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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, TestosteroRenicillium digitatum
Aspergillus wentii

Bu calsmada, testosteronun Aspergillus wentii MRC 200316 Renicillium
digitatum MRC 500787 kufleri ile biyotransformasyonlari gedestirildi.
Aspergillus wentiiMRC 200316 ile inkibasyon iki metabolit verirkenniRalium
digitatumMRC 500787 ile inkiibasyon ise dort ayri metabagitdi.

Elde edilen metabolitlerin yapilari, erime noktaldH NMR, *C NMR, ve IR
spektrumlari ile tayin edildi. Aspergillus wentii ile inkibasyon @,173-
dihidroksandrost-4-en-3-on ve d47B-dihidroksiandrost-4-en-3-on bili&lerini
verirken Penicillium digitatumile inkibasyon5a-androstan-3,17-dion,e2hidroksi-
5a-androstan-17-on, [3hidroksi-5n-androstan-17-on  ve androst-4-en-3,17-dion
bilesiklerini verdi.



THE BIOTRANSFORMATION OF TESTOSTERONE BY SOME
FUNGI

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Testosteron®enicillium digitatum Aspergillus
wentii

In this work, testosteronavas incubated witi\spergillus wentii MRC 20031&nd
Penicillium digitatum MRC 500787. mcubation with Aspergillus wentii MRC
200316 afforded two metabolites whereascubation with Penicillium digitatum
MRC 500787 afforded four metabolites.

The structures of the metabolites were elucidatedhb melting points'H NMR,
¥C NMR and IR spectra.Incubation with Aspergillus wentii afforded [§17p-
dihydroxyandrost-4-en-3-one and ol#7B- dihydroxyandrost-4-en-3-one while
incubation with Penicillium digitatumafforded %9S-androstane-3,17-dione, a3
hydroxy-tw-androstane-17-one, 3 hydroxy-m-androstane-17-one and androst-4-
en-3,17-dione

Xi



BOLUM 1. GiRis

Canlilar hayatlari boyunca kendilerine yabanci olanksenobiyotikler adi verilen
¢esitli kimyasal maddeler ile kadasirlar. Enzimler veya enzimleri iceren biyolojik
sistemlerin kendilerine yabanci olan bu maddeleeritide gerceklgirdikleri
kimyasal dgisiklere biyotransformasyonlar adi verilir [1]. Enkese en iyi bilinen
biyotransformasyonlardan ikisi; sirke tretimindél elkoliin bakteriler tarafindan
asetik aside oksidasyonu vegekerin bira mayasi tarafindan etil alkole

donistardlmesidir [1, 2].

Biyotransformasyonlar igin genellikle mikroorganialar kullaniimaktadir. Bunun
baslica sebebleri arasinda mikroorganizmalar ile ddestrilen
biyotransformasyonlarin ¢evre dostu olmalari, d&iea slirede, daha ucuza ve
erlenden fabrika fermentdriine kadarsitfie ortamlarda gercekigirilebilmeleri
sayllabilir. Mikroorganizmalar biyotransformasyanlacin serbest veya uygun
ylzeylere sabitlenmiolarak kullanilabilir. Kufler, mayalar, baktenilge mikrobiyal

algler en yaygin olarak kullanilan mikroorganizrmagaridir [3].

Ozelikle kufler ve bakteriler gibi mikroorganizmalaspesifik olmayan enzim
sistemleri sayesinde hem @d hem de sentetik bircok substrat Gizerinde ¢okdsay
farkli kimyasal reaksiyonlar gercekteebilirler. Mikrobiyal hidroksilasyonlar ggu
biyotransformasyon reaksiyonlarini katalizleyenolgiom P-450 enzimlerince
gerceklatirilirler. Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiy@rinin en

onemlilerinden birisi mikrobiyal hidroksilasyondji.

Mikrobiyal hidroksilasyonun dnemi ilk olarak kortiksteroidlerin sentezinde ortaya
cikmistir. Kortikal steroidlerin sentezinde fonksiyonetuglarin olduk¢a uzakta
bulunan C-11'e bir oksijen fonksiyonu yegtiemek, klasik kimyasal yontemlerle

oldukca uzun ve masrafli biglemdi. Bu probleminRhizopus arrhizus kifinin



progesteronu 1) 1lo-hidroksipregn-4-en-3,20-dion2) bilesigine donigtirmesi
(Sekil 1.1.) ile ¢ozulmesi dikkatleri mikrobiyal biy@nsformasyonlar Uzerine
cekmitir [1, 4].

HO,,
R. arrhizus

o) o
1) (2)

Sekil 1.1. Progesteronud) R. arrhizusile biyotransformasyonu

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6neminin aglémasindan sonra steroidler vegel
bircok farkli madde lzerinde ¢cok sayidagidik mikroorganizma ile farkh ve yeni
biyotransformasyon reaksiyonlari gerceki@mistir [1, 5]. Steroidal ilaglar ve
hormonlar gibi cok sayidaki onemli kimyasal maddguzgevre kirletici olan klasik
sentez yontemleri ile uzun sirede ve oldukca midliy@arak Uretildginden
mikrobiyal biyotransformasyonlar ginimiizde gideyelyginlgmakta ve bu amac
dogrultusunda halen bircok steroid 6zellikle farkli fkutorleri ile
biyotransformasyonlara maruz birakilmaktadir [5].



BOLUM 2. TESTOSTERON BiLE SiGiNiN KUFLER iLE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Testosteron

Hayvansal membranlardaki akanlginin dizenlenmesinde 6nemli bir lipid olan
kolesterol B) bilesigi, steroid hormonlar, safra asitleri ve; Ditamini gibi birgok
hayati fonksiyonu bulunan bigin de balangic maddesidir [6, 7]. KolesteroB)(
kokenli steroid hormonlar glukokortikoidler, min&kortikoidler, androjenler,
Ostrojenler ve progestagenler (progestinler) olmékere bg ana sinifta
incelenmektedir [6]. Androjenler, &strojenler veogestagenler dreme ile ilgili
organlarin gelime ve buyumelerini, ikincil @y karakterlerini ve Greme dongusini
duzenleyen gy hormonlari olarak da bilinirler. sy hormonlari ayrica gucli
anabolik etkileri sayesinde kemik, kaslar ve débi gircok dokunun gefimesini ve

metabolizmanin da surekini sglarlar [6].

Androjenler erkek bireylerde etkili olansey hormonlaridir. Testosteron olarak
bilinen 17B-hidroksiandrost-4-en-3-0i4) ve dihidrotestosteron veya kisaca DHT
olarak bilinen 1p-hidroksi-son-androstan-3-o015) bilesikleri en etkin androjenlerdir.
Androjenlerin vucuttaki asil sentez yeri erbezléestis) olmasina gmen bu
hormonlarin bir kismi adrenal korteksten salinmaiktaAdrenal korteks ve testislerde
androjenlerin sentezi once kolesterold&) pregnenolon &) olusmasi ile balar
(Sekil 2.1). Adenohipofizden salinan LH (liteigtieici hormon) kolesterolden3]
pregnenolon &) sentezini uyarmaktadir. LH saliveriimesi ise kakid serbest
testosteron duzeyi tarafindan dizenlenir. Predoan®) Gzerinden androjenlerin
biyosenteziA* yolu ve A® yolu olmak Uzere iki ayrsekilde gerceklgmektedir.
Androjen biyosentezinin ana yola* yoludur. Bu yolda pregnenolorg)( dnce
progesterona 1) donitaralir. Progesteron 1j ise daha sonra &7

hidroksiprogesteron&) donisturalir. 1&-Hidroksiprogesteron7) binyesindeki yan




zincirinin enzimatik olarak parcalanmasi ile @o androstendior8) bilesiginin C-
17°'deki indirgenmesi sonucunda testosterdjh dentezlenir. Testosterondad) (se
daha sonra drediktaz aktivitesi ile daha etkin bir gér androjen olan

dihidrotestosterons) sentezlenir [6].

