

metabolitlere ait "H ve >C NMR spektrumlarinin karsilastiriimas ile gerceklestirildi.

o) 0) O
;I€ ;IS Ho}lg
—
OH
HO o) (o)
3)

(30) 16)
0 0 0
HO/,‘ HO,C
i :'[ ] OH i j % OH i j ]
O O OH O
OH
(28) (31 (22)

Sekil 5.2. A. sydowii MRC 200653 ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu

Testosteron (4) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile bes giin siiren inkiibasyonu {i¢
metabolit verdi (Sekil 5.3.). ilk metabolit 6pB,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (45)
olarak belirlendi. Metabolit oy 4,35 ppm (1H, bs) ve d¢ 72,57 ppm’lerde bir
6B-hidroksil grubu varlig1 i¢in karakteristik olan yeni rezonanslar verdi [100, 101].
Metabolitin '"H NMR spektrumunun substratin 8y 5.71 ppm’deki 4-H rezonansi
(1H, s) i¢cin asag1 alana dogru bir kayma (Ady 0.10 ppm) gostermesi 6f-hidroksil
grubu varligini daha da destekledi. Metabolitin >C NMR spektrumu C-7 rezonansi
icin asag1 alana dogru bir kayma (Adc 5,77 ppm) gosterirken, C-8 rezonansi igin ise
yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 5,53 ppm) gostermesi bir 63-hidroksil
grubunun varligini netlestirdi (Tablo 5.2.).
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Ikinci metabolit 14a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (55) olarak tanimlandi.
Metabolit "H NMR spektrumu herhangi yeni bir rezonans vermezken metabolit '*C
NMR spektrumu 6¢ 83,30 ppm’de tersiyer bir hidroksil grubunun varligini gésteren
yeni bir C atomu resonansi verdi. Metabolite ait 17a-H resonansinin asagi alana
dogru kayma (Ady 0.70 ppm) gdstermesi yeni bir 14a-hidroksil grubu ile diaksiyal
olarak etkilestigini diisiindiirdii [84]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-8 ve C-15
rezonanslar1 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-8 i¢in Adc 3,66 ppm ve C-15 i¢in
Adc 3,15 ppm) verirken C-9 ve C-16 rezonanslari i¢in ise yukari alana dogru
y-gauche kaymalar1 (C-9 i¢in Adc 6,78 ppm ve C-16 i¢in Adc 0,12 ppm) verdi. Bu

kimyasal kaymalar yeni bir 140-hidroksil grubunun varligini teyit etti.

Tablo 5.2. Testosteron (4) ve bazi metabolitlerinin CDCly’teki *C NMR sinyalleri

C
atomu

4 45 46 54 55 65

35,18 36,28 3735 3571 35,67 3584
3346 34,08 34,11 3391 33,88 34,05
199,57 200,80 200,58 199,70 199,72 200,11
12324 126,01 12437 123,88 12381 123,82
171,66 168,90 171,38 171,23 170,87 171,81
3242 72,57 33,56 32,65 32,50 32,96
31,13 36,90 31,38 30,99 28,51 32,31
35,18 29,65 3523 31,42 3884 3547
53,50 53,58 59,08 5422 46,72 54,04
3825 37,96 39,95 38,76 38,74 38,84
2021 20,46 68,77 20,52 19,65 20,64
36,00 37,96 43,48 3782 32,65 36,76
4236 42,77 4829 4220 4691 4441
50,02 50,32 49,69 55,11 83,30 58,46
2291 23,16 23,18 69,06 26,06 72,51
29,65 30,17 29,64 4334 2953 42,59
80,75 81,46 80,89 81,06 78,52 78,77
10,76 11,07 12,23 13,70 1486 12,77
16,96 19,37 1831 17,28 17,18 17,66

=5 2|5 =] 5] 5] 2| 3] 0|e| w|o| vl vl -

—
O

Ugiincii metabolit 15a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) olarak belirlendi.
Metabolit oy 4,13 ppm (1H, dt, J = 4 ve 10 Hz) ve d¢ 72,51 ppm’lerde yeni bir
15a-hidroksil grubu varligmi gosteren tipik rezonanslar verdi [68]. Metabolitin '*C
NMR spektrumu C-14 ve C-16 rezonanslari i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-14
icin Adc 8,84 ppm ve C-16 i¢in Adc 12,94 ppm) verirken C-17 rezonansi igin ise
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yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 1,98 ppm) vermesi yeni bir 150-

hidroksil grubunun varligini netlestirdi.

OH OH OH
> B
OH
o 0o 0o
OH
€)] 45) 89
OH
OH
0o
(65)

Sekil 5.3. 4. sydowii MRC 200653 ile testosteron (4) biyotransformasyonu

DHEA (9) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile bes giin siiren inkiibasyonu {i¢
metabolit verdi (Sekil 5.4.). Ilk metabolit 6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (66)
olarak tamimlandi. Metabolitin 'H NMR spektrumu substratin 8y; 3.46 ppm’deki 3-H
rezonansinmi (1H, tt, J =5 ve 12.0 Hz) icermezken substratin dy 5.35 ppm’deki cift
bag protonu rezonansi (1H, d, J = 5.0 Hz) i¢in asag1 alana dogru dnemli oranda bir
kayma (Ady 0.46 ppm) icerdi. Bu degisimler substratin 5-en-3p-hidroksi kisminin bir
4-en-3-keto kismma doniistigiinii gosterdi. Metabolit 'H NMR spektrumunun
19-metil grubu i¢in asagi alana dogru 6nemli kayma (Ady 0.38 ppm) gostermesi
metabolitin yeni bir 4-en-3-keto kismu igerdigini dogruladi. Metabolit 6y 4,37 ppm
(1H, t, J = 3.0 Hz) ve ¢ 72,49 ppm’lerde bir 6B-hidroksil grubu oldugunu gosteren
yeni rezonanslar verdi [100, 101]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-7 rezonansi
icin asag1 alana dogru bir kayma (Adc 5,92 ppm) verirken, C-8 rezonansi i¢in ise
yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 1,96 ppm) vermesi yeni bir
6B-hidroksil grubunun varligini teyit etti (Tablo 5.3.).



85

Ikinci metabolit 3pB,7B-dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (57) olarak belirlendi.
Metabolitin '"H NMR spektrumu 7p-hidroksil grubu varligmi gésteren karakteristik
yeni bir rezonansi (1H, dt, J= 8 ve 4 Hz) &y 3,94 ppm’de verdi [99]. Metabolitin '*C
NMR spektrumu C-6 ve C-8 rezonanslari i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-6 i¢in
Adc 4,93 ppm ve C-8 i¢in Ad¢ 8,69 ppm) gosterirken C-9 ve C-14 rezonanslar1 i¢in
ise yukari alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-9 i¢in Adc 1.93 ppm ve C-14 i¢in Adc
0.48 ppm) gdstermesi yeni bir 7B-hidroksil grubunun varligini netlestirdi. Metabolit
BC NMR spektrumunun substratim C-3 rezonansmi 8¢ 70,74 ppm’de vermesi

3B-hidroksil grubunun korundugunu gosterdi.

