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OZET

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

Bu ¢alismada, Cladosporium sphaerospermum MRC 70266 ve Ulocladium
chartarum MRC 72584 kiifleri ile androstendion bilesiginin biyotransformasyonlari
gerceklestirildi.

Androstendion bilesiginin  Cladosporium sphaerospermum MRC 70266 ile
inkiibasyonu 17p-hidroksiandrost-4-en-3-on (%2), Sa-androstan-3,6,17-trion (%3),
6p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%37), 17B-hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (%5),
6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (%6), 15a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%4)
ve 6pB,17B-dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion  (%3) bilesikleri ile sonuglandi.
Androstendion bilesiginin Ulocladium chartarum MRC 72584 ile inkiibasyonu ise
Sa-androstan-3,6,17-trion (%13), 17B-hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (%3), 14a-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%14), 7p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%18) ve
7a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%10) bilesiklerini verdi. 6p,17pB-
dihidroksiandrost-4-en-3, 16-dion yeni bilesik olarak tanimlandi.

Metabolitlerin yap1 tayinleri, baslangic maddesi ile metabolitlerin erime noktalari,
NMR ve IR spektrumlari karsilastirilarak gergeklestirildi.



BIOTRANSFORMATIONS OF ANDROSTENEDIONE BY
CLADOSPORIUM SPHAEROSPERMUM AND ULOCLADIUM
CHARTARUM

SUMMARY

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

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

Incubation of androstenedione with Cladosporium sphaerospermum MRC 70266
yielded 17p-hydroxyandrost-4-en-3-one (2%), Sa-androstane-3,6,17-trione (3%), 6p3-
hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (37%), 17p-hydroxyandrost-4-en-3,16-dione (5%),
6p,17p-dihydroxyandrost-4-en-3-one  (6%), 15a-hydroxyiandrost-4-en-3,17-dione
(4%) and 6P,17B-dihydroxyandrost-4-en-3,16-dione  (3%). Incubation of
androstenedione with Ulocladium chartarum MRC 72584 vyielded 5a-androstane-
3,6,17-trione  (13%), 17B-hydroxy-5a-androstane-3,6-dione (3%, 14a-
hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (14%), 7p-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (18%)
and 7a-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (10%). 6B,17p-dihydroxyandrost-4-en-3,16-
dione was idendified as a new compound.

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



BOLUM 1. GIRIS

Dogal iirtinler, canlilarin biiyiime ve iiremesi i¢in esas teskil etmeyen sekonder
metabolizmanin sekonder metabolitler olarak da bilinen iiriinleri olup bulundugu
canlilara faydalar saglayan ve daha ¢ok diger canlilar iizerindeki etkilerinden dolay1
dikkat ¢eken kimyasal maddelerdir [1,3]. Dogal iirlinler hemen hemen her grup
canlida bulunmalarina ragmen oOzellikle bitkilerde, mikroorganizmalarda,
mantarlarda ve bdceklerde daha yaygin olarak gozlenirler. Ayrica bu bilesikler
bitkiler, hayvanlar, bdcekler ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimin
diizenlenmesinde 6nemli ekolojik roller oynar. Canlilar i¢in biiyiik dneme sahip olan

dogal iiriinler daha cok bitkiler ve mikroorganizmalarda gozlenirler [3].

Bu bilesikler ¢ok sayida ve farkli yapilarda olsalar da genelde tabiattaki
biyosentezlerinden kaynaklanan bazi 6zel yapisal 6zelliklere sahip olmalari sebebi ile
yag asitleri, terpenoidler, stereoidler, poliketidler, alkaloidler, fenilpropanoidler,
peptidler, 6zellesmis karbonhidratlar ve 6zellesmis aminoasitler gibi siniflar altinda

incelenirler [1].

Steroidler siklopentanoperhidrofenantren veya sadece steran halkasi olarak bilinen
birbirleri ile kaynasmis dort halk icerirler [4,5]. Bu halkalar sirasiyla A, B ve C
halkalar1 olarak adlandirilan ti¢ adet siklohekzan halkasi ile D halkasi olarak
adlandirilan bir adet siklopentan halkasi igerir (Sekil 1.1.). Komsu halka ciftlerinin
her biri halka baglantilarinda iki karbon atomu paylasir. Cogu dogal steroid 10. ve 13.
karbon pozisyonlarinda metil gruplar1 igerir. Bazi steroidler D halkasindaki 17.

karbondan orjinlenen yan zincirlere de sahiptir [4].



Sekil 1.1. Genel steroid yapist

A halkalarindaki 3 numarali karbon atomlarinda hidroksil grubuna sahip olan
steroidlere steroller ad1 verilir [4,5]. Kolesterol (1), ergosterol ve stigmasterol en ¢ok
bilinen sterollerdir. Kolesterol (1) hayvansal kaynakli gidalarda, ergosterol
mantarlarda ve stigmasterol ise bitkilerde bulunur [5].

Kolesterol (1) dort halka, bir yan zincirden olusan 27 karbonlu bir bilesiktir (Sekil
1.2.). Memeli hiicrelerindeki en yaygin sterol olan kolesterol (1) membran
akigkanligini diizenlemesinden dolayr biyokimyasal olarak oOnemlidir. Ayrica
kolesterol (1) steroid hormonlari, safra asitleri, D3 vitamini Onciisii olan bir bilesiktir
[4,5].

Sekil 1.2. Kolesterol

Kolesterol (1) tiirevi olan steroid hormonlar; glukokortikoidler, mineralokortikoidler,
androjenler, Ostrojenler ve progestinler olmak iizere bes grupta incelenmektedirler
[5]. Androjenler, Ostrojenler ve progestinler esey hormonlari olarak da bilinir [4]. Bu
hormonlar {ireme ile ilgili organlarin gelisme ve biiylimelerini, ikincil esey

karakterlerini ve iireme dongiisiinii diizenlerler [4,5].

Androjenler erkek iireme organlarinin farklilagmasini ve olgunlagsmasini kontrol eden

erkek esey hormonlaridir. Androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri erbezleri (testis)



olsa da bu hormonlarin bir kismi1 adrenal korteksten salinmaktadir. Adrenal korteks ve
testislerdeki androjenlerin biyosentezi A* yolu veya A® yolu olmak iizere iki fakli

sekilde (Sekil 1.3.) ger¢eklesmektedir [4].
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Sekil 1.3. Bazi steroid hormonlarin biyosentezi

tirevlenen pregnenolon (2) ilk 6nce C-4 pozisyonunda ¢ift bag olusturmak icin
progesterona (3) daha sonra ise 17a-hidroksiprogesterona (4) dontstiiriiliir. 17a-

Hidroksiprogesteron (4) biinyesindeki yan zincirin uzaklastirilmasi ile androst-4-en-



3,17-dion olarak da bilinen androstendion (5) bilesigi olusur. Androstendion (5)
bilesiginin C-17’deki indirgenmesiyle giiclii bir androjen olan ve testosteron olarak da
bilinen 17B-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesigi olusur. 17p-hidroksiandrost-4-en-
3-on (6) ise daha sonra Sa-rediiktaz aktivitesi ile daha etkin bir diger androjen olan ve

DHT olarak da bilinen dihidrotestosteron (7) bilesigine dontistiiriiliir [4].

Aslinda bir yan yol olan A’ yolunda ise kolesterol (1) bilesiginden tiirevlenen
pregnenolon (2) 17a-hidroksipregnenolon (8) bilesigine dondstiiriildiikten sonra
DHEA olarak da bilinen dehidroepiandrosteron (9) bilesigi elde edilir.
Dehidroepiandrosteron (9) ise androstendion (5) bilesigine c¢evrildikten sonra
testosterona (6) doniisebilmektedir. Disi bireylerde etkili esey hormonlar1 olan

ostrojenler ise androstendion (5) ve testosteron (6) bilesiklerinden sentezlenmektedir

[4].

Androstendion (5) androjen metabolizmasindaki 6nemli bir metabolit olmasinin
yaninda farmasotik agidan énemli androjenler, anabolik ilaglar ve spironolakton gibi

bircok onemli bilesigin hazirlanmasinda da ¢ikis maddesi olarak kullanilmaktadir

[6].