Oéﬁy \ﬁ?f

(10)

o) )
OH / OH
© (4) © )

Sekil 2.1. Testosterom] ve DHT 6) bilesiklerinin biyosentezi

Bir yan yol olanA® yolunda pregnenoloré) 17a-hidroksipregnenolondj bilesigine
cevrildikten sonra yan zincirin uzaktailmasi ile dehidroepiandrosteron (DHEA)
(10) bilesigine cevrilmektedir. DHEA ise androst-4-en-3-17-di¢8) bilesigine




cevrildikten sonra testosterond) ( yukseltgenmektedir. Bu yolda gan 1%-
hidroksipregnenolondj ayrica dgrudan progesterond)(cevrilebilmektedir [6].

Testosteron 4) biyolojik etkinligini tamamladiktan sonra bircok dokuda siki
aktiviteli veya tamamen inaktif metabolitlere d&tiirtiimektedir. Testosterord)
androst-4-en-3-17-dior8) bilesigine cevrildikten sonra bu bigsin A halkasindaki
bir seri tepkimeler ile indirgenmesi sonucunflekil 2.2’de yapilari verilen &
hidroksi-sn-androstan-17-on 1), 3p-hidroksi-3-androstan-17-on 1@) ve 33-
hidroksi-5n-androstan-17-onl@) gibi metabolitlerin olgtugu bildirilmistir [6].

OH (@)
O (4) © ®)
O /
HO' an
O O
T TR @ Ho (13)

Sekil 2.2. Testosterord] bilesiginin bazi metabolitleri

Dihidrotestosteron 5) bilesiginin ise A halkasindaki dehidrojenasyonu takiben 3
nolu karbon atomunda gercefe¢m rediksiyonlar sonucfekil 2.3'de verilen a-
androstendiol X4) ve 3B-androstendiol {5) metabolitlerine dondiigl bilinmektedir

[6].

OH OH

HO" (14) HO (15)

Sekil 2.3. Dihidrotestosterord) bilesiginin metabolitleri




2.2. Testosteron (4) Bilgginin Kufler ile Biyotransformasyonlari

Testosteron4) bilesiginin kifler ile biyotransformasyonu hakkinda liténale bir¢cok
calisma bulunmaktadir [8-40]. Orgim testosteronundj baziPenicillium turleri ile
biyotransformasyonlari Tablo 2.1.’de go6stetildi gibi genellikle mikrobiyal
hidrogenasyonlar, Baeyer-Villiger oksidasyonlari V@-3 pozisyonunda bazi

indirgenmeler ile sonuclangtir.

Tablo 2.1. Testosteronud)(Penicillium turleri ile biyotransformasyonlari

Kif Uriin Kaynak

Penicillium crustosum 17B-Hidroksi-5u-androstan-3-ons) | [8]

5a-Androstan-3,17-dionl)

3o-Hidroksi-5a-androstan-17-onl(l)

3o-Hidroksi-$3-androstan-17-on

Penicillium chrysogenum 17B-Hidroksi-5u-androstan-3-ons) | [8]
Androst-4-en-3,17-diorBj

Penicillium notatum KCH 904 Testolakton [9]

Penicillium decumbens ATCC 10436 B-Androstan-3,17-dionl() [10]

17B-Hidroksi-5n-androstan-3-on5j

Testosteronund) cesitli Aspergillus turleri ile biyotransformasyonlari Tablo 2.2.'de
Ozetlendgi gibi mikrobiyal hidroksilasyonlar, mikrobiyal hidjenasyonlar ve

Baeyer-Villiger oksidasyonlari ile sonuclarytm.

Tablo 2.2. Testosteronud)(Aspergillus tirleri ile biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak

Aspergillus aerofulgens | Androst-4-en-3,17-dior8} [11]

5B-Androstan-3,17-dion

Testolakton

Aspergillus tamarii Testolakton [12]
118,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on
Aspergillus fumigatus 153,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on [13]

Testosteronun4j cesitli Fusarium tirleri ile biyotransformasyonlari Tablo 2.3.’de
gosterildgi gibi mikrobiyal hidroksilasyonlar, mikrobiyal defrojenasyonlar ve C-17

pozisyonunda bazi oksidasyonlar ile sonuclatimi




Tablo 2.3. Testosteronud)(Fusarium turleri ile biyotransformasyonlari

Kuf

Uriin

Kaynak

Fusarium lini

Androst-4-en-3,17-diorB} [14]

11a-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

110,17B-Dihdroksiandrost-4-en-3-on

Androsta-1,4-dien-3,17-dion

17p-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on

110,178-Dihdroksiandrosta-1,4-dien-3-on

Fusarium culmorum

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [15]

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

150-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

150,17B-Dihdroksiandrost-4-en-3-on

Testosteronun4) cesitli Rhizopus tirleri ile biyotransformasyonlari Tablo 2.4.’de

verildigi gibi mikrobiyal hidroksilasyonlar, mikrobiyal detrojenasyonlar ve Baeyer-

Villiger oksidasyonlari ile sonuclansgtir.

Tablo 2.4. Testosteronud)(Rhizopus tirleri ile biyotransformasyonlari

Kiif Uriin Kaynak

Rhi zopus stolonifer 11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [14]
Testolakton
Androst-4-en-3,17-diorBj
17B-Hidroksiandrostan-3,6-dion
11o-Hidroksitestolakton

Rhizopus nigricans 11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [16]
11o-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

Rhizopus arrhizus ATCC-11145 | 6B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{) [17]

Rhizopus nigricans 11a-Hidroksiandrost-4-en-3-on [18]

Testosteronun 4) c¢esitli Mucor tirleri ile biyotransformasyonlari Tablo 2.5.'de

Ozetlendgi gibi mikrobiyal hidroksilasyonlar ile sonuclangtir.

Tablo 2.5. Testosteronud)(Mucor turleri ile biyotransformasyonlari

Kuf

Uriin

Kaynak

Mucor plumbeus

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{) [19]

140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-orl8)

Mucor griseocyanus

140,173-Dihidroksiandrost-4-en-3-orl.8) [20]

14a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

Mucor piriformis

14o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion [21]

Testosteronun 4

Botryosphaerica obtusa kifli ile biyotransformasyonu Tablo

2.6.'de Ozetlendi gibi ¢esitli mikrobiyal hidroksilasyonlar ile sonuglansgtur.




Tablo 2.6. Testosteronud)(B. obtusa ile biyotransformasyonu

Kuf Uriin Kaynak

Botryosphaerica obtusa 6B, 7B-Dihdroksiandrost-4-en-3,17-dion [22]

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

70,17p-Dihdroksiandrost-4-en-3-on

78,1 7B-Dihdroksiandrost-4-en-3-on

118,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

128,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

15a-Hidroksiandrosta-4-en-3,17-dion

150,17B-Dihdroksiandrost-4-en-3-on

Testosteronund) Nectria haematococca kiifil ile biyotransformasyonu Tablo 2.7.’de
gosterildgi gibi genellikle mikrobiyal hidroksilasyonlar veeHdidrojenasyonlar ile

sonuclanmytir.

Tablo 2.7. Testosteronud)(N. haematococca ile biyotransformasyonu

Kiif Uriin Kaynak

Nectria haematococca 110,17B-Dihidroksiandrosta-1,4-dien-3-on [23]

11o-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

11o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on

Androsta-1,4-dien-3,17-dion

Androst-4-en-3,17-dior8}

Testosteronun4) bilesiginin diger kuflerle gercekligirilen biyotransformasyonlari
ise Tablo 2.8.’de 6zetlengli gibi genellikle mikrobiyal hidroksilasyonlar, Bger-
villiger oksidasyonlari, mikrobiyal hidrojenasyonlave dehidrojenasyonlar ile

sonuclanmytir.