@) O O
—>
HO O HO OH
OH
(C) (66) &7
O
HO "'OH
(38)

Sekil 5.4. A. sydowii MRC 200653 ile DHEA (9) bilesiginin biyotransformasyonu

Ugiincii metabolit 3pB,7a-dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (58) olarak tanimlandh.
Metabolitin "H NMR spektrumu 6-H rezonansi i¢in asag1 alana dogru 6nemli bir
kayma (Ady 0.28 ppm) gosterdi ve oy 3,94 ppm’de tipik bir yeni bir rezonans (1H,
dt, J = 8 ve 4 Hz) verdi [85]. Bu degisimler 7a-hidroksil grubunun varligmni
diisiindiirdii. Metabolitin *C NMR spektrumu C-6 ve C-8 rezonanslari i¢in asag1
alana dogru kaymalar (C-6 i¢in Adc 2,53 ppm ve C-8 i¢in Adc 5,93 ppm) verirken
C-9 ve C-14 rezonanslar1 i¢in ise yukar1 alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-9 i¢in
Adc 8,41 ppm ve C-14 i¢in Adc 6,92 ppm) vermesi yeni bir 7a-hidroksil grubunun
varligin teyit etti. Substratin 3a-H rezonansmin (1H, tt, J =5 ve 10 Hz) oy 3,56

ppm’de korundugu gbzlendi.
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Tablo 5.3. DHEA (9) ve bazi metabolitlerinin CDCly’teki *C NMR sinyalleri

C atomu 9 56 57 58 66 71

37,11 3725 36,85 37,03 37,03 38,81
31,47 3147 31,37 30,909 3421 31,51
71,48 71,71 70,74 70,90 200,91 71,49
2,11 4223 41,60 234 12632 4226
140,08 140,94 143,16 146,15 168,71 141,47
120,83 121,36 125,76 123,36 72,49 120,54
31,35 31,60 72,32 64,03 3727 3121
31,41 31,03 40,10 3734 2945 30,61
50,13 50,22 48,20 41,72 53,64 56,59
36,56 36,56 36,51 37,03 38,14 38,19
20,29 20,65 20,26 19,92 20,30 68,34
30,71 36,56 31,13 30,99 3127 4248
4749 42,70 47,65 47,05 47,75 47,90
51,67 51,30 51,19 4475 50,88 50,48
21,82 2342 24,08 21,75 21,77 21,67
3580 30,47 35,89 3571 3589 35,69

ool Bl SR DS o] || v | w | —

17 221,30 81,87 221,40 221,72 221,18 219,76
18 13,48 10,94 13,44 13,16 13,85 14,16
19 19,37 19,42 18,96 18,13 19,57 18,99

Epiandrosteron (15) bilesiginin A. sydowii MRC 200653 ile bes giin siiren
inkiibasyonu on metabolit verdi (Sekil 5.5.). Ilk metabolit Sa-androst-1-en-3,17-dion
(67) olarak belirlendi. Metabolitin '"H NMR spektrumu 19-metil grubu icin asag1
alana dogru 6nemli kayma (Ady 0,21 ppm) ile birlikte 6y 5,86 ppm (1H, d, J = 10
Hz) ve oy 7,15 ppm’de (1H, d, J = 10 Hz) gozlenen karakteristik 1,2-¢ift bagi
rezonanslar1 gosterdi [87]. Metabolit °C NMR spektrumunun 8¢ 157,82 ppm ve
oc 127,63 ppm’lerdeki yeni rezonanslari 1,2-¢ift bag varligimi gosterdi. Bunlara
ilaveten metabolit '*C NMR spektrumu substratm 8¢ 71,06 ppm’deki C-3
rezonansii vermezken d¢ 200,00 ppm’de yeni bir rezonans verdi. Bu degisimler
1,2-¢ift bag ile konjuge olan yeni bir karbonil grubunun varligini gésterdi. Substratin

C-17 rezonansinin d¢ 220,57 ppm’de muhafaza edildigi gdzlendi (Tablo 5.4.).

Ikinci metabolit androsta-1,4-dien-3,17-dion (17) olarak tanimlandi. Metabolitin
"H NMR spektrumu 19-metil grubu igin asag1 alana dogru 6nemli kayma (Ady 0,41
ppm) ile birlikte oy 6.10 ppm (1H, s), éu 6.24 ppm (1H, d, J = 10.0 Hz) ve 6u 7.10
ppm’lerde (1H,d, J = 10.0 Hz) gozlenen siras1 ile karakteristik 4-H, 2-H ve 1-H

protonlarmi temsil eden rezonanslar1 verdi [102]. Bu rezonanslar 1,2- ve 4,5-¢ift
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baglarmin varhgmi gosterdi. Metabolit °C NMR spektrumu substratin 8¢ 71,06
ppm’deki C-3 rezonansmi vermezken 1,2- ve 4,5-¢ift baglar1 ile konjuge olan yeni
bir karbonil grubunun varligini gosteren bir rezonansi dc 184,85 ppm’de verdi.

Substratin C-17 rezonansinin d¢ 220,07 ppm’de korundugu tespit edildi.

0 o) 0
HO H o) B o)
H H
as) 67) 7
OH OH 0
OH
C) (20) (66)
OH o)
HO,,
O HO B
OH H
(45) (63) (68)
HO H
69) (70)

Sekil 5.5. A. sydowii MRC 200653 ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonu

Uciincii metabolit, 'H ve C NMR spektrumlarmin otantik bir numunenin 'H ve *C

NMR spektrumlari ile karsilastirlmasi sonrasinda testosteron (4) olarak belirlendi.

Doérdiicii  metabolit 17p-hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (20) olarak tanimlandi.

Metabolitin '"H NMR spektrumu 19-metil grubu icin asag1 alana dogru 6nemli kayma
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(Ady 0,41 ppm) ile birlikte dy 6,08 ppm (1H, s), éu 6,21 ppm (1H, dd, J= 1,8 ve 10
Hz) ve du 7,05 ppm’lerde (1H,d, J = 10 Hz) gozlenen ve 1,2- ve 4,5-¢ift baglarinin
varligini gdsteren tipik rezonanslar1 verdi [102]. Metabolit C NMR spektrumu
substratin 8¢ 71,06 ppm’deki C-3 rezonansini vermezken iki ¢ift bag ile konjuge olan
yeni bir karbonil grubunun varligini gosteren bir rezonansi 6¢ 184,44 ppm’de verdi.
Metabolit ?C NMR spektrumu ayrica substratn 8¢ 221,50 ppm’deki C-17
rezonansmi vermezken 17B-hidrokil grubunun varligmna isaret eden bir rezonansi

oc 81,47 ppm’de verdi.

