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TESEKKUR

Calismayi biiyiik bir titizlik ve sabirla yoneten, ¢alisma boyunca destegini bir an bile
esirgemeyen, ilim ve tecriibesinden istifade ettigim kiymetli hocam Yrd. Dog. Dr.

Kudret YILDIRIM’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuardaki caligmalarim esnasinda bana destegini esirgemeyen Aras. Gor. Ali
KURU ile gergeklestirdigi NMR spektroskopisi calismalar1 i¢in Aras. Gor. Sedat
SEVMEZLER’e tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca ihtiyacim olan her konuda bana destek olan ve
ogrenimim boyunca iyi bir kimyager olarak yetismemde biiyiikk katkilar1 olan
Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi 6gretim iiyelerine ve
arastirma gorevlilerine; ayrica lisans Ogrenimini gordigim Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Kimya Bolimi &gretim iiyelerine ve arastirma

gorevlilerine tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ginlere gelmemde buyik pay sahibi olan, yasamim boyunca maddi ve manevi
desteklerini esirgemeyen, ve kosulsuz yanimda olan aileme ve dostlarima sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

bs : Broad singlet (kit singlet)

oC : Santigrat derece

cm : Santimetre

13C NMR : Karbon 13 Nikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
A : Kimyasal kayma farki

dc : 13C NMR spektrumundaki kimyasal kayma

OH : 'H NMR spektrumundaki kimyasal kayma

DMF : Dimetilformamit

g : Gram

H NMR : Proton Nikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi
Hz : Hertz

IR . Infrared Spektroskopisi

ITK : Ince Tabaka Kromatografisi

J : Etkilesme sabiti

lit. . Literatdr

m : Multiplet

mg : Miligram

MHz : Megahertz

mL : Mililitre

MRC : Marmara Research Center (Marmara Aragtirma Merkezi)
PDA . Potato Dextrose Agar

pH : Hidrojen iyonu konsantrasyonunun eksi logaritmasi
ppm : Milyonda bir kisim

rpm : Dakika basina doniis sayisi

S : Singlet

t : Triplet
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OZET

Anahtar  Kelimeler:  Biyotransformasyon, = Mucor hiemalis,  Testosteron,
Epiandrosteron.

Bu c¢aligmada, testosteron ve epiandrosteron steroidlerinin Mucor hiemalis MRC
70325 kifiinde nasil metabolize edileceklerini incelemek i¢in bu steroidlerin s6z
konusu kuf ile bes giin siiren biyotransformasyonlar1 gergeklestirildi.

Testosteron bilesiginin - M. hiemalis MRC 70325A ile inkibasyonundan
androstendion, 14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion, 6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-
3-on ve 14a,17pB-dihidroksiyandrost-4-en-3-on elde edildi. Epiandrosteron bilesiginin
M. hiemalis MRC 70325 ile inklibasyonundan ise sadece 3p,17p-dihidroksiandrostan
metaboliti elde edildi. Metabolitlerin yap1 tayinleri, baslangic maddeleri ile
metabolitlerin erime noktalari, NMR ve IR spektrumlar1 karsilastirilarak
gergeklestirildi.

Vil



BIOTRANSFORMATIONS OF SOME ANDROGENS BY
MUCOR HIEMALIS

SUMMARY

Keywords: Biotransformation, Mucor hiemalis, Testosterone, Epiandrosterone.

In this work, testosterone and epiandrosterone were incubated by Mucor hiemalis
MRC 70325 for 5 days in order to see how these steroids would be metabolized by
the fungus.

Incubation of testosterone with M. hiemalis MRC 70325 afforded androstendione ,
14a-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione,  6pB,17p-dihydroxyandrost-4-en-3-one  and
14a,17B-dihydroxyandrost-4-en-3-one. Incubation of epiandrosterone with M.
hiemalis MRC 70325 only afforded 3p,17B- dihydroxyandrostan. The structures of
the metabolites were elucidated by comparing melting points, NMR and IR spectra
of the starting materials with those of metabolites.



BOLUM 1. GIRIS

Canli blnyesinde dogal olarak gozlenen organik bilesikler ii¢ ayr1 grupta
incelenebilir. ilk gruba, hiicrelerin iireme ve gelismelerinde merkezi rol oynayan ve
tim hiicrelerde ortak olan birincil metabolitler adi verilen bilesikler girer. Ikinci
gruba seliiloz, ligninler ve proteinler gibi hiicresel yapilart meydana getiren biytk
molekiiler agirlikli biyopolimerler girer. Son gruba ise canlilarin iireme ve gelismesi
icin esansiyel olmayan ikincil metabolizmanin bilesenleri olan, dogal Urlinler veya
sekonder metabolitler olarak adlandirilan ve yanlizca bir veya birkag tur icin

karakteristik olan bilesikler girer [1].