2.3. Calsmanin Amaci

Kifler ile steroid biyotransformasyonlari icin emk skullanilan tdrlerin bir¢gu
Aspergillus ve Penicillium cinslerine aittir. Blkuf cinslerine ait tirler sahip olduklari
etkin enzim sistemleri [1,3] sayesinde dinyaninedeyse her yerinde gayabilen
canhlardir [3]. Bu calmanin amaci testostero#) (bilesiginin Penicillium digitatum
MRC 500787 veAspergillus wentii MRC 200316 kuflerinde nasil metabolize

edileceinin incelenmesidir.




Tablo 2.8. Testosteronud)(diger kiifler ile biyotransformasyonlari

Kaf

Uriin

Kaynak

Absidia coerulea

140,17B-Dihdroksiandrost-4-en-3-0i§)

[24]

140-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

Myceliophthora thermophila

17B-Asetoksiandrost-4-en-3-on

[25]

Androst-4-en-3,17-dior8}

110,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Whetzelinia sclerotiorum

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

[19]

Androst-4-en-3,17-dior8}

2B,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

2B,168,173-Trihidroksiandrost-4-en-3-on

Chaetomium sp.

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

[26]

14o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

Phycomyces blakes eeanus

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

[27]

7a,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

17B-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3-on

Androst-4-en-3,17-dior8}

Androsta-1,4-dien-3,17-dion

Thamnostylum piriforme

140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-orig)

[20]

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

6p,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

90, 17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Curvularia lunata

Androst-4-en-3,17-diorB{

(28]

150,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

Absidia glauca

Androst-4-en-3,17-dior8j

[29]

128,178-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

10B-Hidroksi-19-nortestosteron

Beauveria bassiana

110,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

(30]

11a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion

5a-Androstan-1,17B-diol-3-on

50-Androstan-1&-ol-3,17-dion

Trichoderma hamatum KCh25

1-Dehidrotestolakton

(31]

6a-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

11a-Hidroksiandrosta-1,4-dien-3,17-dion

Cephalosporium aphidicola

6p,17B-Dihdroksiandrost-4-en-3-01.7)

[32]

140,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-orl.8)

Giberella fujikuroi NCIM 665

6p3,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-oné?)

[33]

Androst-4-en-3,17-diorB}

Exophiala jeanselmei IMI 312989

1B-Hidroksi-5u-androstan-3-ongj

[34]

3B,17B-Dihdroksiandrost-4-enlb)

3a-Hidroksi-53-androstan-17-on

30,1 7B-Dihidroksi-53-androstan

Ceratocystis paradoxa IMI 374529

Androst-4-en-3,17-diorB}

[34]

3a-Hidroksi-5u-androstan-17-onl(l)

Cylindrocarpon radicola

1-Dehidrotestolakton

(35]

Botrytis cinerea AHU 9424

‘B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

(36]

Botrytis cinerea AM 235

70,1 7B-Dihdroksiandrost-4-en-3-on

[37]

Phytophthora infestans

Androst-4-en-3,17-diorB}

[38]

Gnomonia fructicola ATCC-11430

B,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on

[39]

Aphanocladium album

3a,178-Dihidroksiandrost-4-enl{)

[40]

Phanerochaete chrysosporum

6p3,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-ori{)

[19]




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon caimalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu 121 °C’de 20 dakika sure ile Nive 020 marka otoklav ile
gerceklatirildi. Kuflerin gelistiriimesi ve biyotransformasyon cainalari icin
Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamalnkiibator kullanildi. Infrared
spektrumlari, Shimadzu IR Prestige-21 spektromethazi ile alindi.'H NMR
spektrumlari tetrametilsilan standart i¢c sinyal raka kullanilarak, 300 MHz'de
doterokloroform icerisinde ve Varian Mercury 300 RNpektrometresi kullanilarak
alindi. **C NMR spektrumlari, ayni cihaz kullanilarak 75 MHe’ dterokloroform
icerisinde alindi. Steroidleri ayirmak igin adsorbzlarak Merck kalite silika jel 60
(230-400 mesh) iceren Kolon kromatografisi gercgki@li ve bu bileikler hekzan
icerisinde artan etil asetat konsantrasyonlari rélis@arak kullanilarak kolondan
ayrildi. Biyotransformasyon deneyinin sonucu veokokromatografi ¢cagmalarinin
sonuglari ince tabaka kromatografi§TK) ile izlendi. iTK 0,25 mm kaliniginda
silika jel tabakalari (Merck silika jel GF254) vdileasetat-hekzan (1:1) c6zgen
sistemi kullanilarak yapildiTK tabakalarindaki bikgkler p-anisaldehit-sulfurik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakilatildiktan sonra goérunur hale
getirildi. Erime noktalari Elektrothermal 1A 9200irae noktasi tayin cihazi ile tespit
edildi.

Penicillium digitatum MRC 500787 veAspergillus wentii MRC 200316 kufleri
TUBITAK, Marmara Argtirma Merkezi Gida Teknoloji ve Agarma
Enstitisi’nden yatik agar besiyerilerindeki stoktlkleri olarak temin edildi. Stok
kultirler PDA iceren yatlk agar besiyerlerinde ve °@’'de muhafaza edildi.

Testosteron 4) bilesigi Fluka sirketinden satin alindi. Tim solventler, yatik agar
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besiyerleri icin kullanilan PDA ve agar ile kuflegin hazirlanan besiyerinde
kullanilan kimyasallar Merckirketinden temin edildi.

3.2. Taze Yatik Agar Kultirlerin Hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agary,85 g ve agar 1,35 9 karsimi saf su ile 150 mL'ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besiyeri haarlanHazirlanan besiyeri
sggumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolaji&m siselerin yarilarina
kadar ilave edildi ve otoklav icerisind&21 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonraseler icerisinde erimi haldeki besi yerleridlonmadan 6nce
45”’ye yakin bir gim olusturacaksekilde sgumaya birakilmak suretiylgatik agar

besi yerleri elde edildi.

Stok fungal kualturdeki kuflerin bir kismi yatik aghesiyerlerinin 3 tanesine steril
sartlarda aktarildi ve oda sicgkinda 15 gin sdresince ga@maya birakildi. Bu
sekilde hazirlanan yeni yatik agar kalturleriningalismisindeki kifler 15 giinde bir
3 yeni yatik agar besiyerine stegartlarda aktarildi. Bu aktarmalemi 2 kez

tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve eiyngigl yatik agar kalttrindeki
kufler biyotransformasyon ¢amasinda kullanildi.

3.3. Substratin BaziKufler ile Biyotransformasyonlari

3.3.1. Substratin Penicillium digitatum ile biyotransformasyonu

Penicillium digitatum besiyerinin hazirlanmasi icin kullanilan kimyasahddelerin

listesi ve bir litre ¢ozelti icinde bulunan miktar Tablo 3.1'de verilnstir [41].

Tablo 3.1 .Penicillium digitatum kiftine ait besiyeri ¢ozeltisinin bienleri

Bilesenler Miktar
Malt ekstrakt 209
Glukoz 10g

Bakteriyolojik pepton 10g
Maya ekstrakti 39
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Hazirlanan 1 L besiyeri 10 adet 250 mL erlene paylkliktan sonra otoklavda
sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en tazd&itiirdeki kif erlenlerden herbirine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler yeterli makdla kif olgabilmesi icin 2

gun boyunca 24°C’de calkalamali inkiibatorde (150)rmkibasyona birakildi.