Tablo 5.4. Epiandrosteron (15) ve 4. sydowii MRC 200653 ile verdigi baz1 metabolitlerin CDCl5’teki BC NMR
sinyalleri

C atomu 15 17 20 63 67 68 69 70
1 36,87 155,54 156,05 38,41 157,82 72,74 36,77 36,63
2 31,35 127,54 127,33 31,63 127,63 38,36 31,35 31,31
3 71,06 184,85 186,44 70,72 200,00 66,36 70,91 71,00
4 37,98 123,97 123,73 38,41 40,85 37,80 37,56 37,53
5 44,76 168,32 169,40 44,94 44,28 37,25 42,03 37,06
6
7
8

28,32 32,21 32,73 28,80 27,32 28,15 38,76 35,70
30,83 31,06 32,73 30,68 30,08 30,44 74,76 66,78
34,97 34,98 35,47 34,13 35,17 34,92 42,88 39,06

9 54,35 52,15 52,42 60,34 51,28 46,86 52,49 46,07
10 35,57 43,41 43,59 37,07 38,97 39,56 35,10 36,00
11 20,43 22,01 22,43 68,56 20,46 19,78 20,70 20,28
12 31,47 32,47 36,23 42,82 31,44 31,28 31,50 31,12
13 47,76 47,62 43,02 47,98 47,77 47,77 48,27 47,57
14 51,34 50,28 50,00 50,18 50,08 51,24 51,01 45,81
15 21,72 21,83 23,45 21,65 21,70 21,75 24,92 21,33
16 35,80 35,56 30,28 35,84 35,79 35,78 36,01 36,63
17 221,50 220,07 81,47 220,16 220,57 221,63 221,00 221,10
18 13,76 13,72 11,10 14,49 13,88 13,72 14,04 13,50
19 12,25 18,61 18,63 12,70 13,03 12,87 12,43 11,20

Besinci metabolit 'H ve "C NMR spektrumlarmm daha 6nce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve 'C NMR spektrumlar1 ile karsilastirlmasi sonrasinda

6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (66) olarak belirlendi.

Altinct metabolit, 'H ve *C NMR spektrumlarmm daha 6nce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve '’C NMR spektrumlari ile karsilastirlmas: sonrasinda 6p,17p-

dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) olarak tanimlanda.
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Yedinci metabolit 3f3,11a-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (63) olarak belirlendi.
Metabolit 6y 3,96 ppm’de (1H, dt, J = 5 ve 10 Hz) ve d¢c 68,56 ppm’de bir
11a-hidroksil grubu varhigmni gosteren yeni rezonanslar verdi [90]. Metabolitin *C
NMR spektrumu C-9 rezonansi i¢in asagi alana dogru bir kayma (Ad¢ 5,99 ppm)
verirken C-8 rezonanst i¢in ise yukar1 alana dogru y-gauche bir kayma (8¢ 0,84 ppm)
vermesi yeni bir 1la-hidroksil grubunun varligmi teyit etti. Substratn 3a-H

rezonansinin (1H, tt, /=5 ve 11 Hz) 6y 3,57 ppm’de korundugu gozlendi.

Sekizinci metabolit 1a,3B-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (68) olarak tanimlandi.
Metabolit 1a-hidroksil ve 3B-hidroksil gruplarinin varligina isaret eden karakteristik
rezonanslar1 [94] siwrast ile oy 3,83 ppm’de (1H, bs) ve oy 4,03 ppm’de (1H, tt,
J =5 ve 11 Hz) verdi. Metabolitin >C NMR spektrumu C-2 ve C-10 rezonanslar1
icin asagi alana dogru kaymalar (C-2 i¢in Ad¢ 7,01 ppm ve C-10 icin Adc 3,99 ppm)
verirken C-5 ve C-9 rezonanslar1 i¢in ise yukari alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-5
icin Adc 7,51 ppm ve C-9 i¢in Adc 7,49 ppm) vermesi la-hidroksil grubunun
varligini teyit etti. Metabolitin '"H NMR spektrumu 3a-H rezonansi (1H, tt, J =5 ve
11 Hz) i¢in la-hidroksil grubuna yakin oldugunu gosteren asagi alana dogru dnemli

bir kayma (Ady 0,44 ppm) gosterdi.

Dokuzuncu metabolit 3[3,7B3-dihidroksi-5a-androstan-17-on (69) olarak tanimlandi.
Metabolit oy 3,45 ppm’de (1H, m) ve o¢ 74,76 ppm’de 7B-hidroksil grubu varligini
gosteren karakteristik rezonanslar verdi [99]. Metabolitin BC NMR spektrumu C-6
ve C-8 rezonanslar1 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-6 i¢in Adc 10,44 ppm ve C-8
icin Adc 7,91 ppm) verirken C-5 ve C-9 rezonanslar: i¢in ise yukari alana dogru
y-gauche kaymalar1 (C-5 i¢in Ad¢ 2,73 ppm ve C-9 icin Adc 1,86 ppm) vermesi bir
7B-hidroksil grubunun varhigmi daha da netlestirdi. Metabolitin 'H NMR
spektrumunda 3a-H rezonansmin (1H, tt, /=5 ve 11 Hz) 6y 3,60 ppm’de muhafaza
edildigi goriildii.

Onuncu metabolit 3f,7a-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (70) olarak belirlendi.
Metabolit oy 3,95 ppm’de (1H, m) ve 6¢ 66,78 ppm’de 7a-hidroksil grubu varligini
gdsteren karakteristik rezonanslar verdi [85]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-6
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ve C-8 rezonanslar1 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-6 i¢in Ad¢ 7,38 ppm ve C-8
icin Adc 4,09 ppm) gosterirken C-5 ve C-9 rezonanslari i¢in ise yukar1 alana dogru
y-gauche kaymalar1 (C-5 i¢in Adc 7,70 ppm ve C-9 i¢cin Adc 8,28 ppm) gdstermesi
bir 7a-hidroksil grubunun varligini daha da teyit etti Metabolitin '"H NMR
spektrumunda 3o-H rezonansiin (1H, tt, /=5 ve 11 Hz) 6y 3,58 ppm’de korundugu

gozlendi.