BOLUM 2. ANDROSTENDION BILESiGININ BAZI KUFLER
ILE BIYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Biyotransformasyonlar

Enzimleri ya da enzimleri iceren biyolojik sistemleri kullanarak ksenobiyotikler
tizerinde gerceklestirilen kimyasal reaksiyonlara biyotransformasyonlar adi verilir
[7]. Enzimler c¢esitli biyolojik sistemlerin (hiicre, doku ve organ Kkiiltiirleri,
mikrozomlar, mikroorganizmalar veya mikrooganizma sporlar1 gibi) biinyesinde
bulunabilecegi gibi izole edildikten sonra sabitlenmis veya serbest olarak da
kullanilabilir [7,8]. Son zamanlarda biyotransformasyonlar i¢in kullanilan enzimlerin

cogu biyolojik kaynaklardan izole edilirken bir kismu ticari olarak elde edilmektedir.
2.2. Enzimlerin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Enzimlerin olduk¢a hassas, pahali, sadece kendi substratlar1 iizerinde ve sadece
kendilerine 6zgli olan dogal c¢evrelerinde etkili olduklar1 gibi bazi Onyargilar
bulunmasina ragmen biyotransformasyon g¢alismalarinda kullanilan ¢ogu enzim igin

bu ifadeler dogru degildir [8].

Enzimler ¢cok hizli ¢alistiklari icin birgok avantajlar saglar. Ornegin, enzimler ile
gergeklesen bir reaksiyon enzim olmaksizin gerceklesen bir reaksiyona gore 108-10%°
kat daha hizl gerceklesir. Ilaveten enzim kullanilan reaksiyonlarda katalizor oran1 %
103-10"* mol arasinda degisirken diger katalizérlerin kullanildig: bir reaksiyonda bu

oran % 0,1-1 mol aralifina kadar ¢ikabilmektedir.

Enzimler, klasik sentez yontemlerindeki cogu reaktifin aksine dogada tamamen

parcalanabilir ve doga dostu olarak bilinirler.



Enzimler genellikle maksimum aktiviteye sahip olduklar1 optimum pH ve sicaklik
araligma sahiptirler. Enzimler, yaklasik pH degerinin 5-8 ve sicakligin 20-40°C
araliginda oldugu kosullarda c¢alisirlar. Bahsedilen sartlarda  bozunma,
izomerizasyon, rasemizasyon ve yeniden diizenleme gibi istenmeyen yan

reaksiyonlarin gergeklesme oranini azaltabilir.

Enzimler metabolik yollardaki multienzim sistemlerine benzer veya ayni sartlar
altinda etkili olabildikleri i¢in bir reaksiyon agindaki birden fazla seri reaksiyonu

ayni ortamda gerceklestirebilirler.

Enzimler reaksiyonlarini her iki yonde de gergeklestirebilirler. Enzimler kullanilarak
ester, eter, lakton, laktam, epoksit, asit anhidrit, amid ve nitrillerin hidroliz veya
sentezi, alkan, alken, aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton, siilflirler ve
stilfoksitlerin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi, karboksilasyon, dekarboksilasyon,
alkilasyon ve dealkilasyon, halojenasyon ve dehalojenasyon, izomerizasyon, su,
amonyak ve hidrojen siyaniir eklenmesi veya eliminasyonu, agiloin ve aldol
reaksiyonlari, Michael katilmasi ve Diels-Alder reaksiyonlar1 gibi reaksiyonlar

gercgeklestirilebilir.

Karmagik bir {i¢ boyutlu yapilara sahip olan enzimler regiosecici ve stereosecici
biyomolekiiller olduklar1 i¢in aynmi substrat molekiiliiniin farkli kisimlarindaki
fonksiyonel gruplar bile ayirabilirler. Enzimler ayrica kemosecici olmalari sebebi ile

genelde tek bir spesifik fonksiyonel grup tlizerinde etki gosterirler.

Enzimler sadece L-amino asitleri igeren kiral biyokatalizorlerdir ve enantiyosegici
davranirlar. Bu sayede prokiral bir substrat enzimlerin etkisi sonucunda sadece bir
enantiyomere  doniisiitken  genelde  enzimlerin  rasemik  karigimlardaki

enantiyomerlerden sadece birini etkilemesiyle enantiyomerler bile ayrilabilmektedir

[8].



Enzimler yukarida bahsedilen bu avantajlar1 sayesinde klasik sentez yontemleriyle
gerceklesmesi  ¢ok  zor veya imkansiz  olan  tepkimeleri  kolayca

gergeklestirilebilmektedirler.

Enzimlerin baz1 dezavantajlart da bulunmaktadir [8]. Enzimler sadece belirli bir
enantiyomerik yapiya sahip olduklari i¢in diger enantiyomerlerin D-amino asitlerden
sentezi i¢in genel bir yol olmamasi nedeniyle yanlizca belirli bir enantiyomer ile

reaksiyon verebilirler.

Enzimler ayrica kendi aktiviteleri lizerinde etkili olan pH ve sicaklik gibi

parametrelerdeki degisimlere kars1 olduk¢a duyarlidirlar.

Enzimler icin en uygun reaksiyon ortaminin su olmasina ragmen c¢ogu organik
bilesigin sudaki ¢ozlniirliikleri oldukea diistiktiir. Enzimatik bir reaksiyon organik
bir ¢oziiciide gerceklestiginde enzimler denatiire olabilecegi icin aktivite kaybi

yasanabilir ve bu istenmeyen bir durumdur.

Enzimler inhibisyona ¢ok hassas biyomolekiillerdir. Enzimatik reaksiyonlarin
cogunda enzimler, yiiksek orandaki substrat ve {iriin varliginda inhibe olurlar. Bu
sekildeki substrat inhibisyonu, diisiik miktarlarda substrat miktarindan baglanarak
ortama siirekli substrat eklenerek engellenebilir. Miktar1 artan iirliniin reaksiyon
ortamindan araliklarla uzaklastirilmas: genelde {irliniin bir sonraki reaksiyon

basamagina dahil olmasi1 sebebi ile olduk¢a zordur.

Enzimler kendilerine 06zgli dogal kofaktorlerine bagimlidirlar ve enzimatik
reaksiyonlarda NADH ve NAD(P)H gibi kofaktorlerin reaksiyon ortaminda
bulunmalar1 ve stirekli yenilenmeleri gerekir. Kofaktorlerin sentetik esdegerlerinin
kendilerinin yerine kullanilamamasi, kararsiz ve oldukga pahali molekiiller olmalar1

da enzimler ile gergeklestirilen reaksiyonlarin 6nemli dezavantajlar arasindadir.



Buna ilaveten bazi enzimler alerjik reaksiyonlara da neden olabildikleri i¢in diger
kimyasal maddeler gibi dikkat edilerek kullanilmalidirlar. Enzimleri dikkatli

kullanimlar1 ile bu alerjik reaksiyonlar engellenebilir veya en aza indirgenebilir [8].

2.3. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyonlar genellikle izole enzimler ya da biitiin hiicre sistemleri ile
gergeklestirilir. Biitlin hiicre sistemleri bitki ve hayvanlara ait hiicre, doku ve organ
kiiltiirleri ile mikroorganizmalardan olugur. Biitiin hiicre sistemleri ile izole

enzimlerin sahip olduklari avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir [8].

Cogu hiicre i¢i enzimin hiicre disinda kararsiz olabilmeleri, homojenasyonlar
esnasinda bazi proteolitik enzimlerin etkisi ile parcalanmalari, kofaktor ihtiyaglarinin
giderilmesi, kofaktorlerin reaksiyon ortamina siirekli ilave edilmesi zorunlulugu,
enzimlerin yiiksek izolasyon maliyetleri ve izolasyonlarinin zorlugu gibi problemler
sebebi ile biyotransformasyon caligsmalarinda genelde biitlin hiicre sistemleri tercih

edilmektedir.

Biitiin hiicre sistemleri ile gercgeklestirilen biyotansformasyon icin ise genelde
mikrobiyal hiicreler kullanilmaktadir. Mikrobiyal hiicrelerin biiylime ve gelisimi
bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢cok daha hizli gergeklestigi icin mikrobiyal hiicreler
ile biyotransformasyonlar daha kisa zaman alirlar. Mikrobiyal hiicreler, daha kii¢lik
boyutlar1 ve saglam hiicre duvarlar1 sayesinde bitki ve hayvan hiicrelerine gore
mekanik olarak daha kararlidirlar. Mikrobiyal hiicrelerin bulunduklari ortama
kolayca adapte olabilmeleri kulanicilarina avantaj saglar. Ayrica mikrobiyal hiicreler

bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok farkli tipte subsratlari metabolize edebilirler.