Testosteron4) (500 mg) DMF (10 mL) icerisinde ¢Oziinerek yeteriktarda kuf
iceren erlenleres@ hacimlerde, steril kaillar altinda ilave edildikten sonra 5 gin

suresince 24°C’de calkalamall inkiibatérde inkibaaymrakildi.

Inkiibasyon glemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchnerisiugardimiyla
filtrasyon slemine tabi tutuldu ve besiyeri kuf kdlturine aitsellerden siuzilerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil as€600 mL) kullanilarak yikandi.
Filtrat her seferinde 1 L etil asetat kullanilafalayr ekstraksiyona maruz birakildi.
Daha sonra toplanan ekstraktlara susuz sodyum tsik&ilarak ortamda
bulunabilecek su uzaldarildi. Etil asetat evaporatorde uzagtlaldiktan sonra

yagimsi bir madde (687 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde k&atomatografisine tabi tutuldu.
Kolon kromotografisi ¢atmasinda ¢dzgen sistemi olarak hekzan icerisindan art
oranlarda etil asetat kullanildi. Kolondan %15’libzgen sistemiyle eliisyon
neticesinde bir bilgk elde edildi. %20’lik ¢bzgen sistemiyle ellsyoeticesinde ise
kolondan iki ayri bilgik elde edildi. Kolondan %25’lik ¢c6zgen sistemiyddlisyon
neticesinde ise birisi gEngic madesi ile ayni polariteye sahip olan ikii dylesik
elde edildi.

3.3.2. Substratin Aspergillus wentii ile biyotransformasyonu

Aspergillus wentii besiyerinin hazirlanmasi icin kullanilan kimyasabhddelerin

listesi ve bir litre ¢cozelti icinde bulunan miktar Tablo 3.1'de verilnstir [42].
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Tablo 3.2 Aspergillus wentii kifiine ait besiyeri ¢ozeltisinin bijenleri

Bilesenler Miktar
Sukroz 15¢
Glukoz 159
Polipepton 590
KH,PO, 1g
KCI 0,59
MgSQO,. 7H,0O 0,59
FeSQ.7H,0O 10 mg

Tablo 3.2.’ye gore hazirlanan ve pH’siI 7,2’ye agmaan 1 L besiyeri 10 adet 250 mL
erlene paylgtiriidiktan sonra otoklavda sterilize edildi. Dabrace hazirlanan en taze
alt kultardeki kuf erlenlerden her birine stegdrtlar altinda nakledildi. Bu erlenler

yeterli miktarda kUf olgabilmesi icin 2 gin boyunca 27°C’de calkalamall

inkiibatorde (150 rpm) inkiibasyona birakildi.

Testosteron4) (500 mg) DMF (10 mL) icerisinde ¢Oziinerek yeteriktarda kuf
iceren erlenleres@ hacimlerde, steril kaillar altinda ilave edildikten sonra 5 gin

suresince 27 °C’ de calkalamali inkubattrde inkiibaa birakildi.

Inkiibasyon gdlemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchnerisiugardimiyla
filtrasyon slemine tabi tutuldu ve besi yeri kuf kiltirine aitsellerden stzulerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil as€600 mL) kullanilarak yikandi.
Filtrat sodyum Kklorire doygungarildiktan sonra her seferinde 1 L etil asetat
kullanilarak 3 ayri ekstraksiyona maruz birakibaha sonra toplanan ekstraktlara
susuz sodyum silfat katilarak ortamda bulunabilenekuzaklstirildi. Etil asetat

evaporattrde uzalgarildiktan sonra yamsi bir madde (713 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 Uzerinde katomatografisine tabi tutuldu.
Kolondan %50’lik ¢6zgen sistemiyle elisyon netioédsi farkl polaritelere sahip iki
bilesik elde edildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Testosteron4) bilesiginin Penicillium digitatum MRC 500787 veAspergillus wentii
MRC 200316 kufleri ile biyotransformasyonlarindahdes edilen bilgiklerin
yapilarini belirlemek i¢cin hem klangic maddesinin hem de elde edilen dikderin

'H NMR, ®C NMR, IR spektrumlari alindi ve erime noktalaayin edildi.
Bilesiklere ait 'H NMR ve *C NMR spektrumlari Ekler Bolimiinde verildi.
Biyotransformasyonlari gercekleilen balangic maddesine ait karbon iskeletinin
numaralandiriimasgekil 4.1'deki gibidir.

Sekil 4.1. Substrat karbon iskeletinin numaralahdasi

Testosteron4) (500 mgq bilesiginin Penicillium digitatum ile 24 °C’de 5 gln stren
inkibasyonu neticesindexfandrostan-3,17-dionl6) (32 mg, % 6,4), &hidroksi-
5a-androstan-17-onl@) (18 mg, % 3,6), @-hidroksi-m-androstan-17-on1@) (45
mg, % 8,9), androst-4-en-3,17-dio8) (81 mg, % 16,3) ve @emeyen bglangic
maddesi (240 mg) elde edildi. Elde edilerslBagic maddesinin yapidH ve *3C
NMR spektrumlarinin testosterod) (bilesiginin *H ve **C NMR spektrumlarinin
karsilastiriimasiyla anlaldi.

5a-Androstan-3,17-dionl()

Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:129-131 °C, (lit. [43f. n.:130-132 °C).
IR: 1730, 1716.
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'H NMR: 0,87 (3H, s, 18-H); 1,02 (3H, s, 19-H).
13C NMR: 221,00; 211,69; 53,81; 51,16; 47,69; 46 54.:53; 38,38; 38,02; 35,78;
35,75: 35,17; 31,42: 30,47; 28,55; 21,73; 20,6573311,41.

3a-Hidroksi-5a-androstan-17-omlQ)

Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:180-182 °C, (lit. [44. n.:182-183 °C).

IR: 3440, 1720.

'H NMR: 0,80 (3H, s, 18-H); 0,86 (3H, s, 19-H); 8,@H, m, B-H).

C NMR: 221,55; 66,42; 54,39; 51,46; 47,80; 39,16;23; 35,85; 35,75; 35,02;
32,11; 31,53; 30,83, 28,98; 28,22; 21,73; 20,0281;311,16.

3B-Hidroksi-5o-androstan-17-orilQ)

Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:175-177 °C, (lit. [45k. n.:174-176 °C).

IR: 3470, 1726.

'H NMR: 0,82 (3H, s, 19-H); 0,84 (3H, s, 18-H); 3@H, tt,J : 5 ve 12 Hz, &-H).
C NMR: 221,50; 71,06; 54,35; 51,34; 47,76; 44,76,98; 36,87; 35,80; 35,57;
34,97, 31,47, 31,35; 30,83; 28,32; 21,72; 20,4378312,25.

Androst-4-en-3,17-diorgj

Etil asetattan prizmalgeklinde kristaller.

e. n.:172-173 °C, (lit. [46. n.:174-176 °C).

IR: 1730, 1712, 1640.

'H NMR: 0,90 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); &,@H, s, 4-H).

C NMR: 220,43; 199,33; 170,35; 124,07; 53,74; 504%45; 38,58; 35,69; 35,62;
35,07; 33,84; 32,50; 31,20; 30,68; 21,68; 20,2431;713,64.

Testosteron 4) (500 mg) bilgiginin A. wentii kifu ile 27 °C’'de 5 gun siren
inkiibasyonu neticesindg 8 73-dihidroksandrost-4-en-3-017) (401 mg, % 76) ve
140,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-onl1®) (37 mg, % 7) bilgkleri elde edildi.