Dogal iirtinler hayat icin elzem olmasalar da genellikle diger canlilar {izerindeki
etkileri ve ekseriyetle de canlilarin hayatta kalmalarina yardimer olmalar1 sebebi ile
dikkat ceker [1-3]. Bu urinler ¢ogu canlida bulunsalar da Ozellikle bitkiler,
mikroorganizmalar, mantarlar ve boceklerde daha yaygin olarak go6zlenirler [3].
Dogal fiirlinlerin en fazla oranda bulundugu canllar, bitkiler ve
mikroorganizmalardir. Tibbi, ticari ve zehirli bitkilerdeki dogal iiriinler olan
biyolojik acidan aktif bilegiklerin ¢ogu organik kimyanin gelisimi siiresince
calisiimistir. Gilintimiizdeki ilaglarin %40’indan fazlasiin dogal iiriin kaynakli

oldugu diistintilmektedir.

Dogal iiriinler 6zellikle bitkiler, mikroorganizmalar, bocekler ve diger hayvanlar
arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde ekolojik role sahiptirler. Bu bilesikler
cogu zaman stres altinda ortaya ¢ikan savunma bilesikleri, hos olmayan tatlari
nedeniyle otgullar tarafindan tiiketilmeyen bilesikler, diger canlilart bulunduklari
canlilara ¢eken renkli ve kokulu bilesikler ve 6zellikle bocekler gibi bazi hayvanlar

arasinda iletisimi saglayan feromonlar olarak gorev yaparlar [3].



Dogal iirlinler ¢ok sayida ve birbirinden farkli yapida bilesikleri igersede bu
bilesiklerin bircogu genelde dogadaki biyosentezlerinden kaynaklanan bazi 6zel
yapisal karakterleri nedeniyle poliketidler, yag asitleri, terpenler, steroidler, fenolik
bilesikler, alkaloidler, Ozellesmis karbohidratlar ile 6zellesmis amino asitler ve

peptidler gibi siniflardan birine dahil olurlar [1].

Dogal tiriinlerin 6nemli bir siifi olan steroidlerin en bilinen temsilcilerinden birisi
kolesterol (1) bilesigidir. Kolesterol (1) insan ve hayvan membranlarindaki
akiskanliginin diizenlenmesinde olduk¢a ©onemlidir. Kolesterol (1) ayrica safra
asitleri, D3 vitamini ve steroid hormonlar gibi bircok 6nemli fonksiyonu bulunan

bilesiklerinde baslangi¢ maddesidir [4].

Kolesterol (1) kokenli steroid hormonlar glukokortikoidler, mineralokortikoidler,
androjenler, Ostrojenler ve progestagenler (progestinler) olmak iizere bes ana grupta
incelenmektedir. Androjenler, Gstrojenler ve progestagenler iireme ile ilgili organlarin
gelisme ve biiylimelerini, ikincil esey karakterlerini ve treme déngusind dizenleyen
esey hormonlar1 olarak da bilinirler. Esey hormonlar1 ayrica giiglii anabolik etkileri
sayesinde kemik, kaslar ve deri gibi bir¢ok dokunun gelismesini ve metabolizmanin

da siirekliligini saglarlar [4,5].

Ostrojenlerin baslangic maddeleri de olan androjenler omurgali erkek bireylerinde
etkili olan esey hormonlaridir. Testosteron (2) ve dihidrotestosteron (3) en etkin
androjenlerdir. Androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri erbezleri (testis) olmasina
ragmen bu hormonlarin bir kismi adrenal korteksten salinmaktadir. Adrenal korteks
ve testislerde androjenlerin sentezi dnce kolesterolden (1) pregnenolon (4) olusmasi
ile baglar (Sekil 1.1). Adenohipofizden salinan liiteinlestirici hormon (LH)
kolesterolden (1) pregnenolon (4) sentezini uyarmaktadir. LH saliverilmesi ise
kandaki serbest testosteron diizeyi tarafindan diizenlenir. Pregnenolon (4) Uzerinden

androjenlerin biyosentezi A* yolu veya A°® yolu tizerinden gerceklesmektedir [5].

Androjen biyosentezinin ana yolu A* yoludur. Bu yolda pregnenolon (4) 6nce
progesterona (5) donistiriiliir. Progesteron (5) ise daha sonra 17a-

hidroksiprogesterona (6) doniistiiriiliir. 17a-Hidroksiprogesteron (6) bunyesindeki yan



zincirinin enzimatik olarak pargalanmasi ile olusan androstendion (7) bilesiginin C-
17°deki indirgenmesi sonucunda testosteron (2) sentezlenir. Testosterondan (2) ise
daha sonra S5o-rediiktaz aktivitesi ile daha etkin bir diger androjen olan

dihidrotestosteron (3) sentezlenir [5].

HO (1)

ﬁéﬁy \Qéﬁ"
oF

o) (7)

OH/ OH
O ) © 3)

Sekil 1.1. Baz1 androjenlerin biyosentezi.

Bir yan yol olan A® yolunda ise pregnenolon (4) 17a-hidroksipregnenolon (8)
bilesigine ¢evrildikten sonra yan zincirin uzaklastirilmasi ile dehidroepiandrosteron
(9) bilesigine ¢evrilmektedir. Dehidroepiandrosteron (9) ise androst-4-en-3,17-dion
(7) bilesigine gevrildikten sonra testosterona (2) Yyukseltgenmektedir. Bu yolda



olusan  17a-hidroksipregnenolon (8) ayrica dogrudan progesterona (5)
cevrilebilmektedir.