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik sentez yontemlerine karsi bazi tistlinliikleri
sebebi ile biyoteknolojinin temel elemanlart arasinda yer alirlar [7,9].
Mikroorganizmalarin  genetik  olarak  degistirilebilmeleri  biyoteknolojideki
kullanimlarin1  daha da yaygimlastirmaktadir. Mikroorganizmalar {izerindeki

gerceklestirilen genetik degisiklikler sayesinde klasik sentez yontemleriyle diisiik



verimle elde edilen 6nemli iirlinler daha yliksek verimlerde elde edilebilir. Genetik

uygulamalar ile hedef iirlinler iizerinde spesifik degisiklikleri gergeklestirmek bile

miimkiin olabilmektedir [9].

Tablo 2.1. Biitiin hiicre sistemlerine kars1 izole edilmis enzimler kullanmanin avantaj ve dezavantajlari [8]

Biyokatalizor Formlar Avantaj Dezavantaj
Basit diizenekler Kofaktore ihtiyag duyulmasi
Genel Basit iglemler Sinirh enzim kararlilig
Yiiksek konsantrasyon
toleransi ile iyi verim
Yan reaksiyon ihtimali
Lipofilik substratlarin diisiik
Sulu ortam Yiiksek enzim aktivitesi ¢oziiniirligi
izole enzimler Ekstraksiyon gerekliligi
Calisma kolayligi
Organik Lipofilik substrat kolayligi Diisiik aktivite
coziici Enzimin geri kazanim
kolaylig1
Immobilize Enzimin tekrar kullamilabilirligi  Immobilizasyon ile aktivite
olan kayb1
Pahali donanim
Biiyiik hacimlerle ¢alisma
o zorlugu
Genel Kofaktore ihtiya¢ duyulmamasi Diisiik konsantrasyon
toleransi sebebi ile diigiik
verim
Yiiksek yan iiriin verme
Biiyiiyen kiiltiir Cok miktarda biyokiitle
Biitiin hiicreler Yiiksek aktivite gelismesi
Yan iriin fazlaligi
Proses kontrol giigliigii
Duragan Calisma kolaylig1 Diisiik aktivite
hiicreler Az yan {irlin olusumu
Immobilize Hiicrenin yeniden Diisiik aktivite

olmus hticreler

kullanilabilirligi

Mikrobiyal hiicreler spesifik olmayan enzim sistemleri ile hem dogal hem de sentetik
olan cok sayidaki farkli substrat lizerinde pek c¢ok farkli kimyasal reaksiyonlari

gerceklestirebilmektedir [7].



Mikrobiyal biyotransformasyonlarin ¢ogu klasik sentez yontemlerine gore oda
sicakligt ve 1 atm basing altindaki basinglar gibi ¢ok daha iliman sartlarda

gerceklesir [8].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik sentez yontemlerine gore daha ucuza ve
daha kisa siirede gergeklestirilir. Mikrobiyal biyotransformasyonlar sayesinde hedef
bilesikler, genellikle oldukca yiiksek verimlerde, daha kisa siireler igerisinde,
kimyasal reaktiflere gore c¢ok daha ucuza mal edilen besiyeri bilesenleri ve

mikroorganizmalar kullanilarak elde edilebilmektedir [7,8].

Cevreye biiyiik zararlar veren klasik sentez yontemlerinde kullanilan reaktiflerin

aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢evre dostudur [7].

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlari enzimler tarafindan
gerceklestirildikleri i¢in enantiosecicidir. Hedef molekiiller klasik sentez yontemleri
ile cogu zaman ayrilmalar1 olduk¢a zor olan rasemik karigimlar ile sonuglanir.
Ozellikle ilag etken maddelerinin sentezinde yanlizca hedeflenen enantiyomeri elde
edilebilmesi son derece onemlidir. Giliniimiizde tek enantiyomerin se¢imli sentezi

i¢cin mikroorganizmalarin kullanilmalar1 gittik¢e yayginlagmaktadir [8].

Klasik kimyasal sentez yontemlerinin aksine biyotransformasyon reaksiyonlarinda
kullanilan mikroorganizmalarin sahip olduklar1 enzimlerin regiosecici olmalar
sebebi ile mikrobiyal biyotransformasyonlar esnasinda substratlar iizerindeki diger

fonksiyonel gruplarin korunmasina gerek kalmaz [7,8].

Klasik  kimyasal sentez yOntemlerinin  aksine substrattaki  mikrobiyal
biyotransformasyonlarin gergeklesecegi yerin civarinda ¢ogu zaman belirli bir
fonksiyonel ~ grubun  bulunmasma gerek  yoktur. Ornegin, mikrobiyal

hidroksilasyonlar fonksiyonel gruplarin uzaginda meydana gelir [7].



Cogu klasik sentez yontemlerine karsilik gelen reaksiyonlar mikroorganizmalar
kullanilarak  da  gerceklestirilebilmektedir. ~ Buna  ilaveten = mikrobiyal
hidroksillenmeler (hidroksilasyonlar) gibi bazi mikrobiyal biyotransformasyonlar,
klasik sentez yontemleri ile tek basamakta bile gergeklestirilemezler. Mikrobiyal
hidroksillenmeler biyotransformasyon reaksiyonlarinin en yaygin ve Onemli
olanlarindandir [8]. Mikrobiyal hidroksillenmeler ilk olarak iltihap giderici olarak
kullanilan kortikosteroidlerin sentezine yonelik c¢alismalarda goézlenmistir. Bu
steroidlerin sentezinde, herhangi bir fonksiyonel grupdan ¢ok uzakta bulunan C-11
pozisyonuna bir oksijen yerlestirilmesi, klasik sentez yontemleri ile olduk¢a uzun ve
pahal1 bir islem olmasina ragmen bu reaksiyonun bir basamakta Rhizopus arrhizus
kiifii kullanilarak yiiksek verimli bir 11-hidroksillenmesi ile gergeklestirilebilmesi
dikkatleri mikrobiyal biyotransformasyonlar tizerine ¢ekmistir. S6z konusu reaksiyon
sayesinde (Sekil 2.1) progesteron (3) mikrobiyal hidroksillenme ile 11la-
hidroksiprogesteron (10) bilesigine dontistiirilmistiir [7].

HO,

3 (10

Sekil 2.1. R. arrhizus ile progesteron (3) biyotransformasyonu

Gilinlimiize kadar ¢ok sayida farkli mikroorganizma tiirii  mikrobiyal
biyotransformasyonlar icin serbest veya uygun yiizeylere sabitlenmis olarak
kullanilmistir ve halen kullanilmaktadir. Mikrobiyal biyotransformasyonlar i¢in

genelde bakteriler, kiifler ve mayalar kullanilmaktadir [9].
2.4. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari
Steroidlerin kiifler ile biyotransformasyonlar1 fungal biyotransformasyonlarin yiiksek

regio ve stereosegicilikleri sebebi ile steroid ilaglar ve hormonlar gibi ¢ok daha

onemli ve fonksiyonlu bilesiklerin iiretimi i¢in halen yaygin olarak kullanilmaktadir



[10,14]. Bilinen mikrobiyal biyotransformasyonlarin verimlerini artirmaya,
kullanilabilir yeni mikroorganizmalar ve reaksiyonlar elde etmeye yonelik caligmalar

araliksiz olarak siirdiiriilmektedir [10].

Giliniimiize kadar androstendion (5) bilesiginin ¢ok sayida farkli kiif tiirleri ile
biyotransformasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarindan Baeyer-Villiger
oksidasyonlari, mikrobiyal hidroksillenmeler ile steran halkasinin farkli kisimlarina
hidroksil gruplarinin eklenmesi, mikrobiyal hidrosillenmeler ile eklenen bu hidroksil
gruplarinin ~ oksidasyonlari, keton gruplarmmin rediikksiyonu, A  halkasinin
aromatiklesmesi, steran halkasindaki farkli kisimlarin mikrobiyal hidrojenasyonlari

ve dehidrojenasyonlari gibi ilging sonuglar elde edilmistir [10,14].

2.4.1. Cladosporium sphaerospermum

Cladosporiaceae familyasina dahil olan Cladosporium askomiset mantarlarinin
yaygin ve Onemli bir cinsidir [15]. Diinyanin her yerinde yayilim gdsteren
Cladosporium tiirleri genelde hava, gida, bitkiler, boya ve elbiselerden izole edilirler
[15,16]. Yaygin endofitler ve bitki patojenleri olan bu tiirler diger mantarlarin
parazitleri bile olabilmektedir [15]. Baz1 Cladosporium tiirlerinin insan ve hayvanlar

i¢in bile patojen oldugu bilinmektedir [17].