6p,178-Dihidroksandrost-4-en-3-on 17) ve 14,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(18) bilesiklerinin yapilari ise’H ve *C NMR spektrumlarinin testosterod) (
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bilesiginin A. wentii ile biyotransformasyonundan elde edilen metalsoiit‘H ve
3C NMR spektrumlarinin kaastiriimasiyla tespit edildi.

:

(8)

@]

HO"

%

OH

@]

(11)

(4) HO

g

(13)

T e

(16)
Sekil 4.2. SubstratiPenicillium digitatumile biyotransformasyonu

6p,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-of17)

Asetondangnelerseklinde kristaller.

e. n.:202-204 °C, (lit. [20Fk. n.:206-210 °C).

IR: 3396, 1664, 1620.

'H NMR: 0,81 (3H, s, 18-H); 1,38 (3H, s, 19-H); 8,6lH, t,J : 8,5 Hz, 16-H);
4,35 (1H, bs, 6-H); 5,81 (1H, s, 4-H).

¥C NMR: 200,73; 168,63; 126,23; 81,63; 72,86; 538236; 42,84; 38,00; 37,92;
37,00; 36,31; 34,15; 30,31; 29,70; 23,22; 20,52471911,07.
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140,,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-orig)

Etil asetattangnelerseklinde kristaller.

e. n.:180-182 °C, (lit. [20F. n.181-184 °C).

IR: 3470, 1650, 1610.

'H NMR: 0,90 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); 4,@H, t,J : 8,2 Hz, 1@-H);
5,71 (1H, s, 4-H).

¥C NMR: 199,94; 171,19; 123,71; 83,29; 78,49; 46 8666; 38,78; 38,66; 35,60;
33,82; 32,55; 32,49; 29,42; 28,45; 26,02; 19,6014;714,86.

OH OH

OH
(4) a7) (18)

Sekil 4.3.Substratimspergillus wentiii ile biyotransformasyonu



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTI SMA

Biyotransformasyon caimalari sonucunda elde edilen yeni gkéerin yapilarini
tayin amaciylaestosteron4) ile biyotransformasyonlardan elde edileitesiklerin
'H NMR, **C NMR, IR spektrumlari alindi ve erime noktalagiteedildi.

Testosteror{4) bilesiginin Penicilium digitatum ile inkiibasyonu sonucunda 4 farkl
metabolit elde edildiilk metabolitin*H NMR spektrumu bgangic maddesini
3,61 ppm (1H, t,)= 8,5 Hz) vedy 5,72 ppm dgerlerinde gozlenen sirasi ile dtH
and 4-H rezonanslarini géstermedi. Metabolitth NMR spektrumu bdangic
maddesindeki 19-metil grubu icin yukari alanagmo bir kayma A 0,17 ppm)
gosterdi. Metabolit’c NMR spektrumunda testosteron (3) sinin ¢ 171,31 (C-
5), 0c 123,82 (C-4),6c 81,56 (C-17) rezonanslarn gozlenmedi. Bu sonuélar
halkasindaki c¢ift b@n indirgendgini ve C-17'de bir yikseltgenmenin olglunu
disundiirdii. Metabolit’c NMR spektrumu dgerlerinin literatiir dgerleri [47] ile
karsilastirilmasi neticesinde A halkasindaki ciftgoao yizinden indirgendini ve

bilesigin So-androstan-3,17-diorl6) oldugu anlagildi.

ikinci metabolittH NMR spektrumuby 4,05 ppm’de yeni bir rezonans (1H, m, 3-H)
verdi ve balangic maddesiniry 3,61 (1H, t,J= 2 Hz) vedy 5,72 ppm (1H, bs)
deserlerinde go6zlenen sirasi ile dH and 4-H rezonanslarini gostermedi.
Metabolitin*H NMR spektrumu bdangic maddesindeki 19-metil grubu icin yukari
alana dgru bir kayma A 0,33 ppm) gosterdi. MetabolffC NMR spektrumunda
testosteron3) bilesiginin ¢ 199,62 (C-3), 171,31 (C-5)¢ 123,82 (C-4)Hc 81,56
(C-17) rezonanslari gozlenmezkew: 66,42 ppm vedc 221,55 ppm’de iki yeni
karbon atomu rezonansi go6zlendi. Bu sonuclar A dsafidaki cift bada bir
indirgenme, C-17'de bir yukseltgenme ve C-3'de bidirgenmenin oldgunu
disindirdd. Metabolitin 8¢ 66,42 ve 6y 4,05 ppm dgerlerinde go6zlenen

karakteristik rezonanslar [47,48] yapida bin-tddroksil grubunun vargini
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ispatladi. Metabolit®C NMR spektrumu deerlerinin literatiir dgerleri [47] ile
karsilastirilmasi neticesinde A halkasindaki ciftgoao yuzinden indirgendini ve
bilesigin 3o-hidroksi-sn-androstan-17-onl(l) oldugu anlaildi.

Ucgiincii metabolitH NMR spektrumiby 3,53 ppm’de yeni bir rezonans (1H,t=

5 veJ = 11 Hz) verirken bgangi¢ maddesinivy 3,61 (1H, t,J= 2 Hz) vedy 5,72
ppm (1H, bs) dgerlerinde go6zlenen sirasi ile ddH and 4-H rezonanslarini
gostermedi. MetabolititH NMR spektrumu bdangic maddesindeki 19-metil grubu
icin yukari alana dgru bir kayma £ 0,37 ppm) gosterdi. MetabolifC NMR
spektrumunda testostero8) pilesiginin ¢ 199,62 (C-3), 171,31 (C-5pc 123,82
(C-4), 6¢c 81,56 (C-17) rezonanslari gozlenmezkés 6c 71,06 ppm vedc 221,50
ppm’de iki yeni karbon atomu rezonansi gozlendi. Bmuclardan A halkasindaki
¢ift bagda bir indirgenme, C-17'de bir yukseltgenme ve'@3bir indirgenmenin
oldugunu anlaildi. Metabolitin 6c 71,06 ppm vedy 3,53 ppm’de gozlenen
karakteristik rezonanslar [47,48] yapida biB-t38droksil grubunun varfini
ispatladi. Metabolit 13C NMR spektrumu gdelerinin literatir dgerleri [47] ile
karsilastiriimasi neticesinde A halkasindaki ciftgoa o yuzinden indirgendini ve
bilesigin 3B-hidroksi-5n-androstan-17-onl@) oldugu anlgildi.

Dordiincii metabolitH NMR spektrumu bgangic maddesinin 4-H rezonansini (1H,
S) oy 5,74 ppm’de verirkendy 3,61 ppm’deki 1d-H rezonansini (1H, t}= 2 Hz)
rezonanslarini vermedi. Metaboliil NMR spektrumu bgangic maddesindeki 18-
metil grubu icin @ag1 alana d@ru bir kayma A 0,13 ppm) gésterdi. MetabofitC
NMR spektrumunda testosterad) pilesiginin ¢ 199,33 (C-3)5c 170,35 (C-5) ve
dc 124,07 (C-4) rezonanslari gozlenirkeiz 81,56 ppm’deki C-17 rezonansi
g6zlenmedi vedc 220,43 ppm’de yeni bir karbonil karbon rezonansrdi Bu
sonuglar A halkasinda bir gigiklik olmazken C-17'de bir yukseltgenme ofginu
ve metabolitin androst-4-en-3,17-did) fldugunu ispatladi.