Biyolojik etkinligini tamamlayan testosteron (2) bir¢ok dokuda diisiik aktiviteli veya
tamamen inaktif metabolitlere doniistiiriilir. Testosteron (2) Once C-17’deki
gerceklesen bir oksidasyonla androstendiona (7) cevrilir. Androstendionun (7) A
halkasindaki bir seri tepkimeler ile indirgenmesi sonucunda Sekil 1.2°de verilen

androsteron (10), etikolanon (11) ve epiandrosteron (12) gibi metabolitler olusur [5].

(10)

HO HO

Ho (1) (12)

Sekil 1.2. Testosteron (2) bilesiginin baz1 metabolitleri

Epiandrosteron (12) zayif androjenik etkili bir testosteron metabolitidir. Bu metabolit
testosteron kokenli androstendion (7) tizerindeki 5a-rediiktaz aktivitesini takiben
olusan androstandion (13) bilesigindeki 3-keto grubunun f-ytzunden reduksiyonu
ile sentezlenir. Aslinda epiandrosteron bilesigi dogal olarak daha ¢cok DHEA olarak
da bilinen dehidroepiandrosteron (9) bilesiginin 5Sa-rediiktaz aktivitesi ile

rediiksiyonu sonucunda olusur [6].



BOLUM 2. MUCOR TURLERI ILE BAZI ANDROJENLERIN
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Biyotransformasyonlar

Enzimlerin veya enzimleri igeren biyolojik sistemlerin kendilerine yabanci olan
maddeler Gzerinde gergeklestirdikleri kimyasal degisikliklere biyotransformasyonlar

ad1 verilir [7].

Biyotransformasyonlarda kullanilan enzimler gesitli biyolojik sistemlerin blinyesinde
olabilecegi gibi tek basmma immobilize veya serbest olarak da bulunabilir.
Gunumuzde biyotransformasyonlar igin kullanilan enzimlerin birgogu izole edilerek
bazilari ise ticari olarak elde edilir. Enzimler, Uluslararasit Biyokimya Birligi Enzim
Komisyonu tarafindan oksidoreduktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar ve ligazlar olmak iizere alt1 ayr1 gruba ayrilmistir. Bu gruplar ise kendi

icerisinde 4-13 arasi alt gruplara ayrilmaktadir [4,8].

Oksidoredilktazlar dehidrojenazlar, rediktazlar, oksijenazlar, oksidazlar gibi
enzimleri igeren, iki ayr1 substrat arasindaki redoks reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Transferazlar iki ayri substrat arasindaki hidrojen atomu haricindeki
belirli atomlar veya gruplarin transferini katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar ise
ester, eter, anhidrit, peptid, glikozid, C-halojenir veya P-N baglari gibi baz1 baglarin
su eklenerek parcalanmasini katalizleyen enzimlerdir. Liyazlar substratlardan belirli
gruplarin ayrilmasi ile c¢ift bag olusumunu ve c¢ift baglara c¢esitli gruplarin
eklenmesini katalizleyen enzimlerdir. Izomerazlar, rasemaz, epimeraz, mutaz gibi
isimlerle anilan ve gesitli izomerlerin birbirlerine doniisiimiinii katalizleyen enzimleri
icerir. Ligazlar ise iki substratin birbirlerine eklenmesini katalizleyen enzimlerdir
[4,8].




Enzimler icin oldukca hassas, pahali, yanlizca kendi spesifik substratlari ve kendi
dogal gevreleri iizerinde etkili olduklar1 yoniinde bazi 6nyargilar vardir. Enzimlerin

birgogu i¢in bu olumsuz diistinceler dogru degildir [8].

Enzimler biyokatalizor olarak kullanicilarma pekgok avantaj saglar. Ornegin,
enzimler oldukc¢a hizli ¢alisan biyokatalizorlerdir. Enzimatik bir reaksiyon enzimsiz
gerceklesen normal bir reaksiyona gore 108-10'° kat daha hizli gergeklesir. Enzimatik
reaksiyonlarda katalizor oranmin % 1073-10" mol arasinda olmas: istenirken, bu oran

kimyasal katalizorli bir reaksiyonda % 0,1-1 mol araligina kadar ¢ikabilir.

Enzimler, katalizor olarak kullanilan agir metaller ve sentetik amagli kullanilan ¢ogu

reaktifin aksine dogaya uyumlu biyomolekdllerdir.

Enzimler, sentetik amagli kullanilan ¢ogu reaktiften farkli olarak iliman sartlarda
etkili biyomolekdllerdir. Enzimler genellikle sicakligin 20-40 °C arasi oldugu iliman
sartlar altinda pH 5-8 araliginda calisirlar. BOylelikle sentetik metotlarda siklikla
karsilasilan izomerlesme, rasemizasyon, ¢evrilme ve bozunma gibi yan reaksiyonlar

azaltilabilmektedir.