Cladosporium sphaerospermum tiirii yeryiiziinde genis dagilim gosteren, yiiksek tuz
derisimleri ve ozmotik basinca dayanikli bir kiiftiir [18]. C. sphaerospermum ¢ogu
zaman i¢ ve dis mekanlardan [19,20], insanlar [21] ve bitkilerden [22] izole edilir.
Literatirde C. sphaerospermum ile gergeklestirilmis sadece bir steroid
biyotransformasyonu c¢alismast  bulunmaktadir [23]. Bu c¢alismada C.
sphaerospermum MRC kiifii 70266 17p-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesiginin
cogunu C-6p pozisyonunda hidroksillerken, C-17’de bir oksidasyon, bir 5a-
indirgenmesi, C-7B, C-128, C-15a ve C-16B pozisyonlarinda diger bazi

hidroksillenmeler de gozlenmistir.



2.4.2. Ulocladium chartarum

Askomiset mantarlarinin 6nemli ve yaygin bir diger cinsine ait olan Ulocladium
tirleri farkli dagilimlara ve rollere sahip kiiflerdir. Ulocladium tiirlerinin gogu
safrofit olarak yasarken, bazilar1 bitki hastaliklarina, bazilar1 ise gidalarda
bozulmalara yol agarlar. Bazi Ulocladium tiirleri ise onemli enzim kaynaklari ve

biyokontrol ajanlar1 olarak kullanilmaktadir [24].

Ulocladium cinsinin yaygimn bir iiyesi olan Ulocladium chartarum daha ¢ok ig
mekanlarda gézlenen bir kiiftiir [24]. Literatirde U. chartarum ile gergeklestirilmis
sadece bir steroid biyotransformasyonu c¢aligmasi bulunmaktadir [25]. S6z konusu bu
caligmada U. chartarum MRC 72584 kiifii 17p-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesigi
tizerinde C-6f, C-7B, C-14a ve C-12P pozisyonlarinda hidroksillenmeler, bir 5a-

indirgenmesi ve C-6 ve C-17’de oksidasyonlar gergeklestirmistir.
2.5. Calismanin Amaci
Bu ¢alismada Cladosporium sphaerospermum ve Ulocladium chartarum kiiflerinde

androstendion (5) bilesiginin nasil metabolize edidigini gormek i¢in substratin s6z

konusu kiifler ile biyotransformasyonlarinin incelenmesi amaglanmistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cihazlar, Sarf Malzemeler ve Kullanilan Yontemler

Biyotransformasyon ¢alismasinda kullanilan besiyeri ve cam malzemeler Niive OT
40 L marka otoklav ile 20 dakika boyunca 121°C sicaklikta sterilize edildi. Kiiflerin
tazelenmesi ve biyotransformasyon c¢alismalari esnasindaki inkiibasyonlarin
gerceklestirilmesi i¢in Niikleon marka Sinif II Tip Biyolojik Giivenlik Kabini (steril
kabin) kullanildi. Biyotransformasyon caligmasi ve kiiflerin yetistirilmesi Gerhardt
THO 500 Laboshake marka calkalamali inkiibator ile gergeklestirildi. Infrared
spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum Two spektrometre cihazi ile alindi. *H NMR
spektrumlar1 i¢ sinyal olarak tetrametilsilan standard: kullanilarak 300 MHz’de
calisan Varian Mercury 300 NMR spektrometresi ile doterokloroform igerisinde
alind1. *C NMR spektrumlari ise 75 MHz’de Varian Mercury 300 NMR kullanilarak
doterokloroform igerisinde alindi. Erime noktalarmi tayin etmek icin de
Elektrothermal A 9200 erime noktas1 tayin cithaz1 kullanildi. Elementel analiz i¢in

Thermo Finnigan Flash EA 1112 elementel analiz cihazi kullanildu.

Biyotransformasyon caligmasinin ve kolon kromatografi calismalarinin sonuglari
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi. ITK ¢aligmalar1 0,25 mm
kalinliginda silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1)
¢oziicli sistemi kullamlarak gerceklestirildi. ITK tabakalarindaki bilesikler
p-anisaldehit-siilfiirik asit reaktifine daldirtlip 120°C sicaklikta 3 dakika boyunca

1sitildiktan sonra goriintir hale gelmeleri saglandi.

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

Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitilisii’'nden yatik agar kiiltiirli olarak satin alindi. Bu



kiiltiirler PDA (potato dekstroz agar) iceren yatik agar besiyerlerinde ve 4°C’de

tazelendi, ¢ogaltild1 ve korundu.

Androstendion (5) bilesigi Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Kiifler igin
hazirlanan besiyerinde kullanilan tiim kimyasallar, yatik agar besiyerleri igin
kullanilan PDA ve agar, calismada kullanilan tiim solventler ise Merck firmasindan

satin alindi.

3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

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

birakilarak yatik agarbesiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakilmak {izere, stok fungal
kiiltiiriindeki kiiflerin bir kismu1 yatik agarbesiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda
aktarildi. 15 giinde bir 3 yeni yatik agarbesiyerine steril sartlarda aktarilmak iizere,
hazirlanan yeni yatik agar kiiltiirlerinin en gelismisindeki kiifler secildi. Aktarma
islemi 2 kez tekrarlandiktan sonra elde edilen en taze ve en gelismis yatik agar

kiiltiirtindeki kiifler biyotransformasyon ¢alismasinda kullanildu.

3.4. Kiiflere Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasi

C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 kiiflerine ait
besiyerlerinin her birini hazirlamak icin glukoz (20 g), pepton (5 g), maya ekstrakti
(5 g) 1 L distile su igerisinde ¢oziilerek karistirildi [26].



3.5. Biyotransformasyon Calismasi

Hazirlanan 1 L besiyeri ¢oOzeltileri her bir kif icin 10 adet 250 mL erlene
paylastirilarak otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki
kiiflerin her biri 10 erlene steril sartlar altinda aktarildi ve bu erlenler yeterli miktarda
kif olusabilmesi i¢in 28°C sicaklikta, c¢alkalamali inkiibatorde (160 rpm), 3 giin
boyunca inkiibasyona birakild1. Ugiincii giiniin sonunda her bir biyotransformasyon
calismasi i¢in androstendion (5) (1 g), DMF (10 mL) igerisinde ¢o6ziilerek yeterli
miktarda kiif igeren erlenlere esit hacimlerde ve steril sartlarda ilave edildikten sonra,

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

Biyotransformasyon ¢aligmalarinin takibi birer adet kontrol erleni ile sagland.
Kontrol erlenleri i¢in sadece inokiile edilmemis steril besiyeri ve substrat kullanildi.
Biyotransformasyon c¢alismalarindaki biitiin iglemler kontrol erlenleri iginde
uygulandi. Kontrol erlenlerinden ITK alindiginda herhangi bir metabolit
gbzlemlenmedigi i¢in biyotransformasyon ¢aligmalarindan elde edilen metabolitlerin
gercek biyotransformasyon tirlinleri oldugu sonucuna varildi. Ayrica inkiibasyonlar
boyunca tiim erlenlerdeki besiyeri goriiniimlerinde ve kiif gelisimlerinde degisimler

olup olmadig1 da takip edildi ve herhangi bir farklilik gézlenmedi.

3.6. Metabolitlerin Saflastirilmasi ve Yapilarinin Tayini

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

gerceklestirildi. Yagimsit maddeler igerisindeki steroidleri ayirmak ic¢in adsorban



olarak silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh) kullanilarak bir kolon
kromatografisi ¢alismalar1 gerceklestirildi. Steroidler n-hekzan igerisinde artan etil
asetat derisimleri eliient olarak kullanilarak kolonlardan ayrildi. Kolonlardan karigik
olarak gelen steroidler igerisinde adsorban olarak aktivite derecesi I olan aliiminyum
oksit 90 aktif notral (Merck 101077) iceren ¢ok daha kiiciik kolonlar kullanilarak 2-3
saat icerisinde ayrildi. Kolonlardan ayrilan steroidlerin yapilarinin tayin edilmesi
amaciyla substrat ve elde edilen her bir metabolite ait erime noktasi, NMR ve IR

spektrumlar1 karsilagtirildi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Androstendion (5) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum
MRC 72584 kiifleri ile biyotransformasyonundan elde edilen bilesiklerin yapilarini
belirlemek igin substrat ve elde edilen bilesiklerin erime noktalari, *H NMR, *C
NMR ve IR spektrumlar1 karsilastirildi. Biyotransformasyonu gerceklestirilen
androstendion (5) bilesiginin karbon iskeleti numaralandirilmas:1 Sekil 4.1.’deki

gibidir.