Testosteron4) bilesiginin A. wentii ile inkiibasyonu sonucunda ise iki metabolit elde
edildi. ik metabolitin®’H NMR spektrumunda kingic maddesinin 1#H and 4-H
rezonanslarini sirasi il&y 3,66 ppm (1H, tJ= 8,5 Hz) vedy 5,81 ppm (1H, bs)
deserlerinde gozlendi. MetabolitifH NMR spektrumu baangic maddesindeki 19-
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metil grubu i¢in gag1 alana dgru bir kayma A 0,19 ppm) gosterdi. Metabolitidy
4,35 ppm [48] vedc 72,86 ppm [47] dgerlerindeki karakteristik resonanslar bf-6
hidroksil grubunun vargini gosterdi. Metabolitin®C NMR spektrumu hdangic
maddesinin C-7 rezonansi icigagl bolgeye bir kaymaA 5,56 ppm) goésterirken C-
8 rezonansi igin ise yukar alanagdo bir y-gauche kaymasi(5,2 ppm) gosterdi.
Bu sonuglar metabolitte birpéhidroksil grubunun vargini ve metabolitin §,173-

dihidroksiandrost-4-en-3-01.7) oldugunu ortaya koydu.

ikinci metabolitin®H NMR spektrumunda ngic maddesinin 4-H rezonargs
5,71 ppm (1H, bs) derlerinde gdzlendi. MetabolititH NMR spektrumu bdangic
maddesindeki 18-metil grubu vedH rezonanslarisagl alana dgru iki ayri kayma
(sirasi ileA 0,12 ppm veA 0,68 ppm) gosterdi. Metabolitteki &-H rezonansinin
asagl alana dgru gosterdii kayma s6z konusu protonun birdtéidroksil grubu ile
diaksiyal etkilemesini 6nerdi. Metabolitif®*C NMR spektrumuc 83,29 ppm’'deki
yeni bir rezonansa sahip olmasi addidroksil grubunun var@ini destekler
nitelikteydi. Metabolitin**C NMR spektrumunda lsangic maddesinin C-8, C-13 ve
C-15 numarali karbon atomlari icigagl bdlgeye kaymalar gozlenirken (C-8 ighn
3,16 ppm, C-13 icim\ 4,13 ppm, ve C- 15 icia 2,75 ppm) C-7, C-12, C-17 ve C-
16. numarali karbon atomlari icin ise yukari boed@ru y-gauche kaymalari
gozlendi (sirasi ile C-7 icin 3,00 ppm, C-12 icirA 3,76 ppm, C-17 icirh 3,03 ppm
ve C-16 icinA 0,90 ppm). BUtun bu karakteristik kaymazederi bir 14-hidroksil
grubunun varfiini ve metabolitin 14,173-dihidroksiandrost-4-en-3-on  18)

oldugunu gosterdi.

Tablo5.1. Bilesik *H NMR spektrumlarinin karastiriimasi

Bilesik 4-H 170-H 18-CHj; 19-CH; Diger dnemli sinyaller
4 5,72 (bs)| 3,61(t,J =8,5 Hz) 0,78 1,19 -
16 * - 0,87 1,02
11 * - 0,80 0,86 4,05 (1H, m)
13 * - 0,84 0,82 3,63 (1H, t] =5 ve 12 Hz)
8 5,74 - 0,90 1,20
17 5,81 3,66 (tJ =8,5 Hz) 0,81 1,38 4,35 (1H, bspéH)
18 571 4,29 (tJ =8,2 Hz) 0,90 1,20

*C-4’e 2 geminal hidrojen atomu pladir
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Bu calgma ile Penicillium digitatum ve Aspergillus wentii kifleri ilk defa steroid
biyotransformasyonlar icin kullanildiP. digitatum kuft P. crustosum [8], P.
chrysogenum [8] ve P. decumbens [10] kuflerinde oldgu gibi testosteron 4)
Uzerinde b-rediktaz aktivitesi sonucunda gercakle mikrobiyal hidrojenasyonlar
gosterdi.P. digitatum kufu P. chrysogenum [8] ve P. decumbens [10] kuflerinde
oldugu gibi sadece a-yuzinden mikrobiyal hidrojenasyon gercekieli. P.
crustosum ile yapilan ¢cakmada ise bu kif mikrobiyal hidrojenasyonu her ilkzglen
(o- ve B-) gerceklatirmisti [8]. P. digitatum kifti P. crustosum [8] ile testosteron
inkiibasyonunda oldiw gibi C-3 indirgenmeler gdsterdi. Buna ek olargkhBdroksi-
5a-androstan-17-on 1() bilesigi ilk defa testosteron 4] bilesiginin kufler ile

gerceklatirilen bir inkiibasyonundan elde edildi.

Table 5.2. Bilgik **C NMR spektrumlarinin kadastirilmasi

Karbon Bilesik
[ 4 16 11 13 8 17 18
1 |3561 | 3838 | 3211| 3687| 3566 3631 356D
2 [3391 | 3802 | 2898 | 31,35| 3387| 3415 338
3 | 19962 | 211,60 | 6642|  7L,06| 199,35 200,13  199/94
4 | 12382 | 4453 | 36,23 |  37,98| 12412 12643 123[71
5 | 171,31 | 4654 | 39,10  4476| 17034 16843 171/19
6  |3276 | 2855 | 2822 |  2832| 3253] 7286  324p
7 [3149 | 3047 | 3083 | 3083| 3123] 87,00 284p
8 |3862 | 3517 | 3502 | 3497 3511 2970 38,78
9 | 5386 | 5381 | 5439 | 5435 5378 5367 4666
10 | 3637 | 8575 | 3575| 3557| 3861 37,97 38,66
11 | 2059 | 2065 | 2002 |  2043| 2027| 2052 19,60
12 | 3568 | 8142 | 3153| 3L47| 8071 3800 3255
13 | 4277 | 4769 | 4780 |  47,76| 4748 4284 4686
14 | 5042 | 51,16 | 51,46 | 51,34| 5080 503§ 83,29
15 | 2329 | 21,78 | 2L,73|  21,72| 2172| 2324 2602
16 | 3038 | 3578 | 3585| 3580 3572 3031 29,42
17 | 81,56 | 221,00 | 221,55 22150 220,44 8L63 7849
18 | 18,02 | 1375 | 138L| 13,76| 1367 11,07 1486
19 | 17,37 | 1141 | 18,16 | 12.25| 1734 1947 1714
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Literatiirdeki testosterord) bilesiginin kufler ile inkiibasyonlarind@. wentii gibi
ayni bilesikleri veren Cephalosporium aphidicola [32] ve Mucor plumbeus [19]
olmak lzere iki kuf bildirilmgtir. C. aphidicola ile testosteron4) bilesiginden A.
wentii gibi ana Urin olarakf17B-dihdroksiandrost-4-en-3-0i.7), yan Uriin olarak
ise 14,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-orl8) elde edilmgtir [32]. Mucor plumbeus
[19] ile gerceklstirilen inkiibasyonda ise ana urun olarak14B-dihidroksiandrost-
4-en-3-on 18) elde edilirken yan Urin olarakB 8 7B-dihdroksiandrost-4-en-3-on
(17) bilesigi elde edilmgtir. Her iki kdf icin bildirilen verimler A. wentii ile elde
edilen verimlerden daha gliktr.

Calismada kullanilan steroidlerin ayni kifler ile ink@lganlarindan daha yuksek
verimler elde etmek icin inkibasyon sicgklibesiyeri bilgenleri, inkiibasyon suresi
gibi parametrelerin dgstirilmesine yonelik cabalar gelecek gahalarimiz
kapsamindadir. Ayrica cginada kullanilan steroidler ve gdir bazi steroidlerin
benzer cabmalar icin kullaniimany diger bazi kufler ile daha énemli sonuclar ve
daha yuksek verimli inkiibasyonlarini gercgkleneye yonelik argiirmalarimiz

slrecektir.



KAYNAKLAR

[1]

2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

HANSON, J. R., An Introduction to Biyotransfoations in Organic
Chemistry, W. H. Freeman and Company, 1-62, NevwkYb®95.