Enzimler dogal rolleri disindaki farkli aktiviteleri de gosterebilirler. Ornegin, genis
bir substrat spektrumuna sahip olmalarindan 6tiirli ¢ogu enzim, sentetik veya dogal
bircok bilesik tizerinde etkili olabilir. Buna ilaveten gerektiginde bazi enzimler

organik c¢ozucilerde de kullanilabilir.

Benzer hatta ayni sartlar altinda etkin olduklarindan enzimler, bir reaksiyon agindaki
birden fazla seri reaksiyon ayni ortamda gerceklestirebilir. Metabolik yollardaki

multienzim sistemleri de bu sekilde ¢alismaktadir.

Enzimler ¢ok farkli tipte reaksiyonlar1 katalizleyebilirler. Neredeyse her sentetik
reaksiyona esdeger bir enzimatik reaksiyon s6z konusudur. Enzimler ile ester, eter,
lakton, laktam, epoksit, asit anhidrit, amid ve nitrillerin hidroliz veya sentezi, alkan,
alken, aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton, sulflrler ve silfoksitlerin

yukseltgenmesi ya da indirgenmesi, karboksilasyon, dekarboksilasyon, alkilasyon ve




dealkilasyon, halojenasyon ve dehalojenasyon, izomerizasyon, su, amonyak ve
hidrojen siyanlr eklenmesi veya eliminasyonu, agiloin ve aldol reaksiyonlari,

Michael katilmas1 ve Diels-Alder reaksiyonlar1 gerceklestirilebilir.

Enzimler regiosecici ve diastereosegici biyomolekiller olup, kompleks t¢ boyutlu
yapilar1 sebebi ile ayn1 substrat molekiiliinde bulunan farkli bolgelerdeki fonksiyonel

gruplari bile ayirt edebilirler.

Kemosegici biyomekuller olan enzimler spesifik bir fonksiyonel grup lzerinde etkili
olurlar ve hassas diger fonksiyonel gruplarda etkin olmadiklar: i¢in genellikle yan

Urlinlerin olusumlarina engel olurlar.

Enantiyosecici biyomolekuller olan enzimler L-amino asitlerden olustuklari igin
kiral biyokatalizorlerdir. Substrat icerigindeki herhangi bir kiralite, enzim-substrat
kompleksi olusumu esnasinda tanimlanir. Prokiral bir substrat yanlizca bir
enantiyomere doniisiirken g¢ogunlukla rasemik karigimlardaki enantiyomerlerden
sadece birinin etkilenmesi sebebi ile enantiyomerlerin ayrilmalar1 da mumkun

olabilmektedir.

Enzimlerin yukarida anlatilan avantajlar1 sayesinde, organik sentez yontemleriyle
gergeklestirilebilmesi ¢ok zor hatta imkansiz olarak nitelenen reaksiyonlar kolaylikla

gergeklestirilebilmektedir [8].

Enzimlerin biyokatalizorler olarak kullanilmasinin bazi dezavantajlart da vardir.
Ornegin, enzimler yanlizca bir enantiyomerik forma sahip olmalari ve diger
enantiyomerik formlarinin D-amino asitlerden sentezi i¢in genel bir yol olmasi
sebebiyle yanlizca spesifik bir enantiyomer ile reaksiyona girebilir. Boyle bir
durumda, Obur enantiyomerin Urin olarak elde edilebilmesi igin zit tipte
stereokimyasal segicilige sahip bir enzimin kullanilmas1 gereklidir. Bu ¢ogu zaman

mimkun olamamaktadir [8].




Enzimlerin aktiviteleri kendilerini etkileyen cesitli parametrelerdeki degisimlere
oldukca duyarlidir. Ornegin, protein tabiatinda olmalar1 sebebi ile yavas ilerleyen bir
enzimatik reaksiyonu hizlandirmak i¢in pH ve sicaklik benzeri parametreler ¢ok

fazla degistirilemez.

Enzimler i¢in en uygun reaksiyon ortami su olsa da ¢ogu organik substratin sudaki
cOziintirliikkleri olduk¢a diisiiktiir. Enzimatik bir reaksiyonun sulu bir ortam yerine
substratlarin daha iyi ¢6ziindiigii organik bir ¢oziclide gergeklestirilmesi ¢ogu zaman

enzimlerin denatlirasyonuyla sonuglanip aktivite kaybina neden olmaktadir.

Inhibisyona duyarli biyomolekiiller olan enzimler, cogu enzimatik reaksiyonda
yiksek oranli substrat ve {irlin konsantrasyonlarinda inhibe olurlar. Substrat
inhibisyonu, diisiik miktarlarda substrat diizeyinden baslanip ortama surekli substrat
ilave edilerek kolaylikla engellenebilir. Reaksiyon ortamindan artan {iriniin agama
asama uzaklastirilmasi1 genellikle iiriinliin bir sonraki reaksiyon basamagina dahil

olmasi nedeniyle oldukca guctar.

Enzimler kendilerine 0zgu dogal kofaktorlerine bagimhidir. Enzimatik bir
reaksiyonda NADH veya NADPH gibi kofaktorler rol oynuyorsa, bu kofaktorlerin
bizzat reaksiyon ortaminda olmalar1 ve yenilenmeleri gerekir. Kofaktorlerin genelde
kararsiz molekiiller olmasi, sentetik muadilleri ile yer degistirilmelerinin mimkin
olmamast ve olduk¢a pahali olmalar1 enzimatik reaksiyonlarin Onemli

dezavantajlarindandir.