Sekil 4.1. Substratin karbon iskeleti

Androstendion (5) (1 g) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ile 27°C’de 5
giin siliren inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (2021 mg) ile
gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢aligmasindan degisime ugramayan baglangic
maddesi (115 mg) ile 17p-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) (%2), 5a-androstan-3,6,17-
trion (11) (%3), 6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (12) (%37), 17p-hidroksiandrost-
4-en-3,16-dion  (13) (%5), 6P,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (14) (%6),
15a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (15) (%4) ve 6p,17B-dihidroksiandrost-4-en-
3,16-dion (16) (%3) bilesikleri elde edildi (Sekil 4.2.).

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on (6), (20 mg, %2)
%40’k ¢Ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan prizmalar seklinde

kristallendirildi.



Erime noktast: 151-152°C, lit., 1151-153°C [27].

IR (Vmax/cm™): 3200, 1650 ve 1620.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 81 0,80 (3H, s, 18-H); 1,18 (3H, s, 19-H); 3,65 (1H, t, J
=8,5 Hz, 170a-H); 5,72 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 199,75 (C-3); 171,50 (C-5); 123,75 (C-4); 81,51 (C-
17); 53,78 (C-9); 50,36 (C-14); 42,71 (C-13); 38,58 (C-10); 36,30 (C-12); 35,60 (C-
8); 35,54 (C-1); 33,87 (C-2); 32,73 (C-6); 31,42 (C-7); 30,29 (C-16); 23,25 (C-15);
20,54 (C-11); 17,32 (C-19); 11,00 (C-18).

S5a-Androstan-3,6,17-trion (11), (32 mg, %3)

%40’ 11k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan yassi pulcuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 193-194°C, lit., 196-197°C [28].

IR (Vmax/cm™): 1745, 1715 ve 1700.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 81 0,90 (3H, s, 18-H); 0,98 (3H, s, 19-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 219,46 (C-17); 210,74 (C-3); 208,10 (C-6); 57,51
(C-5); 53,48 (C-9); 51,50 (C-14); 48,05 (C-13); 45,30 (C-7); 41,16 (C-4); 37,97
(C-10); 37,43 (C-1); 37,26 (C-8); 36,88 (C-2); 35,58 (C-16); 31,06 (C-12); 21,63
(C-15); 20,92 (C-11); 13,78 (C-18); 12,58 (C-19).

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (12), (391 mg, %37)

%350’1ik ¢bzgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 191-192°C, lit., 190-193°C [29].

IR (Vmax/cm™): 3415, 1740 ve 1670.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 81 0,92 (3H, s, 18-H); 1,38 (3H, s, 19-H); 4,37 (1H, bs,
6a-H); 5,79 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 5c 220,88 (C-17); 200,63 (C-3); 168,41 (C-5); 126,05
(C-4); 72,22 (C-6); 53,40 (C-9); 50,63 (C-14); 47,49 (C-13); 37,83 (C-10); 37,04
(C-7); 36,80 (C-1); 35,63 (C-16); 33,96 (C-2); 31,02 (C-12); 29,20 (C-8); 21,91
(C-15); 20,05 (C-11); 19,30 (C-19); 13,59 (C-18).
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Sekil 4.2. Substratin C. sphaerospermum ile biyotransformasyonu

17B-Hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (13), (53 mg, %5)

%350’1ik ¢Ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 156-157°C, lit., 153-154°C [30].

IR (Vmax/cm™): 3455, 1760, 1675 ve 1620.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 81 0,77 (3H, s, 18-H); 1,22 (3H, s, 19-H); 3,76 (1H, bs,
17a-H); 5,75 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 216,52 (C-16); 199,32 (C-3); 169,99 (C-5); 124,19
(C-4); 86,11 (C-17); 53,65 (C-9); 44,47 (C-14); 42,39 (C-13); 38,65 (C-10); 36,19
(C-12); 35,48 (C-1); 35,36 (C-15); 34,48 (C-8); 33,85 (C-2); 32,45 (C-6); 31,79 (C-
7); 20,27 (C-11); 17,35 (C-19); 11,33 (C-18).



6p,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14), (64 mg, %6)

%60’k ¢Ozgen sistemiyle ellisyon neticesinde etil asetattan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktas1: 222-223°C, lit., 215-220°C [29].

IR (Vmax/cm™): 3500, 1655 ve 1630.

IH NMR (300 MHz, CDCls): & 0,82 (3H, s, 18-H); 1,37 (3H, s, 19-H): 3,64 (1H, t, J
=8,5 Hz, 17a-H); 4,36 (1H, bs, 6a-H); 5,80 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 200,72 (C-3); 168,73 (C-5); 126,17 (C-4); 81,58 (C-
17); 72,76 (C-6); 53,60 (C-9); 50,34 (C-14); 42,81 (C-13); 37,97 (C-12); 37,90 (C-
10); 36,97 (C-7); 36,29 (C-1); 34,14 (C-2); 30,31 (C-16); 29,68 (C-8); 23,20 (C-15);
20,50 (C-11); 19,46 (C-19); 11,07 (C-18).

15a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15), (43 mg, %4)

%70’1ik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 203-204 °C, lit., 193,5-195°C [31].

IR (Vmax/cm™): 3430, 1730, 1670 ve 1620.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 1 0,95 (3H, s, 18-H); 1,22 (3H, s, 19-H); 4,40 (1H, m,
153-H); 5,74 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 215,77 (C-17); 199,35 (C-3); 170,26 (C-5); 123,93
(C-4); 70,31 (C-15); 57,38 (C-14); 53,66 (C-9); 50,50 (C-13); 46,25 (C-16); 38,63
(C-10); 35,68 (C-1); 35,41 (C-8); 33,86 (C-2); 32,59 (C-6); 31,91 (C-12); 31,26 (C-
7): 20,21 (C-11); 17,47 (C-19); 15,31 (C-18).

6p,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16), (33 mg, %3)

%80’lik ¢bzgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 222-224°C.

IR (Vmax/cm™): 3455, 1760 ve 1665.

Elementel analiz: C19H2604 igin %71,67 C ve %8,23 H hesaplansa da %71,49 C ve
%8,10 H gozlendi.



IH NMR (CDCls): 81 0,77 (3H, s, 18-H); 1,38 (3H, s, 19-H); 3,76 (1H, bs, 17a-H);
4,34 (1H, bs, 60-H); 5,82 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 3¢ 216,79 (C-16); 200,54 (C-3); 168, 4 (C-5); 126,28
(C-4); 86,09 (C-17); 72,31 (C-6); 53,37 (C-9); 44,37 (C-14); 42,37 (C-13); 38,20 (C-
10); 38,01 (C-7); 36,72 (C-1); 36,07 (C-12); 35,38 (C-15); 34,02 (C-2); 28,69 (C-8);
20,14 (C-11); 19,43 (C-19); 11,37 (C-18).

Androstendion (5) (1 g) bilesiginin U. chartarum MRC 72584 ile 28°C’de 5 giin
siiren inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (1987 mg) ile
gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan degismeyen baslangic maddesi
(123 mg) ile 5a-androstan-3,6,17-trion (11) (%13), 17p-hidroksi-5a-androstan-3,6-
dion (17) (%3), 14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) (%14), 7B-hidroksiandrost-
4-en-3,17-dion (19) (%18) ve 7ao-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) (%10)
bilesikleri elde edildi (Sekil 4.3.).

5a-Androstan-3,6,17-trion (11), (137 mg, %13)

%40’ ik ¢dzgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi ve H ile 3C NMR
spektrumlarinin ayni substratin daha once C. sphaerospermum MRC 70266 ile
inkiibasyonundan izole edilen metabolite ait H ile 3C NMR spektrumlari ile

karsilagtirilmasi neticesinde yapisi belirlendi.

17B-Hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (17), (32 mg, %3)

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

Erime noktasi: 229-230°C, lit., 230-231°C [28].