ALGUR, O. F., Temel Biyoteknoloji Ders NotlarAtatiirk Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Yayinlari, 3-6, Erzurum, 2.99

ARNOLD, L., Small Bugs, Big Business: The Ecaomo Power of the
Microbe, Biotecnology Advances, 18, 499-514, 2000.

PETERSON, D. H., MURRAY, H. C., Microbial Oxygation of Steroids
at Carbon 11, Journal of the American. Chemicati®y, 74, 1871-1872,
1952.

FERNANDES, P., CRUZA., ANGELOV, B., PINHEIROH.M.,
CABRAL, J.M.S., Microbial Conversion of Steroids i@pounds : Recent
Developments, Enzyme and Microbial Technology, 82,805, 2003.

ONAT, T., EMERK, K., SOZMEN, E.Y.insan Biyokimyasi, Palme
Yayincihk, 481-495, Ankara, 2002.

KEHA, E., KUFREMOGLU, O. 1., Biyokimya, Doérdiincii baski, Aktif
Yayinevi, 185-188, Erzurum, 2005.

CABEZA, M.S., GUTIERREZ, E.B., GARCIA, G.A.,, AXLCS, A.H.,
HERNANDEZ, M.A.H., Microbial Transformations of Testerone to &
Dihydrotestosterone by Two SpeciesRehicillium: P. chrysogenum and
P. crustosum, Steroids, 64, 379-384, 1999.

BARTMANSKA, A., GLADYSZ, J.D., HUSZCZA, E., Steids
Transformation inPenicillium notatum Culture, Steroids, 70, 193-198,
2005.

HOLLAND, H.L., DORE, S., XU, W.L., BROWN, F.M.Formation of
5a-Steroids by Biotransformation Involving the-Reductase Activity of
Penicillium ducembens, Steroids, 59,642-647, 1994,

VIOLA, F., CAPUTO, O., BALLIANO, G., DELPRINOL., CATTEL,
L., Side Chain Degradation and Microbial Reductdifferent Steroids
by Aspergillus auerogulgens, Journal of Steroid Biochemistry, 19, 1451-
1458,1983.



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

24

BRANNON, D.R., PARRISH, F.W., WILLEY, B.J., LRG, L., The
Microbial Transformation of a Series of AndrogengthwAspergillus
tamarii, Journal of Organic Chemistry, 32, 1521-1527, 1967

MAHATO, S.B., MUKHERJEE, A., Microbial Transfmation of
Testosterone byAspergillus fumigatus, Journal of Steroid Biochemistry,
21, 341-342, 1984.

AL-ABOUDI, A., MOHAMMAD, M. Y., MUSHARRAF, S. G,

CHOUDHARY, M. I, ATTA-UR-RAHMAN, Microbial transfomation

of Testosterone bRghizopus stolonifer andFusarium lini, Natural Product
Research, 22, 1498-1509, 2008.

KOLEK, T., SWIZDOR, A., Biotransformation XLVTransformations of
4-ene-3-0x0 Steroids iRusarium culmorum Culture, Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology, 67, 63-69, 1998

POKORNA, J., KASAL, A., Progestorene Side Ch@iegradation beside
Hydroxylation with Rhizopus nigricans Depends on the Precence of
Nutrients, Journal of Steroid Biochemistry, 35, 1158, 1990.

HOLLAND, H.L., Biotransformations oA” -3-Ketosteroids by the Fungus
Rhizopus arrhizus, Accounts of Chemical Research, 17, 398-402, 1984.

MAHATO, S. B., BANERJEE, S., PODDER, S., Stdrdransformations
by Microorganisms- Ill, Phytochemistry, 28, 7-40389.

LAMM, A. S., CHEN, A. R. M., REYNOLDS, W. F.REESE, P. B.,
Steroid Hydroxylation by Whetzelinia sclerotiorum, Phanerochaete
chrysosporium andMucor plumbeus, Steroids, 72, 713-722, 2007.

HU, S., GENAIN, G., AZERAD, R., Microbial Traformation of Steroids:
Contribution to 14-hydroxylations, Steroids, 60, 337-352, 1995.

MADYASTHA, K. M., Novel Microbial Transformatins of Steroids,
Advances in Experimental Medicine and Biology, 4260-270, 1996.

KELVIN, E. S., SHAHID, L., DAVID, N. K., Micrdial Transformation
of Testosterone and AndrostenedioneBoyryosphaerica obtusa, Journal
of Steroid Biochemistry, 35, 115-120, 1990.

AHMED, F., WILLIAMS, R. A .D., SMITH, K. E., Mcrobial

Transformations of Steroids 10. Cytochromes 45@-H{droxylase and
C17 C20 Lyase and a 1-ene Dehydrogenase Transfiemoids inNectria

haematococca, Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Bgpjo
58, 337-349, 1996.



25

[24] BRZEZOWSKA, E., GLADYSZ, J.D., KOLEK, T., Bicansformation
XXXIX. Metabolism of Testosterone Derivates iAbsidia coerulea
Culture,Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Bgpjp57, 357-
362, 1996.

[25] HUNTER, A. C., WATTS, K. R., DEDI, C., DODD, Hr., An Unusual
Ring-A Opening and Other Reactions in Steroid Ti@mnsation by the
Thermophilic FungusMyceliophthera thermophila, Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology, 116, 171-17309.

[26] JANECZKO, T., GLADYSZ, J. D., SUSLOW, E. K.,IBLONSKO, A.,
CIUNIC, Z., Biotransformations of Steroid ComposrxyChaetomiumsp
KCH 6651, Steroids, 74, 657-661, 2009.

[27] KELVIN, E.S., SHAHID, L., DAVID, N.K., Microbal Transformation of
Steroids-Il. Transformations of Progesterone, Testosterone and
Androstenedione byPhycomyces blakesleeanus, Journal of Steroid
Biochemistry, 32, 445-451, 1989.

[28] ATTA-UR-RAHMAN, CHOUDHARY, M. I., ASIF, F., AROOQ, A.,
YAQOOB, M., Microbial Transformations of Testosteey Natural Product
Letters, 12, 255-261, 1998.

[29] HUSZCZA, E., GLADYSZ, J. D., Transformation$ destosterone and
Related Steroids inAbsidia glauca Culture, Journal of Basic
Microbiology, 43, 113-120, 2003.

[30] HUSZCZA, E., GLADYSZ, J. D., BARTMANSKA, A., flansformations
of Steroids byBeauveria bassiana, Zeitschrift fir Naturforschung C, 60,
103-108, 2005.

[31] BARTMANSKA, A., GLADYSZ, J. D., Transformationof Steroids
Trichoderma homatum, Enzyme and Microbial Technology, 40, 1615-1621,
2007.

[32] HANSON, J.R., NA$R, H., PARVEZ, A., The Hydroxylation of
Testosterone and Some Relatives I@ephalosporium aphidicola,
Pyhtochemistry,42, 411-415, 1996.

[33] CHATTERJEE, T. K., BASAK, A., DAS GUPTA, C.,ARUA, A. K,
SEN, K., Microbiological Oxidation of Testosterobg Giberalla fujikuroi
(NCIM), Journal of General and Applied Microbiolog3b,339-341, 1979.

[34] PORTER, R. B. R., GALLIMORE, W. A., REESE, M., Steroid
Transformations with Exophiala jeanselmel var. Lecanii-corni and
Ceratocystis paradoxa, Steroids, 64, 770-779, 1999.

[35] FRIED, J., THOMA, R. W., KLINGSBERG, A., Oxitian of Steroids by
Microorganisms lll. Side Chain Degradation, RingClzavage and



[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

26

Dehydrogenation in Ring A, Journal of the Americgmemical Society,
75, 5764-5765, 1953.