Progesteron (2) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile bes giin siiren inkiibasyonu
dort metabolit verdi (Sekil 5.6.). Tlk metabolit 140-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (42)
olarak belirlendi. Metabolitin ’C NMR spektrumu 8¢ 85,12 ppm’de bir hidroksil
grubu varligin1 gdsteren bir resonans versede metabolitin 'H NMR spektrumunun
yeni herhangi bir rezonans vermemesi tersiyer bir hidroksil grubunun varligini isaret
etti. '"H NMR spektrumunda 170-H rezonansi i¢in asagi alana énemli bir kayma
(Ady 0,69 ppm) goézlenmesi bir 14a-hidroksil grubu ile diaksiyal etkilesime girdigini
diisiindiirdii [84]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-8 ve C-15 rezonanslari i¢in
asag1 alana dogru kaymalar (C-8 i¢in Ad¢c 2,91 ppm ve C-15 icin Ad¢ 6,72 ppm)
gosterirken C-9 ve C-16 rezonanslari icin ise yukari alana dogru y-gauche kaymalari
(C-9 i¢in Adc 7,14 ppm ve C-16 icin Adc 2,53 ppm) gdstermesi bir 14a-hidroksil
grubunun varligini daha da netlestirdi (Tablo 5.1.).

fkinci metabolit 'H ve C NMR spektrumlarmimn daha Once izole edilen bir
metabolite ait '"H ve 'C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasi sonrasinda

15B-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) olarak belirlendi.

Uciincii metabolit 'H ve C NMR spektrumlarimin daha énce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve 'C NMR spektrumlar1 ile karsilastirilmasi sonrasinda

110a-hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) olarak tanimlandi.
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Sekil 5.6. A. candidus MRC 200634 ile progesteron (2) biyotransformasyonu

Dérdiincii metabolit '"H ve C NMR spektrumlarmm daha énce izole edilen bir
metabolite ait "H ve °C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasi sonrasinda 11a,15p-

dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) olarak belirlendi.

Pregnenolon (3) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile bes giin siiren inkiibasyonu
daha Once progesteron (2) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile verdigi 4 ayni
metaboliti verdi (Sekil 5.7.). Bu metabolitlerin yap1 tayinleri '"H ve “C NMR
spektrumlar1 ile ayni kiifle progesteron (2) inkiibasyonunundan elde edilen

metabolitlee ait 'H ve '*C NMR spektrumlarinimn karsilastiriimast ile gerceklestirildi.

(@) (@) @)
HO (@) (@)
&)

“2) 30)
o 0
HO,, HO,
o o OH
(16) (28

Sekil 5.7. A. candidus MRC 200634 ile pregnenolon (3) biyotransformasyonu



92

Testosteron (4) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile bes giin siiren inkiibasyonu
sadece degismeyen baslangic maddesini verince ayni sartlar altinda ikinci kez

gerceklestirildiginde yine sadece degismeyen baslangic maddesini verdi (Sekil 5.8.).
OH

—X>

0)
)

Sekil 5.8. A. candidus MRC 200634 ile testosteron (4) bilesiginin ilk iki biyotransformasyonu

Ik iki biyotransformasyon ¢alismalarinda daha onceki ¢alismalarda oldugu gibi
yardimci solvent olarak DMF kullanilmisti. Bunun {izerine ayni biyotransformasyon
calismas1 bu sefer yardimci solvent olarak etanol kullanilarak tekrarlandiginda bes
metabolit elde edildi (Sekil 5.9.). Birinci metabolit 'H ve *C NMR spektrumlarmin
daha once izole edilen bir metabolite ait 'H ve C NMR spektrumlar ile
karsilagtirilmast  sonrasinda  6f,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (45) olarak

belirlendi.

ikinci metabolit '"H ve “C NMR spektrumlarmm daha énce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve °C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasi sonrasinda 14a,17p3-

dihidroksiandrost-4-en-3-on (55) olarak tanimlandu.

Ugiincii metabolit 15pB,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (54)  olarak belirlendi.
Metabolit dy 4,20 ppm’de (1H, ddd, J = 7,8, 5,7, 2,5 Hz) ve 6¢c 69,06 ppm’de 158-
hidroksil grubu varhigini gosteren tipik rezonanslar verdi [99]. Metabolitin '>°C NMR
spektrumu C-14 ve C-16 rezonanslar1 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-14 i¢in Adc
5,09 ppm ve C-16 icin Adc 13,69 ppm) gosterirken C-8 rezonansi i¢in ise yukari
alana dogru y-gauche kaymasi (C-8 i¢in Adc 3.76 ppm) gostermesi bir 153-hidroksil
grubunun varligini teyit etti (Tablo 5.2.).

Dordiincii metabolit 11a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (46) olarak belirlendi.
Metabolit 6y 4,00 ppm’de (1H, td, J = 10,5 ve 5 Hz) ve 6c 68,77 ppm’de bir
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11o-hidroksil grubu varligint gosteren karakteristik rezonanslar verdi [90].
Metabolitin *C NMR spektrumu C-9 ve C-12 rezonanslari icin asag1 alana dogru
kaymalar (C-9 icin Adc 5,58 ppm ve C-12 i¢in Adc 7,48 ppm) gostermesi bir

110-hidroksil grubunun varligini daha da netlestirdi.

OH OH
OH
o o
O OH
“)

435) 335

OH OH OH

o OH o o OH
4 (46) 65)

Sekil 5.9. A. candidus MRC 200634 ile testosteron (4) bilesiginin 3. biyotransformasyonu

Besinci metabolit 'H ve "C NMR spektrumlarmm daha 6nce izole edilen bir
metabolite ait "H ve °C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasi sonrasinda 15a,17f-

dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) olarak tanimlandu.

DHEA (9) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile bes giin siiren inkiibasyonu alt1
metabolit verdi (Sekil 5.10.). Ik metabolit 3B,17B-dihidroksiandrost-5-en (56) olarak
belirlendi. Metabolitin '"H NMR spektrumu &y 3,65 ppm’de yeni bir rezonans (1H, t,
J = 8,5 Hz) verdi ve substratin 18-metil resonansi i¢in yukar: alana dogru bir kayma
(A8 0.11 ppm) gozlendi. Bu degisimler 17p-hidroksil grubu varhigmi gosterdi. >C
NMR spektrumu substratin §¢ 221,30 ppm’deki C-17 rezonansmi vermezken
oc 81,87 ppm’de yeni bir karbon atomu rezonansi vermesi 17B-hidroksil grubu
varligii netlestirdi (Tablo 5.3.). Metabolitin 'H NMR spektrumunda 3a-H

rezonansinin (1H, m) oy 3,55 ppm’de korundugu gozlendi.
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ikinci metabolit '"H ve “C NMR spektrumlarmm daha énce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve >C NMR spektrumlari ile karsilastiriimas: sonrasinda 6p,17p-

dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) olarak tanimlanda.