IR (Vmax/cm™): 3545 ve 1720.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 81 0,81 (3H, s, 18-H); 1,01 (3H, s, 19-H); 3,66 (1H, t, J
= 8,5 Hz, 17a-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 211,37 (C-3); 208,87 (C-6); 81,14 (C-17); 57,32 (C-
5); 53,30 (C-9); 51,05 (C-14); 45,92 (C-7); 43,29 (C-13); 41,10 (C-4); 37,88 (C-1);
37,88 (C-10); 37,20 (C-2); 36,81 (C-12); 36,01 (C-8); 30,02 (C-16); 23,03 (C-15);
21,16 (C-11); 12,45 (C-19); 11,01 (C-18).
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Sekil 4.3. Substratin U. chartarum ile biyotransformasyonu

14a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18), (148 mg, %14)

%350’1ik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden yassi pulcuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 256-257°C, lit., 255-260°C [29].

IR (Vmax/cm™): 3420, 1735, 1665 ve 1615.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 84 0,99 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 5,73 (1H, s,
4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 218,64 (C-17); 199,61 (C-3); 170,39 (C-5); 123,84
(C-4); 80,38 (C-14); 52,46 (C-13); 46,60 (C-9); 38,51 (C-10); 38,51 (C-8); 37,79
(C-1); 35,49 (C-12); 33,73 (C-2); 32,98 (C-6); 32,23 (C-7); 29,97 (C-16); 24,33 (C-
15); 18,98 (C-11); 17,68 (C-19); 17,15 (C-18).



7B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19), (189 mg, %18)

%60’l1k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan yassi pulcuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktas1: 222-223°C, lit., 218-220°C [32].

IR (Vmax/cm™): 3460, 1675 ve 1625.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 84 0,94 (3H, s, 18-H); 1,24 (3H, s, 19-H); 3,58 (1H, m,
7a-H); 5,77 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 220,60 (C-17); 199,12 (C-3); 166,54 (C-5); 125,02
(C-4); 74,28 (C-7); 50,72 (C-9); 50,45 (C-14); 48,00 (C-13); 42,65 (C-8); 42,49
(C-6); 38,01 (C-10); 35,89 (C-16); 35,59 (C-1); 33,86 (C-2); 31,16 (C-12); 24,95
(C-15); 20,32 (C-11); 17,33 (C-18); 13,93 (C-19).

7a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20), (106 mg, %10)

%60°11ik ¢ozgen sistemiyle ellisyon neticesinde metanolden igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 236-237°C, lit., 227-230°C [32].

IR (Vmax/cm™): 3400, 1740, 1660 ve 1615.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 84 0,97 (3H, s, 18-H); 1,25 (3H, s, 19-H); 4,15 (1H, m,
78-H); 5,85 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 220,29 (C-17); 198,68 (C-3); 166,74 (C-5); 127,16
(C-4); 67,10 (C-7); 47,29 (C-13); 45,62 (C-14); 45,36 (C-9); 40,77 (C-8); 39,30
(C-6); 38,52 (C-10); 35,67 (C-16); 35,38 (C-1); 33,87 (C-2); 30,92 (C-12); 21,24
(C-15); 20,12 (C-11); 16,98 (C-19); 13,47 (C-18).



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 kiifleri ile
gergeklestirilen biyotransformasyon caligmalari sonucunda elde edilen bilesiklerin
yapilarin1 tayin amaciyla, androstendion (5) ve s6z konusu bilesiklerin erime

noktalar1, 'H NMR, 3C NMR ve IR spektrumlari karsilastirildi.

Androstendion (5) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ile bes giin
inkiibasyonu yedi metabolit verdi (Sekil 5.1.).

(6) an 12) 13)

(14) (15) (16)

Sekil 5.1. Substratin C. sphaerospermum ile biyotransformasyonu



[Ik metabolit 17B-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) olarak tanimlandi. Metabolitin 3C
NMR spektrumunun (Tablo 5.1.) substratin 6c 220,45 ppm’deki C-17 rezonansini
vermeyip o6c 81,51 ppm’de yeni bir karbon atomu rezonansi vermesi 17p-hidroksil
grubunun varligim diisiindiirdii. Metabolitin *H NMR spektrumunun 8y 3,65 ppm’de
yeni bir rezonans (1H, t, J = 8,5 Hz) vermesi 17f-hidroksil grubunun varligini

dogruladi. Metabolitin NMR degerleri litaratiirle uyum gosterdi [27].

fkinci metabolit Sa-androstan-3,6,17-trion (11) olarak tanimlandi. Metabolitin 'H
NMR spektrumunun substratin on 5,75 ppm’deki 4-H rezonansini (1H, s) vermemesi
A halkasindaki ¢ift bagin indirgendigini gdsterdi. Metabolit 3C NMR spektrumunun
literatiirdekiler ile karsilagtirllmasi substrata ait o,f-doymamis sisteminin -
yiiziinden indirgendigini gosterdi [33]. Metabolitin 3C NMR spektrumunun
substratin d¢ 32,53 ppm’deki C-6 rezonansini vermeyip dc 208,10 ppm’de yeni bir
rezonans vermesi C-6’da once bir hidroksillenmenin gergeklestigini daha sonra ise
hidroksil grubunun bir ketona yiikseltgendigini gosterdi. Metabolitin NMR degerleri
mevecut literatiir degerleriyle yiiksek benzerlik gosterdi [33].

Uciincii  metabolit  6p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (12) olarak tanimland.
Metabolitin NMR spektrumlar1 dn 4,37 ppm (1H, bs) ve dc 72,22 ppm’de bir 6p3-
hidroksil grubu igin karakteristik olan iki yeni rezonans verdi [29]. Metabolitin C
NMR spektrumunun C-7 igin asagi alana dogru bir kayma (Adc 5,81 ppm)
gosterirken C-14 i¢in ise yukari alana dogru bir kayma (Adc 5,91 ppm) gostermesi
bir 6B-hidroksil grubu varligmmi dogruladi. Metabolitin NMR degerleri literatiir
degerleriyle uyum gosterdi [29].

Dordiincii metabolit 17B-hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (13) olarak tanimlandi.
Metabolit *C NMR spektrumunun substratin ¢ 220,45 ppm’deki C-17 rezonansinin
yerine dc 86,11 ppm’de yeni bir karbon atomu rezonansi vermesi 17f-hidroksil
grubunun varligm diisiindiirdii. Metabolitin 3C NMR spektrumu substratin 8¢ 35,72
ppm’deki C-16 rezonansimi vermeyip oc 216,52 ppm’de yeni bir karbon atomu
rezonans1 vermesi ise C-16’da bir karbonil grubu varligim gosterdi. Metabolit H

NMR spektrumunun 6 3.76 ppm’de karakteristik genis bir singlet vermesi C-



16°daki karbonil grubu komsulugundaki bir 17B-hidroksil grubunun varligim
gosterdi [34,35]. Tim bu sonuglar C-17’de bir indirgenmenin C-16’da ise
hidroksillenmeyi takiben bir ylikseltgenmenin gerceklestigini gosterdi. Metabolitin
NMR degerleri literatiir degerleriyle uyum gosterdi [34,35].

Besinci metabolit 6,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) olarak tanimlandi.
Metabolitin 1*C NMR spektrumu ise 8¢ 72,76 ppm ve dc 81,58 ppm’de sirasi ile 6B-
ve 17B-hidroksil gruplarinin varligini gosteren iki karakteristik rezonans verdi [29].
Metabolitin *H NMR spektrumu &y 3,64 ppm (1H, t, J = 8,5 Hz) ve &n 4,36 ppm’de
(1H, bs) siras1 ile 17B- ve 6B-hidroksil gruplarinin varligin1 daha da belirginlestiren
rezonanslar verdi. Metabolitin NMR degerleri literatiir degerleriyle oldukg¢a benzerlik
gosterdi [29].

Altinc1  metabolit 15a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15) olarak tanimlandi.
Metabolitin NMR spektrumlar1 o 4,40 ppm (1H, m) ve &¢c 70,31 ppm’de bir 150-
hidroksil grubunun varligin1 gosteren karakteristik rezonanslar verdi [36].
Metabolitin 3C NMR spektrumunun C-14 ve C-16 rezonanslar i¢in asag1 alana
dogru kaymalar (siras1 ile Adc 6,58 ppm ve Adc 10,53 ppm) gostermesi bir 150-
hidroksil grubu varligin1 daha da dogruladi. Metabolitin NMR degerleri literatiir
degerleriyle uyum gosterdi [36].