FAROOQ, A., TAHARA, S., Biotransformation of estosterone and
Pregnenolene Catalyzed by the Funddstrytis cinerea, Journal of
Natural Products, 63, 489-491, 2000.

HUSZCZA, E., DMOCHOWSKA-GLADYSZ, J., Transfoations of
Testosterone and Related SteroidsBujrytis cinerea, Phytochemistry,
62, 155-158, 2003.

HOLLAND, H. L., TAYLOR, G. J., Transformationgf steroids and the
Steroidal Alkolaid Solanine b¥hytophthora infestans, Phytochemistry,
18, 437-440, 1979.

HOLLAND, H. L., BROWN, F. M., CHENCHAIAH, P. C
CHERNISHENKO, M. J., KHAN, S. H., RAO, J. A, Midal
Hydroxylation of Steroids. Part 12. Hydroxylatiom ®estosterone and
Related Steroids b§nomonia fructicola ATCC 11430, Canadian Journal
of Chemistry, 67, 268-274, 1989.

GLADYSZ, J.D., KOLEK, T., SIEWINSKI, A., Redtion of
Testosterone, Androstenedione and Their Derivatiyesphanocladium
album, Journal of Basic Microbiology, 29, 1-12, 1989.

ADAMS, A., DEMYTTENAERE J. C. R., DE KIMPE, N.
Biotransformation of (R)-(+) and (S)-(-)- Limonerie a-Terpineol by
Penicillium digitatum — Investigation of the Culture Conditions, Food
Chemistry, 80, 525-534, 2003.

MIYAZAWA, M., TAKAHASHI, T., SAKATA, K., HORIBE, I.,
Biotransformation of Three Aromadendrane-type Sisqenoids by
Aspergillus wentii, Journal of Chemicial Technology and Biotechnology,
83, 1006-1011, 2008.

NUNES, R. M. D., PEIXOTO, A. F., AXET, M. RREREIRA, M. M.,
MORENO, M. J., KOLLAR, L., CLAVER, C., CASTILLON, $
Selective Hydrogenation ofa,p- Unsaturated Oxosteroids with
Homogeneous Rhodium Catalyst, Journal of Moleclatalysis A:
Chemical, 247, 275-282, 2006.

HIRSCHMANN, H., Steroids of Urine of Ovariectoized Women,
Journal of Biological Chemistry, 136, 483-502, 1940

SHOPPE, C.W., PRINS, D.A., Die Umlagerung vba-Oxy-20-keto-
Steroiden IV. Die Umsetzung vorf,3 7a-Diacetoxy-allo-pregnan-on-20
mit Methylmagnesiumbromid, Helvetica Chimica. Acgf, 2089-2095,
1943.



[46]

[47]

[48]

27

PETERSON, D. H., EPPSTEIN S. H., MEISTER, R, MURRAY, H.
C., LEIGH, H. M., WEINTRAUB, A., REINEKE, L. M., Mirobiological
Transformations of Steroids. IX. Degradation of; Gteroids to &
Ketones and to Testololactone, Journal of the AtaerChemical Society,
75, 5768-5769, 1953.

BLUNT, J. W., STOTHERS, J. BXC NMR Spectra of Steroids -A
Survey and Commentary, Organic Magnetic Reson&)ek39-464, 1977.

KIRK, D. N., TOMS, H. C., DOUGLAS, C., WHITE. A., SMITH, K.
E., LATIF, S., HUBBARD, R. W. P., A Survey of Highield '*H NMR
Spectra of the Steroids Hormones, Their Hydroxgaierivatives and
Related Compounds, Journal of the Chemical Sodrskin Transactions
2, 1567-1594, 1990.



EKLER



29

nwnayads YN H, WWSISd[Iq () UoIasoIsa] [y [1o$

i

()

HO

(14) wdd



30

nwnayads MNN D¢y uruigisoqiq () UOIAISOISA L, "T'Y [

HO

(14) wdd

(b)



31

nwnnyads VAN H, ururgisagiq (91) uvorp-z | ‘C-URISOIPUY-DEC ¢y -

(1)) wdd
ot 0 . |

N_‘g_“.. __,__‘% %% Al

~
I “e
~




32

nwnnyads JYINN Oy, uruigisanq (91) UOIP-£ [*C-URISOIPUY-DG "'y INEN

(1) wdd

00z




33

nunayads YN H, wmurgrsorq (1) UO-£ [-URISOIPUB-DG-ISNOIPIH-D¢ "G Y [IBEINS
(14) wdd
o'l 0¢ 0¢ (187 0°G 09 0.
— _\ S N B N _1 B I 1_5\;;\ S R R EI_’L\{F,,\!,f;,i?\t_t..‘r_:iL. S R % SN S R R ,
“

(Ly)

.lllII

\OH




34

nwnyads YIAIN e uruigisonq (1 1) Uo-/ [-uejsoipue-ng

(L)

RN

SISNOIPIH-DE "0y 1404

(134) wdd

OH



35

nunnyads YINN H, utuidisagq (1) UO-L [-UBISOIPUBR-DG-ISNOIPIL] (¢ £V 12§

(1) wdd
oL 0z o€ ot 0S 09 02
S SR 1 1 \“ LE— L I \m S B I L S N S S | flh e 1 L \_ | 1 L. _ A
, T J Y — T T — ‘r A — e B
A i
% : h !
|
(e1)
H
! E OH
(@)




36

nwnnyads YN D UTUISISa[1q (1) UO-L [-URISOIPUR-DC-ISNOIPTH (¢ "]V [10

(13) wdd
0oL 0GlL 00z

—

(e1)

ol L

OH



37

e

S ~ S E

o'l 0¢

nwnayads IAN H, uruigi$aqq () uoip-2 1 c-ua

o€ (V4 0's 09
I RS R ST

(8)

SPRISOIPUY 6TV [1ag

(14) wdd




38

]

001

nunnyads YN D¢, uruigisanq (g) UOIP-L 1 *¢-Ud-£-1S0IpUY ()] y (140

(14) wdd
0S1 00z

(8)



39

NUNINRAS WAIN Hy utirSI$oqq (L1) uo-g-ua-p-1soapuersyoipiyici-gz 1o -1 v RGN

(1) wdd
06 09 0/

(z1)
HO

HO




40

nunnyads YINN D, uturgisagq (£ 1) HO=E-UD-H=1SOIPURISNOIPIYIA-E L [ *J9 T Vv (104

(13) wdd
oS ool :

oSt

(z1)
HO




41

nunayads JYIAIN H, uruIgisoqq (g 1) vo-¢

o€ oy 0g

N ¥

C T T e ,_H \<;j_ T

“US=PISOIPURISYOIPIYIC-( L [ 'Dp ] €1V 1Y0G

(14) wdd

S S _ . ;,F,(Jr\lhf\;;\t_l-[rf‘«_‘\E.L_...i:._i I S _‘ SRS S N S U SN S N N

(81)

I
'!IIIO

HO



42

nwnayads YN O, uruigisagiq (gy) uo-

ool oG

HO

E-UD-pISOIPURISNOIPIYICT-(IL [ DF [ 17V [1Y0S

(14) wdd

(8L)

I
-IIIIO



43

OZGECMis

IIknur Kiipgu 1974 yilinda Sakarya’dagttu. Ilk 6grenimini Atatiirk ilkokulu’nda,
orta @renimini ise Geyve Lisesi'nde tamamladi. Lisangefimi 1996 yilinda
Eskisehir Osmangazi Universitesi Kimya boliminde tamaml&leslek hayatina
1997 yilindaizmit Bilimsel Dershanesinde Kimya@tmeni olarak bdadi.

Yiksek lisans grenimine 2007 yilinda Sakarya Universitesi FeninBri
Enstitist Kimya Anabilim Dalinda kliadi.