O OH OH
—>
HO HO O
9 (56) OH
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Sekil 5.10. 4. candidus MRC 200634 ile DHEA (9) biyotransformasyonu

Ucgiincii metabolit 3p,11a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (71) olarak tanimlandh.
Metabolit oy 4,08 ppm’de (1H, td, J = 10,5 ve 5 Hz) ve d¢ 68,34 ppm’de
11a-hidroksil grubu varhigmni gosteren yeni rezonanslar verdi [90]. Metabolitin *C
NMR spektrumu C-9 ve C-12 rezonanslari i¢in asagi alana dogru bir kaymalar (C-9
icin Adc 6,46 ppm ve C-12 icin Adc 11,77 ppm) gosterirken C-8 rezonansi igin ise
yukar1 alana dogru y-gauche kaymasi (C-8 i¢in Adc 0,80 ppm) gostermesi
110-hidroksil grubunun varligini teyit etti. Substratin 3a-H rezonansmin (1H, tt,

J =15 ve 10 Hz) &y 3,54 ppm’de korundugu goézlendi.
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Dérdiincii metabolit '"H ve C NMR spektrumlarmm daha dnce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve *C NMR spektrumlari ile karsilastirilmas: sonrasinda 3p,7p-

dihidroksiandrost-5-en-17-on (57) olarak belirlendi.

Besinci metabolit 'H ve "C NMR spektrumlarmm daha 6nce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve '*C NMR spektrumlar1 ile karsilastirilmas: sonrasinda 3p,7a-

dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (58) olarak tanimlandu.

Altinct metabolit 'H ve C NMR spektrumlarmm daha once izole edilen bir
metabolite ait "H ve °C NMR spektrumlari ile karsilastirilmasi sonrasinda 15a,17f-

dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) olarak belirlendi.

Epiandrosteron (15) bilesiginin A. candidus MRC 200634 ile bes giin siiren
inkiibasyonu alt1 metabolit verdi (Sekil 5.11.) Ilk metabolit 11a-hidroksi-5a-
androstan-3,17-dion (62) olarak tanimlandi. Metabolit 65 4,03 ppm’de (1H, dt, J =5
ve 10 Hz) ve 8¢ 68,49 ppm’de 1la-hidroksil grubu varligmi gosteren yeni
rezonanslar gésterdi [90]. Metabolitin °C NMR spektrumu C-9 ve C-12 rezonanslari
icin asag1 alana dogru bir kaymalar (C-9 i¢in Adc 5,41 ppm ve C-12 igin Ad¢ 11,35
ppm) verirken C-8 rezonansi i¢in ise yukari alana dogru y-gauche kaymasi (C-8 i¢in
Adc 1,00 ppm) gostermesi 11a-hidroksil grubunun varligini netlestirdi. Metabolitin
BC NMR spektrumu susbtratin = 8¢ 71,06 ppm’deki C-3 rezonansmin vermezken
dc 212,70 ppm’deki bir C atomu rezonansi vermesi C-3’te bir oksidasyonun

gerceklestigini teyit etti (Tablo 5.5.).

Ikinci metabolit 14a-hidroksi-Sa-androstan-3,17-dion (72) olarak belirlendi.
Metabolitin *C NMR spektrumu 8¢ 81.04 ppm’de yeni bir rezonans vermesine
ragmen metabolitin '"H NMR spektrumu yeni bir proton rezonansi vermedigi ve
18-metil grubu icin asagi alana dogru bir kayma (Ady 0,15 ppm) verdigi icin bir
14a-hidroksil grubunun varlig: diisiinildii [84]. Metabolitin °C NMR spektrumu
C-8, C-13 ve C-15 rezonanslar i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-8 i¢in Adc 2,70
ppm, C-13 icin Adc 4,85 ppm ve C-15 i¢in Adc 11,37 ppm) gosterirken C-7, C-12 ve
C-16 rezonanslari i¢in ise yukar1 alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-7 i¢in Adc 6,11

ppm, C-12 i¢cin Adc 6,39 ppm ve C-16 i¢in Adc 5,59 ppm) goOstermesi bir



96

14a-hidroksil grubunun varhigmi daha da belirginlestirdi. Metabolitin *C NMR
spektrumu susbtratin ¢ 71,06 ppm’deki C-3 rezonansmnin vermezken oc 211,46
ppm’de yeni bir C atomu rezonanst vermesinden C-3’te bir oksidasyonun

gerceklestigi anlasildi.

HO

T

(76)

"OH

HO I:|
(70) (77)

Sekil 5.11. A. candidus MRC 200634 ile epiandrosteron (15) biyotransformasyonu

Ugiincii metabolit 1a,30-dihidroksi-5a-androstan-17-on (73) tanimlandi. Metabolit
ou 3,73 ppm’de (1H, brs) ve dc 72,54 ppm’de la-hidroksil grubu varligmi gosteren
yeni karakteristik rezonanslar gosterdi [94]. Metabolitin >C NMR spektrumu C-2 ve
C-10 rezonanslari i¢in asagi alana dogru kaymalar (C-2 i¢cin Ad¢ 4,75 ppmve  C-10
icin Adc 4,35 ppm) verirken C-5 ve C-9 rezonanslar1 i¢in ise yukari alana dogru

y-gauche kaymalar1 (C-5 i¢in Adc 12,51 ppm ve C-9 i¢in Adc 7,41 ppm) vermesi bir
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la-hidroksil grubunun varligin1 daha da dogruladi. Metabolitin NMR spektrumlar1
substratin oy 3,59 ppm’deki 3a-H (1 H, tt, J=5.0 ve 11.0 Hz) ve 6c 71,06 ppm’deki
C-3 rezonanslarim1 vermeyip oy 4,13 ppm’de (1 H, brs) ve 6¢ 67,91 ppm’de yeni
rezonanslar vermesinden C-3’te bir epimerlesmenin gerceklestigini ve 3a-hidroksil
grubunun olustugu anlasildi. 1o,3a-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (73) yeni bir

bilesik olarak tanimlandi.

Tablo 5.5. Epiandrosteron (15) ve A. candidus MRC 200634 ile verdigi bazi metabolitlerinin °C NMR sinyalleri

C
atomu

15 62 72 73 74 75 76 77

36,87 39,82 3845 7254 3201 3700 3858 40,07
3135 3822 3799 36,10 2886 3135 3812 383l
71,06 212,70 21146 6791 66,27 71,03 211,22 21236
37,08 4498 4447 3357 3559 37,69 44,63 4510
44776 4721 4622 3225 3909 4446 4680 47,40
2832 2899 2832 2802 28,05 28,06 28,66 2927
30,83 30,19 24,72 3057 30,50 2477 30,83 31,04
3497 3397 37,67 3498 31,19 3794 3130 34,79
5435 5976 4693 4694 5476 4740 5432 5987
3557 3727 3586 3992 3628 3570 3590 37,05
20,43 68,49 1942 1939 1991 19,18 20,97 68,82
3147 42,82 2508 3129 3280 2533 38,12 48,48
47776 4789 52,61 4781 46,78 52,66 4238 4335
51,34 50,11 81,04 5131 5549 8127 5553 49,90
21,72 21,71 33,09 21,80 67,11 33,13 6933 23,30
16 3580 35,74 3021 3583 46,86 30,06 4623 30,40
17 221,50 219,80 218,51 221,49 22045 219,02 8129 81,08
18 13,76 1450 17,96 13,79 17,64 17,99 13,80 12,13
19 12,25 11,70 11,35 12,32 11,07 12,19 10,09 11,79