Yedinci metabolit 6f,17p-dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16) olarak belirlendi.
Metabolitin *C NMR spektrumu bir 6B-hidroksil grubunun varhgmi gosteren
karakteristik rezonans1 8c 72,31 ppm’de verdi [29]. Metabolitin *C NMR
spektrumunun substratin 6c 220.45 ppm’deki C-17 rezonasimi vermeyip dc 86.09
ppm’de yeni bir rezonans vermesi ise bir 17B-hidroksil grubunun varligini gésterdi.
Buna ilaveten metabolitin *C NMR spektrumunun 8¢ 216.79 ppm’de yeni bir
rezonas vermesi D halkasinda bir karbonil grubunun varligini gésterdi. Metabolitin
'H NMR spektrumunun 8n 3,76 ppm’de verdigi karakteristik genis singlet ise
C-16’daki karboni grubunun komsulugundaki bir 17p-hidroksil grubunun varligini
gosterdi  [34,35]. Bu sonuglar C-16’daki hidroksillenmeyi takibeden bir

oksidasyonun, C-17°de ise bir indirgenmenin gercgeklestigini gosterdi. Metabolite ait



DEPT spektrumunun iki metil, alt1 metilen, altt metin ve bes kuarterner karbon

rezonanslari vermesi tanimlanan trioliin kimyasal yapisiyla uyum gosterdi. 6f,17p-

Dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16) yeni bir bilesik olarak belirlendi.

Tablo 5.1. Androstendion (5) ve bazi metabolitleri igin 3C NMR degerleri

e 6) ® o @ @ ) w9
1 35,66 35,54 37,43 36,80 35,48 36,29 35,68 36,72
2 33,88 33,87 36,88 33,96 33,85 34,14 33,86 34,02
3 199,35 199,75 210,74 200,63 199,32 200,72 199,35 200,54
4 124,12 123,75 41,16 126,05 124,19 126,17 123,93 126,28
5 170,34 171,50 57,51 168,41 169,99 168,73 170,26 168,04
6 32,53 32,73 208,10 72,22 32,45 72,76 32,59 72,31
7 31,23 31,42 45,30 37,04 31,79 36,97 31,26 38,01
8 35,11 35,60 37,26 29,20 34,48 29,68 35,41 28,69
9 53,78 53,78 53,48 53,40 53,65 53,60 53,66 53,37
10 38,60 38,58 37,97 37,83 38,65 37,90 38,63 38,20
11 20,27 20,54 20,92 20,05 20,27 20,50 20,21 20,14
12 30,71 36,30 31,06 31,02 36,19 37,98 31,91 36,07
13 47,48 42,71 48,05 47,49 42,39 42,81 50,50 42,37
14 50,80 50,36 51,50 50,63 44,47 50,34 57,38 44,37
15 21,72 23,25 21,63 21,51 35,36 23,20 70,31 35,38
16 35,72 30,29 35,58 35,63 216,52 30,31 46,25 216,79
17 220,45 81,51 219,46 220,88 86,11 81,58 215,77 86,09
18 13,67 11,00 13,78 13,59 11,33 11,07 15,31 11,37
19 17,34 17,32 12,58 19,30 17,35 19,46 17,47 19,43

Androstendion (5) bilesiginin U. chartarum MRC 72584 ile 5 giin siiren
inkiibasyonu, bes metabolit verdi (Sekil 5.2.). flk metabolit *H ile *C NMR

spektrumlarinin ayni substratin daha once C. sphaerospermum MRC 70266 ile

inkiibasyonundan izole edilen metabolite ait H ile 3C NMR spektrumlari ile

karsilagtirilmasi neticesinde Sa-androstan-3,6,17-trion (11) olarak tanimlandi.
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Sekil 5.2. Substratin U. chartarum ile biyotransformasyonu

Ikinci metabolit 17p-hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (17) olarak tanimland.
Metabolitin 'H NMR spektrumunun substratin dn 5,75 ppm’deki 4-H rezonansini
(1H, s) icermemesi A halkasindaki cift bagin indirgendigini gsterdi. Metabolitin 3C
NMR spektrumunda (Tablo 5.2.) substratin 6c 32,53 ppm’deki C-6 rezonansini
vermeyip oc 208,87 ppm’de yeni bir rezonans vermesi neticesinde C-6’da once bir
hidroksillenmenin gerceklestigini daha sonra ise olusan hidroksil grubunun bir
karbonil grubuna yiikseltgendigi anlasildi. Metabolit NMR spektrumlariin d1 3,66
ppm (1H, t, J = 8,5 Hz) ve dc 81,14 ppm’de diger yeni rezonanslari vermesi ise
C-17°deki karbonil grubunun bir 17-hidroksil grubuna indirgendigi gosterdi.
Metabolitin NMR degerlerinin literatiir ile uyumlu oldugu belirlendi [33].



Uciincii metabolit 14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) olarak tanimlandi.
Metabolitin *C NMR spektrumu 8¢ 80,38 ppm’de yeni bir rezonans vermesine
ragmen 'H NMR spektrumunun 3-5 ppm araliginda yeni bir rezonans vermemesi
tersiyer bir hidroksil grubunun varligmi diisiindiirdii. Metabolitin 3C NMR
spektrumundaki C-8 i¢in asag1 alana dogru bir kayma (Adc 3,40 ppm) ile C-16 igin
yukari alana dogru bir kayma (Adc 5,75 ppm) gdstermesi tersiyer hidroksil grubunun
C-14’de oldugunu gosterdi. Hidroksil grubunun pozisyon ve konfigiirasyonu NMR

spektrumlarinin literatiir ile karsilagtirilmasi ile belirlendi [29].

Tablo 5.2. Androstendion (5) ve diger baz1 metabolitleri igin 3C NMR degerleri

o ® an @ a9 (@)
1 35,66 37,88 37,79 35,59 35,38
2 33,88 37,20 33,73 33,86 33,87
3 199,35 211,37 199,61 199,12 198,68
4 124,12 41,10 123,84 125,02 127,16
5 170,34 57,32 170,39 166,54 166,74
6 32,53 208,87 32,98 42,49 39,30
7 31,23 45,92 32,23 74,28 67,10
8 35,11 36,01 38,51 42,65 40,97
9 53,78 53,30 46,60 50,72 45,36
10 38,60 37,88 38,51 38,01 38,52
11 20,27 21,16 18,98 20,32 20,12
12 30,71 36,81 35,49 31,16 30,92
13 47,48 43,29 52,46 48,00 47,29
14 50,80 51,05 80,38 50,45 45,62
15 21,72 23,03 24,33 24,95 21,24
16 35,72 30,02 29,97 35,89 35,67
17 220,45 81,14 218,64 220,60 220,29
18 13,67 11,01 17,15 17,33 13,47
19 17,34 12,45 17,68 13,93 16,98

Dordiinci metabolit 7p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (19) olarak tanimlandi.
Metabolitin NMR spektrumlar1 64 3,58 ppm (1H, m) ve 6c 74,28 ppm’de bir
7B-hidroksil grubunun varhigina isaret eden karakteristik rezonanslar verdi [32].

Metabolit *C NMR spektrumunun C-8 igin asag1 alana dogru bir kayma (Adc 7,54



ppm) gosterirken C-9 igin ise yukari alana dogru bir kayma (Adc 3,06 ppm)
gostermesi bir 7B-hidroksil grubunun varligina daha da belirginlestirdi. Metabolitin

NMR degerlerinin literatiirdeki degerler ile uyumlu oldugu tespit edildi [32].

Besinci metabolit 7a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) olarak tanimlandi.
Metabolitin NMR spektrumlart o4 4,15 ppm (1H, m) ve dc 67,10 ppm’de bir
7a-hidroksil grubunun varligina isaret eden karakteristik rezonanslar verdi [32].
Metabolit 3C NMR spektrumunun C-8 igin asag1 alana dogru bir kayma (Adc 5,86
ppm) gosteritken C-9 igin ise yukari alana dogru bir kayma (Adc 8,42 ppm)
gostermesi bir 70-hidroksil grubunun varligina daha da netlestirdi. Metabolitin NMR

degerlerinin literatiirdeki degerler ile uyumlu oldugu tespit edildi [32].