Enzimler alerjik reaksiyonlara sebebiyet verebildikleri i¢in kimyasal madde olarak

degerlendirilip dikkatli kullanilirlarsa, bu 6zellikleri sorun olmaktan ¢ikar.

Temelde biyotransformasyonlar izole enzimler veya butin hicre sistemleriyle
biyotransformasyonlar olmak Uzere iki farkli sekilde gerceklestirilir. Biitiin hiicre
sistemleri tanim1 genel olarak bitki ve hayvanlara ait hiicre, doku ve organ kultirleri
ile mikroorganizmalar1 kapsar. Biyotransformasyon reaksiyonlarinda g¢ogunlukla
bitun hiicre sistemleri tercih edilmektedir. Bu tercihin sebepleri arasinda ¢ogu hiicre

i¢ci enzimin hiicre disinda kararsiz olabilmesi, hiicre i¢i enzimlerin izolasyonunun




zorlugu, hiicre i¢i enzimlerin homojenasyon sirasinda bazi proteolitik enzimlerin
etkisi ile hidrolizlenmesi, hiicre i¢i enzimlerin kofaktor ihtiyaglarinin temini ve

surekli yenilenme istegi ve yiksek maliyetleri sayilabilir.

2.2. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda Kullanilan yontemlerden olan butln hiicre
sistemleri icinde en cok tercih edilenler mikrobiyal hicrelerdir. Mikrobiyal
hiicrelerin biiylime ve gelisme hizi, bitki ve hayvan hiicrelerine gore oldukca
yuksektir. Bu da mikrobiyal hiicreler ile biyotransformasyonlarin kisa zamanda hizli
bir sekilde gerg¢eklesmesini saglar. Mikrobiyal hucreler, minimal boyutlar1 ve gucli
hiicre duvar1 yapilar1 sayesinde bitki ve hayvan hiicrelerine gore mekanik olarak daha
kararli olmalariyla farkli Kilttr tekniklerinde bu tip hicrelerin ortama uyumu
yonuyle avantajlidir. Buna ilaveten mikrobiyal hiicreler bitki ve hayvan hiicrelerine

gore ¢ok farkli tiirde subsratlar1 metabolize edebilir [8].

Gunimuizde mikrobiyal biyotransformasyonlarin biyoteknolojinin esas 06geleri
arasinda yer almasi, Kimyasal sentez metotlarina karsi olan Ustinluklerinden

kaynaklanir [7-9].

Mikroorganizmalarin genetigi ile oynanabilmektedir. Mikroorganizmalar Uzerinde
gerceklestirilen genetik degisiklikler sayesinde diger kimyasal yontemler ile diisiik
verimle elde edilen 6nemli Uriinler daha yiksek verimlerde elde edilebilir. Hatta
genetik uygulamalar ile drtnler Uzerinde spesifik degisiklikler bile miimkiin
olabilmektedir [9].

Mikroorganizmalar yapilarindaki spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde, hem
dogal hem de sentetik olan ¢ok sayidaki farkli substratlar iizerinde pek ¢ok farkli
kimyasal reaksiyonlar1 gergeklestirebilir [7].

Geleneksel kimyasal yontemlere gére mikrobiyal biyotransformasyonlar, oldukca
iliman sartlarda gergeklesir. Cogu mikrobiyal biyotransformasyon oda sicakliginda

ve 1 atm basing altinda gergeklesmektedir [8].
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Mikrobiyal biyotransformasyonlar geleneksel kimyasal yontemlere gore daha ucuza
daha kisa stirede gergeklestirilir. Hedeflenen bilesikler daha kisa siireler igerisinde ve
genelde oldukca yiiksek verimlerle, kimyasal reaktiflere gore ¢cok daha ucuza mal

edilen besiyeri bilesenleri ve mikroorganizmalar kullanilarak hazirlanmaktadir [7,9].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar cevre dostu iken geleneksel kimyasal sentez

metotlarinda kullanilan ¢ogu reaktif, cevreye ¢ok biyik zararlar vermektedir [7].

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlari enantiosegicidir. Geleneksel kimyasal
sentez yontemleri ile genelde hedeflenen molekiiller, ayrismalar1 olduk¢a zor olan
rasemik karisimlar halinde olusmaktadir. Ozellikle ilagta etken maddelerin
sentezinde sadece istenen enantiyomeri Uretmek oldukca dnemlidir. Gunimuzde tek
enantiyomerin secimli sentezinde mikroorganizmalarin kullanilmalar1 gittikge

yayginlasmaktadir [8].

Geleneksel kimyasal sentez yontemlerinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar
esnasinda substratlar lizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasi gerekmez. Bu

ustlinltik enzimlerin regiosegiciliklerinden kaynaklanmaktadir [7,8].