I N I IS I =S D= AN T = AV E NI [OS) [ )

Dérdiincli metabolit 3a,15B-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (74) olarak belirlendi.
Metabolitin NMR spektrumlar1 substratin oy 3,59 ppm’deki 3a-H (1 H, tt, J =5.0 ve
11.0 Hz) ve d¢ 71,06 ppm’deki C-3 rezonanslarint vermeyip &y 4,02 ppm’de (1 H,
brs) ve 0c 66,27 ppm’de yeni rezonanslar vermesi bir 3a-hidroksil grubunun varligmni
diisiindiirdii. Metabolitin "H NMR spektrumu 4,52 ppm’de yeni bir rezonans verdi
(1H, ddd, J = 5,6, 4,4 ve 1,4 Hz) ve substratin 18-metil grubu i¢in asag1 alana dogru
bir kayma (Ady 0,28 ppm) gostermesi bir 15B-hidroksil grubunun varligina isaret etti
[99]. Metabolitin *C NMR spektrumu C-14 ve C-16 rezonanslari i¢in asagi alana
dogru kaymalar (C-14 i¢in Adc 4,15 ppm ve C-16 i¢in Ad¢c 11,06 ppm) verirken C-8
rezonansi i¢in ise yukari alana dogru bir y-gauche kaymasi (Adc 3,78 ppm) vermesi

bir 15B-hidroksil grubunun varligini teyit etti.
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Besinci metabolit 3[,14a-dihidroksi-Sa-androstan-17-on (75) olarak tanimlandi.
Metabolitin *C NMR spektrumu 8¢ 81,274 ppm’de yeni bir rezonans gdstermesine
ragmen metabolitin '"H NMR spektrumu yeni bir proton rezonansi gostermemesi ve
18-metil grubu i¢in asagi alana dogru bir kayma (Ady 0,12 ppm) gosterdigi i¢in bir
14a-hidroksil grubunun varhg: disiiniildi. Metabolitin ?C NMR spektrumu C-8,
C-13 ve C-15 rezonanslar1 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-8 i¢cin Ad¢ 2,97 ppm,
C-13 i¢in Adc 4,90 ppm ve C-15 i¢in Adc 11,41 ppm) verirken C-7, C-12 ve C-16
rezonanslari i¢in ise yukar1 alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-7 i¢in Ad¢ 6,06 ppm,
C-12 i¢in Adc 6,11 ppm ve C-16 i¢in Adc 5,74 ppm) gostermesi bir 14a-hidroksil
grubunun varhigmi daha da netlestirdi. Metabolitin '"H NMR spektrumunun 8y 3,59
ppm’de verdigi rezonans (1H, tt, J = 5 ve 11 Hz) 3B-hidroksil grubunun

korundugunu gosterdi.

Altinct metabolit 15B,17p-dihidroksi-5a-androstan-3-on (76) olarak belirlendi.
Metabolitin *C NMR spektrumu substratm 3¢ 221,50 ppm’deki C-17 rezonansini
vermezken oc 81,29 ppm’de yeni bir rezonans gostermesi yeni bir hidroksil
grubunun varhgmi diisiindiirdii. Metabolitin '"H NMR spektrumunun 8y 3,57 ppm’de
verdigi yeni rezonans (1H, t, J = 8,7 Hz) bir 17B-hidroksil grubunun varligina isaret
etti. Metabolitin '"H NMR spektrumunun 3y 4,20 ppm’de verdigi yeni rezonans (1H,
ddd, J =7,7, 5,5 ve 2,4 Hz) ve 18-metil grubu i¢in asag1 alana dogru verdigi kayma
(A8 0,17 ppm) bir 15p-hidroksil grubunun varhgma diisiindiirdii. Metabolitin >C
NMR spektrumu C-14 ve C-16 rezonanslari i¢in asag1 alana dogru kaymalar (C-14
icin Ad¢ 4,19 ppm ve C-16 i¢cin Adc 10,43 ppm) verirken C-8 rezonansi igin ise
yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (Ad¢ 3,67 ppm) vermesi bir 15B-hidroksil
grubunun varligini daha da dogruladi. Metabolitin *C NMR spektrumu susbtratin
d¢ 71,06 ppm’deki C-3 rezonansmin vermezken 8¢ 211,22 ppm’de yeni bir C atomu
rezonanst vermesinden C-3’te bir oksidasyonun gerceklestigi anlasildi. 150,17p-

Dihidroksi-5a-androstan-3-on (76) yeni bir bilesik olarak belirlendi.

Yedinci metabolit 'H ve '*C NMR spektrumlarimin daha once izole edilen bir
metabolite ait 'H ve >C NMR spektrumlari ile karsilastiriimas: sonrasinda 3f,11a-

dihidroksi-5a-androstan-17-on (63) olarak tanimlandi.
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Sekizinci metabolit 'H ve *C NMR spektrumlarinin daha énce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve '*C NMR spektrumlar1 ile karsilastirilmas: sonrasinda 1lo,3p-

dihidroksi-5a-androstan-17-on (68) olarak belirlendi.

Dokuzuncu metabolit 'H ve >C NMR spektrumlarinin daha 6nce izole edilen bir
metabolite ait 'H ve '*C NMR spektrumlar1 ile karsilastirilmas: sonrasinda 3p,7a-

dihidroksi-5a-androstan-17-on (70) olarak tanimlandi.

Onuncu metabolit 11a,17B-dihidroksi-Sa-androstan-3-on (77) olarak belirlendi.
Metabolitin *C NMR spektrumu substratm 3¢ 221,50 ppm’deki C-17 rezonansini
gostermezken d¢ 81,08 ppm’de yeni bir rezonans gostermesi yeni bir hidroksil
grubunun varligina isaret etti. Metabolitin '"H NMR spektrumunun 8y 3,73 ppm’de
verdigi yeni rezonans (1H, t, J = 8,5 Hz) bir 178-hidroksil grubunun varligini teyit
etti. Metabolit oy 4,00 ppm’de (1H, dt, J =5 ve 10 Hz) ve o¢ 68,82 ppm’de bir
11a-hidroksil grubu varligini gosteren yeni rezonanslar gosterdi [90]. Metabolitin
BC NMR spektrumu C-9 ve C-12 rezonanslari igin asagi alana dogru kaymalar (C-9
icin Ad¢ 5,52 ppm ve C-12 i¢in Adc 17,01 ppm) verirken C-8 rezonansi igin ise
yukar1 alana dogru y-gauche kaymasi (C-8 i¢in Adc 0,18 ppm) gostermesi
11a-hidroksil grubunun varhgmi dogruladi. Metabolitin >C NMR spektrumu
susbtratin 8¢ 71,06 ppm’deki C-3 rezonansi vermezken d¢ 212,36 ppm’de yeni bir

C atomu rezonansi vermesi C-3’te bir oksidasyonun gerceklestigini gosterdi.