Tablo 5.3.’den de anlasilacagi gibi C. sphaerospermum MRC 70266 kiifi
androstendionu (5) agirhikli olarak C-6f pozisyonunda hidroksillerken C-15a
pozisyomunda bir diger hidroksillenme, C-17’de bir oksidasyon, bir 5a-indirgenmesi
ile C-6 and C-16 pozisyonlarindaki hidroksillenmeleri takiben gergeklesen
oksidasyonlarda gozlendi. Buna ragmen yakin zamandaki bir calismada C.
sphaerospermum MRC kiifii 70266 17p-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesigini
daha farkli bir sekilde metabolize etti [23]. Ayn1 kiif 17B-hidroksiandrost-4-en-3-on
(6) bilesiginin ¢ogunu C-6p pozisyonunda hidroksillerken, C-17’de bir oksidasyon,
bir Sa-indirgenmesi, C-7f, C-12B, C-15a ve C-16f pozisyonlarinda diger bazi
hidroksillenmeler de gozlendi. Bu sonuglar C. sphaerospermum MRC 70266
kiifftiniin androstendion (5) ve 17B-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesiklerini
androstendion (5) bilesiginin yapisinda bir 17f3-hidroksil grubu olmamasi sebebi ile
farkli metabolize edebilecegini ortaya c¢ikardi. Buna benzer bir sonu¢ Fusarium
culmorum kiifii ile bazi 4-en-3-okzo steroidlerin biyotransformasyonlarinda da
gozlenmistir [37]. Son zamanlardaki bir diger ¢alismada ise farkli bir Cladosporium
izolat1 olan Cladosporium cladosporioides MRC 70282 androstendion (5) ve 17p-
hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesiklerini C. sphaerospermum MRC 70266 kiifiine
gore daha farkli olarak metabolize etti [38]. C. cladosporioides MRC 70282
androstendion  (5) bilesigini C-17°de  indirgeyip C-16B  pozisyonunda
hidroksilledikten sonra C-16’da olusan hidroksil gruplarinin ¢ogu karbonil grubuna



yiikseltgendi. Buna ilaveten, C-17’de kiigiik verimli bir epimerlesme de gerceklesti.
Ayni1 galismada C. cladosporioides MRC 70282 kiifii 17p-hidroksiandrost-4-en-3-on
(6) bilesigini C-16p pozisyonunda hidroksilledi ve olusan hidroksil grubunun ¢ogu
daha sonra bir karbonil grubuna yiikseltgendi. C. cladosporioides MRC 70282 kiifii
ayrica ayni substrati C-17de kiiclik verimli bir epimerlesme ve yiikseltgenmeye de

maruz birakti.

Tablo 5.3. C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii ile metabolit verimleri
Substrat Metabolit % Verim
Andostendion (5)

17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on (6) 2
Sa-Androstan-3,6,17-trion (11) 3
6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (12) 37

17B-Hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (13)
6p,17p-Dihydroksiandrost-4-en-3-on (14)
15a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15)
6p,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16)

w b O O

Tablo 5.4.’den de goriilebilecegi gibi U. chartarum MRC 72584 kiifii androstendion
(5) bilesigini C. sphaerospermum MRC 70266 kiifiine gore daha farkli metabolize
etti. U. chartarum MRC 72584 androstendion (5) bilesigini tizerinde C-6p, C-7a, C-
7B ve C-14a pozisyonlarinda hidroksillenmeler, C-6’daki hidroksillenme sonrasinda
gergeklesen bir yiikseltgenme, bir Sa-indirgenmesi ve C-17°de bir indirgenme
gerceklestirdi. Yakin zamandaki bir ¢alismada ise U. chartarum MRC 72584 kiifii
17B-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesigi tizerinde C-6p, C-7p, C-14a ve C-12
pozisyonlarinda hidroksillenmeler, bir S5a-indirgenmesi ve C-6 ve C-17°de
oksidasyonlar gergeklestirdi [25]. Bu sonuglar U. chartarum MRC 72584 kiifiiniin
androstendion (5) ve 17B-hidroksiandrost-4-en-3-on (6) bilesiklerini androstendion
(5) bilesiginin yapisinda bir 17B-hidroksil grubu olmamasi sebebi ile farkli

metabolize edebilecegini diisiindiirdii.



Tablo 5.4. U. chartarum MRC 72584 kiifii ile metabolit verimleri
Substrat Metabolit % Verim
Androstendion (5)

Sa-Androstan-3,6,17-trion (11) 13
17p-Hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (17) 3
14a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) 14
7p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) 18
7o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) 10

Literatiirdeki kiifler ile steroid biyotransformasyon c¢alismalari incelendiginde
androstendion (5) bilesiginin Sa-indirgenmesi, hidroksillenmelerden sonra hidroksil
gruplarinda yiikseltgenmeler, C-17°de indirgenme, C-6 ve C-7a pozisyonlarindaki
hidroksillenmeleri olduk¢a yaygindir [10,14]. Buna ragmen bu bilesigin C-7f ve C-
150 pozisyonlarindaki hidroksillenmeleri nadiren gerceklesir. Ornegin, Mucor
racemosus androstendion (5) bilesigini C-6p, C-7a, C-7p ve C-11a pozisyonlarinda
hidroksillerken C-17’de ise bir indirgenme gerceklestirdi [39]. Gongronella butleri
[40] androstendion (5) bilesigini C-6p, C-6a, C-7a, C-7B ve C-14a pozisyonlarinda
hidroksillerjken Botryosphaeria obtusa [41] aymi substratt C-63 ve C-7f
pozisyonlarinda hidroksilledi. Diger bir c¢alismada, Gibberella saubinetti
androstendion (5) bilesigini C-6p ve C-15a pozisyonlarinda hidroksilledi [42]. Son
zamanlardaki bir ¢alismada ise Colletotrichum lini ayni substrati C-11a ve C-15a

pozisyonlarinda hidroksilledi [43].

Sonug olarak bu ¢alismada C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC
72584 kiiflerinin androstendion (5) bilesigini farkli sekillerde metabolize ettikleri
gozlenirken ¢alismalardan elde edilen 6f3,17p-dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16)
yeni bir bilesik olarak tanimlandi. C. sphaerospermum MRC 70266, Ulocladium
chartarum MRC 72584 ve diger kiifler ile steroid biyotransformasyonlarina yonelik

calismalarimiz stirmektedir.
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EKLER

EK 1: Androstendion (5) icin 'H NMR spektrumu
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EK 3: 17B-Hidroksiandrost-4-en-3-on (6) icin *H NMRspektrumu
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EK 5: 5a-Androstan-3,6,17-trion (11) icin *H NMR spektrumu
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EK 6: Sa-Androstan-3,6,17-trion (11) icin 13C NMR spektrumu
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EK 7: 6B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (12) icin *H NMR spektrumu
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EK 8: 6B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (12) icin 13C NMR spektrumu
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EK 9: 17B8-Hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (13) icin *H NMR spektrumu
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EK 10: 17B-Hidroksiandrost-4-en-3,16-dion (13) icin 33C NMR spektrumu
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EK 11: 6B.,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) icin *H NMR spektrumu
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EK 12: 6B,17B-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (14) icin 13C NMR spektrumu
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EK 13: 15a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15) icin *H NMR spektrumu

-~
L]

e

5.6 54 52 50 48 46 44 4.2

5.8

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0




o ,-"'il\lf
N,
[ I
- o A —
J . T R DH
0 'x_\_\_\_.::;r' N
(15}
| T T : T
200 150 100

NWNIYaAS YINN Dgp UIT (GT) UOIP-/T*E-Ud--1SOIPUBISYOIPIH-DST T M3

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20




EK 15: 6B.17B-Dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16) icin *H NMR spektrumu
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EK 17: 6B.178-Dihidroksiandrost-4-en-3,16-dion (16) icin DEPT spektrumu




EK 18: 17B-Hidroksi-5Sa-androstan-3,6-dion (17) icin *H NMR spektrumu
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EK 19: 17B-Hidroksi-5a-androstan-3,6-dion (17) icin 13C NMR spektrumu
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EK 20: 14a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) icin *H NMR spektrumu
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EK 21: 14a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18) icin 13C NMR spektrumu
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EK 22: 7B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) icin *H NMR spektrumu
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EK 24: 7a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) icin *H NMR spektrumu
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Fakiiltesi Kimya Boliimiinii 2014 yilinda bitirdi. Yiiksek lisans 6grenimine 2015
yilinda Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda
basladi. Meslek hayatina 2014 yil1 eyliil ayinda Istanbul’da bir devlet lisesinde kimya
Ogretmeni olarak basladi. Buradaki gorevine bir sene kadar devam etti. Daha sonra,
is hayatina, 2016 yili ocak aymda Kocaeli’de Koruma Klor Alkali San. Ve Tic.
A.S.’de Kalite Kontrol Sorumlusu olarak devam etti. Buradaki gorevini bir sene
dokuz ay kadar siirdiirdii. Bu siirecte ek olarak Sakarya Universitesi Hendek Egitim
Fakiiltesinde Pedagojik Formasyon egitimi aldi. O tarih itibariyle kisisel egitimine

agirlik vermis olup halen gelisimine devam etmektedir.
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