Mikrobiyal biyotransformasyonlar ¢ogu zaman fonksiyonel gruplarin varligina
ihtiyag duymaz. Ornegin, mikrobiyal hidroksilasyonlar fonksiyonel gruplarin

uzaginda meydana gelir [7].

Mikroorganizmalar farkli ortamlara kolaylikla uyum saglayabildikleri igin erlenden

fabrika fermentorlerine kadar birgok ortamda kolayca kullanilabilmektedir [7-9].

Mikroorganizmalar ile pekgok sentetik reaksiyona muadil reaksiyonlar
gergeklestirilebilmektedir. Buna ilaveten mikrobiyal hidroksilasyonlar gibi bazi
mikrobiyal biyotransformasyonlar, sentetik reaksiyonlar ile tek basamakta
gergeklestirilemez.  Mikrobiyal  hidroksilasyonlar en  6nemli  mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonlarindandir [4]. Mikrobiyal hidroksilasyonlarin énemi
ilk olarak iltthap giderici olarak kullanilan kortikal steroidlerin sentezinde

anlasilmistir. Bu steroidlerin sentezinde, fonksiyonel gruplardan oldukca uzakta
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bulunan C-11 pozisyonuna bir oksijen ilavesi, klasik kimyasal yontemlerle oldukca
uzun ve pahali bir islem olmasina ragmen s0z konusu bu sorunun Rhizopus arrhizus
kifanln yuksek verimli bir 11-hidroksilasyonu ile giderilmesi dikkatleri mikrobiyal
biyotransformasyonlar (zerinde toplamistir. Bahsi gecen reaksiyonda (Sekil 2.1)
progesteron (5) mikrobiyal hidroksilasyon ile 1la-hidroksiprogesteron (14)
bilesigine ¢evrilmistir [7].

H O/, ,
R. arrhizus
—_—

O o)
5) (14)

Sekil 2.1. R. arrhizus ile progesteron (5) biyotransformasyonu

Mikrobiyal biyotransformasyonlar icin ¢esitli mikroorganizmalar serbest veya uygun
ylizeylere sabitlenmis olarak kullamilabilir. En yaygin olarak kullanilan
mikroorganizmalar, protista aleminin iiyesi ve prokaryotik canlilar olan bakteriler ile

mantarlar aleminin Uyesi ve 6karyotik canlilar olan kiifler ve mayalardir [9].

2.3. Kfler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Steroidlerin  kifler ile mikrobiyal biyotransformasyonlari, ylksek regio ve
stereosegicilikleri sebebi ile ¢ok daha 6nemli ve fonksiyonlu bilesiklerin Uretimi igin
diinya c¢apinda yaygin olarak kullanilmaktadir [10-14]. Ginimizde, bilinen
mikrobiyal biyotransformasyonlarin etkinliklerini artirmak, kullanilabilir yeni
mikroorganizmalar ve reaksiyonlar kesfetmeye yonelik ¢alismalar yogun olarak
devam etmektedir [10].

Bugiine kadar farkli kiif tiirleri ile bir¢cok steroidin biyotransformasyonlar
gerceklestirilmistir. Bahsi gecen ¢alismalardan Baeyer-Villiger oksidasyonlari, So-
rediiksiyonlart ve steroidlerin farkli kisimlarinda gerceklesen mikrobiyal

hidroksilasyonlar gibi dikkat ¢ekici sonuglar alinmistir [10-14].
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2.4. Mucor Turleri ile Androjen Biyotransformasyonlari

Yerkdrenin her yerinde genis dagilimlart olan kiifleri igeren mucorales takimu,
mantarlar aleminin zigomicgetes smifinda yer alir. Mucorales takimimin {iyeleri
toprak, c¢liriiyen sebzeler, meyveler ve tohumlardan izole edilebilir. Bu takim
Absidia, Rhizopus ve Mucor [15] gibi oldukga iyi bilinen turleri igerir. Mucor cinsi
¢ok sayida tiir ile mucorales takiminin en ¢ok flyeli cinsidir. Mucor tlrlerinin
pekcogu besinlerde bozulmalara yol agarken, bir kismi1 da memeliler ve bitkiler icin
patojeniktir [16].

Literatirde Mucor tiirleri ile gergeklestirilmis bir ¢ok steroid biyortansformasyonu
mevcuttur. Bu  biyotransformasyonlarin  bir kismi  androjenler {izerinde
gergeklestirilmistir. S6z konusu biyotansformasyonlar genelde androjenlerin farkli
kisimlarinda mikrobiyal hidroksilasyonlar olarak ger¢eklesmistir [10-14,17-22].
Etkin bir androjen olan testosteron (2) bilesiginin farkli Mucor tirleri ile
biyotransformasyonuna yodnelik bazi ¢alismalar mevcuttur [17-22]. Bu ¢alismalarin
birinde alginata sabitlenmis Mucor plumbeus ATCC 4740 kufuniin testosteron (2) ile
biyotransformasyonu [17] 14oa-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (15), 6f3,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (16), 14a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (17),  6p-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (18), 7a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (19),
6p,14a-dihidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20), 6B,14a,17B-trinidroksiandrost-4-en-3-
on (21) ve 15a,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (22), bilesiklerini vermistir (Sekil
2.2).