Progesteron (2), pregnenolon (3) testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15)
bilesiklerinin yardimci solvent olarak DMF kullanildig1 4. japonicus MRC U-3048
kiifii ile bes giin sliren inkiibasyonlar1 sadece degismeyen baslangic maddelerini
verince ayni inkiibasyonlar bu sefer yardimci solvent olarak etanol kullanilarak

tekrarlandiginda yine degismeyen baslangic maddeleri elde edildi (Sekil 5.12.).
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Sekil 5.12. A. japonicus MRC U-3048 kiifii ile steroid biyotransformasyonu denemeleri

Tablo 5.6.’dan da goriilebilecegi gibi, A. sydowii MRC 200653 progesteron (2)
iizerinde sadece hidroksilaz aktiviteleri gdsterirken, pregnenolon (3) lizerinde hem
3pB-hidroksisteroid dehidrogenaz/A>-A* izomeraz hem de hidroksilaz aktiviteleri
gosterdigi anlasildi. 4. sydowii MRC 200653 ile progesteron (2) ve pregnenolon (3)
inkiibasyonlarinda ¢ogunlukla C-11a ve C-15B pozisyonlarinda yiiksek verimli
hidroksillenmelerin yaninda C-6 ve C-7B pozisyonlarinda diisik verimli
hidroksillenmeler de gozlendi. Her iki substrat ayn1 metabolitleri versede progesteron
(2) inkiibasyonlarmin verimleri daha yiiksek olarak gergeklesti. Progesteron (2) ve
pregnenolon (3) C-17°de ayni yan zincire sahip bilesikler oldugu icin 4. sydowii
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MRC 200653 ile pregnenolon (3) inkiibasyonunda pregnenolon (3) progesterona (2)
cevrildikten sonra bahsedilen yan zincirin hidroksillenmeleri ayni pozisyonlara
yonlendirebilecegi sonucuna ulasildi. 4. sydowii MRC 200653 ile progesteron (2)
inkiibasyonuna benzer sonuglar daha oOnce A. fumigatus ile progesteron (2)

inkiibasyonunda da gozlenmis, ayn1 ve benzeri baz1 metabolitler elde edilmistir [39].

Tablo 5.6. 4. sydowii MRC 200653 kiifii ile elde edilen metabolit verimleri

Substrat Metabolit %
Progesteron (2)
15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) 30
11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) 35

11a,15p-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) 6
7B,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31) 10
6f,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) 3

Pregnenolon (3)
15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) 26
11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) 32
11a,15p-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) 3
7B,15B-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (31) 7
6f,110-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (22) 2

Testosteron (4)

6f3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) 48

140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (55) 6

150,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) 10
DHEA (9)

6B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (66) 40

3B,7B-Dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (57) 5
3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (58) 3

Epieandrosteron (15)
Sa-Androst-1-en-3,17-dion (67)
Androsta-1,4-dien-3,17-dion (17)
Testosteron (4)
17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on (20)
6B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (66)
6p,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45)
3B,11a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (63)
1a,3B-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (68)
3p,7B-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (69)
3B,70-Dihidroksi-5Sa-androstan-17-on (70)

NWMNNSWNMN

A. sydowii MRC 200653 ile testosteron (4) inkiibasyonunun C-6f pozisyonlarinda
yiiksek verimli bir hidroksikasyonun yaninda C-14a ve C-150 pozisyonlarindaki
diisiik verimli hidroksillenmeler ile sonuclandi. 4. sydowii MRC 200653 ile DHEA
(9) inkiibasyonu esnasinda substratin tamami 6nce bir 3B-hidroksisteroid

dehidrogenaz/A>-A* izomeraz ile dehidrogenasyona maruz kaldiktan sonra C-6f
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pozisyonundaki yiiksek verimli bir hidroksillenme ile birlikte C-7a ve C-7f
pozisyonlarindaki diisiik verimli hidroksillenmelere maruz kaldigi anlasildi. Yapilan
literatiir calismas1 sonucunda 4. sydowii MRC 200653 kiifiiniin testosteron (4) ve
DHEA (9) substratlarin1 C-15a pozisyonunda hidroksilleyen ilk Aspergillus tirii
oldugu anlasild1 [41-43, 45, 48-49, 66, 68-73]. A. sydowii MRC 200653 ile
epiandrosteron (15) inkiibasyonu sonucunda bilesigin biiylik kismi dehidrogenasyona
maruz kaldiktan sonra ¢ogunlukla C-6B pozisyonunda hidroksillenirken substratin
geriye kalan az bir kismi C-la, C-7a, C-78 ve C-lla pozisyonlarinda
hidroksillendigi goézlendi. Literatiir calismalarmin gézden gecirilmesi sonucunda
daha onceki Aspergillus tiirleri ile epiandrosteron (15) inkiibasyonlarinda substratin
sadece C-11a veya C-11p pozisyonlarinda hidroksillendigi ve bu substratin ilk olarak
A. sydowii MRC 200653 kiifli ile dehidrogenasyona ugradigi anlasildi [26, 42-43,
66]. 4. sydowii MRC 200653 kiifii ile testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron
(15) inkiibasyonlar1 ortak bazi metabolitler vermesine ragmen kiifiin bu substratlar1

farkli sekillerde metabolize ettigi gozlendi.

Tablo 5.7.°den de gozlenebilecegi gibi A. candidus MRC 200634 ile hem
progesteron (2) hemde pregnenolon (3) inkiibasyonlar1 bu substratlarin 4. sydowii
MRC 200653 kiifii ile inkiibasyonlarinda oldugu gibi ayni metabolitleri verdi.
Bu sonuclar 4. candidus MRC 200634 kiifiiniinde pregnenolon (3) iizerinde hem
3pB-hidroksisteroid dehidrogenaz/A>-A* izomeraz hem de hidroksilaz aktiviteleri
gosterirken progesteron (2) tizerinde sadece hidroksilaz aktiviteleri gdsterdigini
diistindiirdii. A. candidus MRC 200634 ile inkiibasyonlarda her iki substrat ayni
metabolitleri verse de bu iki substratin 4. sydowii MRC 200653 inkiibasyonlarinda
oldugu gibi progesteron (2) inkiibasyonlarinin verimleri daha yiiksek olarak
gerceklesti. Benzer sekilde 4. candidus MRC 200634 kiifii ile progesteron (2) ve
pregnenolon (3) inkiibasyonlarinda da her iki substrattta ayni olan yan zincirlerin

hidroksillenmeleri ayni1 pozisyonlara yonlendirebilecegi diisiiniildii.