0
0
OH OH
(15) (18)
— OH
o
2) H

, OH

o “OH

(19) (20) (21) (22)

Sekil 2.2. Sabitlenmis M. plumbeus ile testostron (2) biyotransformasyonu
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Serbest haldeki ayni kiifiin testosteron (2) bilesigi ile biyotransformasyonu [18] ise
6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (16) ve 14a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(17) bilesikleri ile sonuclanmustir (Sekil 2.3).

OH OH oH
0”7 i E 0”7 : i J/ij:?(';&
0
OH

() (16) (7)

Sekil 2.3. M. plumbeus ile testosteron (2) biyotransformasyonu

Mucor griseocyanus kufu ile testosteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [19]
14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15) ve 14a,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on
(17) bilesikleri ile sonuglanmistir (Sekil 2.4.).

OH (@) OH
(@) O (@)
(2)

(15) (7

Sekil 2.4. M. griseocyanus ile testosteron (2) biyotransformasyonu

Mucor piriformis kufh ile testosteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [20] ise
sadece 14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15) bilesigi ile sonuclanmistir (Sekil
2.5)).

OH
Ljéjé —
o) o)
2)

(15)

Sekil 2.5. M. piriformis ile testosteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu
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Bir Mucor tiirii izolatt (Mucor 881 veya MB881) ile testosteron (2) bilesiginin
biyotransformasyonu [21] 6p,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on  (16), 1la,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (23) ve 6p,11a,17p-trihidroksiandrost-4-en-3-on (24)
bilesikleri ile sonuc¢lanmustir (Sekil 2.6.).

OH OH OH OH
o} o o 0
OH OH
) (

(2) (16) (23 24)

Sekil 2.6. Mucor 881 ile testosteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu

Mucor silvaticus kifl ile testosteron (2) bilesiginin biyotransformasyonu [22] ise

agirhik olarak 7a-hidroksilasyonlari ile sonuglanmustir.

Zayif bir androjen olan epiandrosteron (12) bilesiginin literatirde Mucor tirleri ile

gergeklestirilen bir biyotransformasyonu ise mevcut degildir.
2.5. Cahymanin Amaci

Mucor hiemalis kifli, mucorales takiminin yeryiziniin her yerinde bulunan en
yaygin tirtdiir [23]. Bu kif 6zellikle etanol, citosan [24] ve baz1 enzimlerin [23] elde

edilmesindeki kullanimi ile dikkat ¢ekmistir.

Literatlirde Mucor hiemalis ile gergeklestirilmis 2 ayr1 steroid biyotransformasyonu
bulunmaktadir. Bu biyotransformasyonlarda kiif progesteron (2) [25] ve trimegeston
[26] steroidlerini mikrobiyal hidroksilasyonlara maruz birakmis ve bu

biyotransformasyonlardan hidroksillenmis bilesikler elde edilmistir.

Bu calismanin amaci, testosteron (2) ve epiandrosteron (12) steroidlerinin Mucor
hiemalis kaflndeki biyotransformasyonlarmin ~ nasil gercekleseceginin
incelenmesiydi. S6z konusu amag dogrultusunda yukarida adi gegen steroidler daha
once steroid biyotransformasyonlari i¢in kullanilmamis olan Mucor hiemalis MRC

70325 kifu ile biyotransformasyonlara maruz birakildi.




BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan besiyeri ve cam malzemelerin
sterilizasyonu 121 °C’de 20 dakika siire ile Nive OT 020 marka otoklav ile
gerceklestirildi. Kiiflerin gelistirilmesi ve biyotransformasyon ¢alismalart igin
Gerhardt THO 500 Laboshake Calkalamali Inkiibatér kullanildi. Infrared
spektrumlar;, Shimadzu IR Prestige-21 spektrometre cihazi ile alindi. *H NMR
spektrumlari, tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de
doterokloroform igerisinde Varian Mercury 300 NMR spektrometresi kullanilarak
alindi. ®*C NMR spektrumlar1 aymi cihaz kullamlarak 75 MHz’de déterokloroform
icerisinde alindi. Steroidleri ayirmak igin adsorban olarak Merck kalite silika jel 60
(230-400 mesh) iceren Kolon kromatografisi gergeklestirildi ve bu bilesikler hekzan
icerisinde artan etil asetat konsantrasyonlar1 elilent olarak kullanilarak kolondan
ayrildi. Biyotransformasyon deneyinin sonucu ve kolon kromatografi ¢aligmalarinin
sonuglar1 ince tabaka kromatografisi (ITK) ile izlendi. ITK 0,25 mm kalmligimda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) c¢tzgen
sistemi kullanilarak yapildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-anisaldehit-stlfirik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakika 1sitildiktan sonra gorindr hale
getirildi. Erime noktalar1 Electrothermal 1A 9200 erime noktasi tayin cihazi ile tespit
edildi.