A. candidus MRC 200634 ile testosteron (4) inkiibasyonu ilk iki kez DMF yardimci
solventi {igiincii ve son kez ise etanol yardimci solventi ile gerceklestirildi. Sadece

iiclincii deneme C-6B, C-11a, C-14a, C-15a ve C-15B pozisyonlarindaki diisiik
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verimli  hidroksillenmeler ile sonu¢landi. Daha Onceki testosteron (4)
inkiibasyonlarinda DMF ile boyle bir anormal bir durum goézlenmemesi [42-43, 66]
DMF nin etanole gore kiifii daha fazla olumsuz etkiledigini diisiindiirdii. Bu sonuglar
A. sydowii MRC 200653 kiifiinlin aksine testosteron (4) bilesigininin A. candidus
MRC 200634 kiifiinde yetersiz ve farkli bir sekilde metabolize edildigini gdsterdi.
A. candidus MRC 200634 ile DHEA (9) inkiibasyonu ise C-6f3, C-7a, C-7 C-11a ve
C-150 pozisyonlarindaki diistik verimli hidroksilaz aktiviteleri, diisiik bir
3pB-hidroksisteroid dehidrogenaz/A°-A” izomeraz aktivitesi ve C-17"de diisiik verimli
bir indirgenme ile sonug¢landi. Daha 6nceki Aspergillus tlirlerinin aksine, 4. candidus
MRC 200634 kiifiiniin A. sydowii MRC 200653 kiifii gibi testosteron (4) ve DHEA
(9) substratlarin1 C-15a pozisyonunda hidroksilledigi anlasildi [41-43, 45, 48-49, 66,
68-73]. A. candidus MRC 200634 kiifiiniin testosteron (4) ve DHEA (9)
inkiibasyonlar1 ortak bazi metabolitler verse de kiifiin bu iki substrat1 farkli sekillerde
metabolize ettigi gozlendi. Tablo 5.7.’den de goriilebilecegi gibi A. candidus MRC
200634 ile epiandrosteron (15) C-11a, C-1a ve C-15B pozisyonlarinda daha yiiksek
verimler ile hidroksillenirken C-7a ve C-14a pozisyonlarinda daha diisiik verimler
ile hidroksillendi. Buna ilaveten, az miktarlarda da olsa C-17’de indirgenme C-3’te
ise ylikseltgenme ve epimerlesme gozlendi. Yapilan literatiir taramasina gore [26,
42-43, 66] epiandrosteron (15) bilesiginin bir Aspergillus tirii tarafindan C-3
epimerlesmesi ve C-14a ile C-15f pozisyonlarinda hidroksillenmelerinin ilk olarak
A. candidus MRC 200634 kiifi ile gerceklestirildigi anlasildi. 4. sydowii MRC
200653 kiifliniin aksine A. candidus MRC 200634 kiifli epiandrosteron (15) bilesigini
C-7B pozisyonunda hidroksilleyemese de her iki kiif bu substrat1 C-11a, C-1a ve
C-7a. pozisyonlarinda hidroksilleyebildi. Ayrica 4. candidus MRC 200634 ile
epiandrosteron (15) inkiibasyonu 1la,3a-dihidroksi-5a-androstan-17-on (73) ve
15pB,17p-dihidroksi-5a-androstan-3-on (76) olmak iizere daha 6nce tanimlanmamis
iki yeni bilesik ile sonug¢landi. Biitiin bu sonuglardan 4. candidus MRC 200634 ile
testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15) bilesiklerinin farkli sekillerde
metabolize edildigi ve epiandrosteron (15) inkiibasyonunun iki yeni metabolit ile
sonuc¢landig1 anlasildi. Epiandrosteron (15) ile yeni metabolitler olan la,3a-
dihidroksi-5a-androstan-17-on (73) ve 15B,17B-dihidroksi-5a-androstan-3-on (76)
bilesiklerine ait "H NMR ve >C NMR spektrumlar1 Ekler bdliimiinde verilmistir.
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Tablo 5.7. A. candidus MRC 200634 kiifii ile elde edilen metabolit verimleri

Substrat Metabolit %
Progesteron (2)
14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (42) 6
15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) 24
11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) 30

11a,15pB-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) 8

Pregnenolon (3)

14a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (42) 4
15B-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (30) 17
11a-Hidroksipregn-4-en-3,20-dion (16) 25

11a,15p-Dihidroksipregn-4-en-3,20-dion (28) 5

Testosteron (4)
6f,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45) 3
140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (55) 5
15B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (54) 4
110,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (46) 1
150,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (65) 1

DHEA (9)
3pB,17p-Dihidroksiandrost-5-en (56)
6f,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (45)
3pB,110-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (71)
3p,7B-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (57)
3pB,7a-Dihidroksiandrost-5-en-3,17-dion (58)
15a,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (65)

\STNe N NS B S I OS]

Epieandrosteron (15)
11a-Hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (62)
140-Hidroksi-5a-androstan-3,17-dion (72)
1a,3a-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (73)
3a,15p-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (74)
3B,14a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (75)
15p,17B-Dihidroksi-5a-androstan-3-on (76)
3B,11a-Dihidroksi-5a-androstan-17-on (63)
1a,3B-Dihidroksi-Sa-androstan-17-on (68)
3B,70-Dihidroksi-5Sa-androstan-17-on (70)
110,17B-Dihidroksi-5a-androstan-3-on (77)

NN = =W =Nk W
A~ O

A. japonicus MRC U-3048 kiifli ile progesteron (2), pregnenolon (3) testosteron (4),
DHEA (9) ve epiandrosteron (15) bilesiklerinin yardimci solvent olarak 6nce DMF
ve daha sonra etanol kullanilan biyotransformasyon denemelerinin hepsi degismeyen
baslangic maddesi ile sonuglandi. Besiyerinde bir bulaniklik ve kiiflerde bir
anormallik gozlenmedigi i¢cin A. japonicus MRC U-3048 kiifiiniin progesteron (2),
pregnenolon (3) testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15) bilesiklerini

metabolize edemedigi sonucuna varildi.
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Kisaca, bu ¢alismada progesteron (2), pregnenolon (3), testosteron (4), DHEA (9) ve
epiandrosteron (15) bilesiklerinin 4. sydowii MRC 200653, 4. candidus MRC
200634 ve A. japonicus MRC U-3048 kiifleri ile biyotransformasyonlari
gerceklestirildi. 4. sydowii MRC 200653 ve A. candidus MRC 200634 kiiflerinde
progesteron (2) ve pregnenolon (3) bilesikleri benzer sekilde metabolize edilirken
ayn1 kiiflerdeki testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15) bilesikleri farkl
sekillerde metabolize edildi. 4. japonicus MRC U-3048 kiifliniin ise progesteron (2),
pregnenolon (3) testosteron (4), DHEA (9) ve epiandrosteron (15) bilesiklerini

metabolize edemedigi gézlendi.
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