Mucor hiemalis MRC 70325 kufu Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu, Marmara Arastirma Merkezi Gida Teknoloji ve Arastirma Enstitiisii’'nden
yatik agar kiiltlirleri olarak temin edildi. Bu kiiltiirler PDA igeren yatik agar
besiyerlerinde ve 4 °C’de muhafaza edildi. Testosteron (2) ve epiandrosteron (12)
bilesikleri Sigma-Aldrich sirketinden satin alindi. TUm solventler, yatik agar
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besiyerleri i¢in kullanilan PDA ve agar ile kiifler i¢in hazirlanan besiyerinde

kullanilan tum kimyasallar Merck sirketinden temin edildi.

3.2. Taze Yatik Agar Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,35 g) karisimi saf su ile 150 mL’ye
tamamlandiktan sonra kaynatilarak besi yeri hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
sogumadan 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik cam siselerin yarilarina
kadar ilave edildi ve otoklav igerisinde 121 °C’de 20 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyondan sonra siseler igerisinde erimis haldeki besi yerleri, donmadan 6nce
45%ye yakin bir egim olusturacak sekilde sogumaya birakilmak suretiyle yatik agar

besi yerleri elde edildi.

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

kiifler biyotransformasyon ¢alismasinda kullanildi.

3.3. M. hiemalis MRC 70325 ile Testosteron (2) inkiibasyonu

M. hiemalis MRC 70325 besiyeri olarak PYG Broth hazirlamak i¢in glukoz (20
g), pepton (10 g) ve maya ekstrakti (10 g) 1 litre distile suda ¢ozuldu [25].
Hazirlanan 1 L besiyeri, 10 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda
sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt kultirdeki kif, erlenlerden her birine
steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3

giin boyunca 26°C’de c¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyona (100 rpm) birakildi.

Testosteron (2) (1 g) DMF (10 mL) icerisinde ¢ozlnerek yeterli miktarda kif iceren
erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 5 giin siiresince

26 °C’ de galkalamali inkiibatOrde inkiibasyona (100 rpm) birakildi.
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Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtrasyon islemine tabi tutuldu ve besi yeri kiif kiiltiiriine ait misellerden siiziilerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil asetat (500 mL) kullanilarak yikandi.
Filtrat sodyum kloriire doygunlastirildiktan sonra her seferinde 1 L etil asetat
kullanilarak 3 ayri ekstraksiyona maruz birakildi. Daha sonra toplanan ekstraktlara
susuz sodyum siilfat katilarak ortamda bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat
evaporatorde uzaklastirildiktan sonra kahverengi yagimsi bir madde (1945 mg) elde
edildi.

Yagimst madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kolondan bir tanesi %30°1uk, bir digeri %50°1ik ve iki tanesi %6011k ¢bzgen sistemi

ile elisyonlar neticesinde farkli polaritelere sahip dort ayri bilesik elde edildi.

Biyotransformasyon g¢aligmasinin kontrolii i¢in sadece steril besiyeri ve substrati
iceren bir erlen ayni sartlarda 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasindaki ITK ile

inceleme kontrol erleninde herhangi bir metabolit olmadigini gosterdi.

3.4. M. hiemalis MRC 70325 ile Epiandrosteron (12) inkiibasyonu

Yukarida agiklandig gibi hazirlanan 1 L PYG Broth besiyeri 10 adet 250 mL erlene
paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi. Daha 6nce hazirlanan en taze alt
kiiltiirdeki kiif erlenlerden her birine steril sartlar altinda nakledildi. Bu erlenler
yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 3 gin boyunca 26° C’de ¢alkalamali

inktbatorde inkiibasyona (100 rpm) birakildi.

Epiandrosteron (12) (1 g) DMF (10 mL) igerisinde ¢Ozinerek yeterli miktarda kif
iceren erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 5 giin

stiresince 26 °C’ de galkalamali inkiibatorde inkiibasyona (100 rpm) birakildi.

Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, besiyeri bir Buchner hunisi yardimiyla
filtrasyon islemine tabi tutuldu ve besi yeri kiif kiiltiiriine ait misellerden siiziilerek
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miseller etil asetat (500 mL) kullanilarak yikandi.

Filtrat her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyona maruz birakildi.
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Daha sonra toplanan ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak ortamda
bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra

kahverengi ve yagimsi bir madde (1798 mg) elde edildi.

Yagims1 madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
% 30’lik ve %60°lik ¢ozgen sistemleri ile elusyonlar neticesinde farkli polaritelere
sahip iki ayr1 bilesik elde edildi.

Biyotransformasyon g¢aligmasinin kontrolii i¢in sadece steril besiyeri ve substrati
iceren bir erlen ayni sartlarda 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasindaki ITK ile

inceleme kontrol erleninde herhangi bir metabolit olmadigin1 gésterdi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Testosteron (2) ve epiandrosteron (12) bilesiklerinin M. hiemalis MRC 70325 ile
biyotransformasyonlarindan elde edilen bilesiklerin yapilarini belirlemek i¢cin hem
baslangi¢c maddelerinin hem de elde edilen bilesiklerin erime noktalari, *H NMR, $3C
NMR ve IR spektrumlar1 karsilastirildi. Bilesiklere ait 'H NMR ve C NMR
spektrumlar1 Ekler Bolimiinde verildi. Biyotransformasyonlar1 gergeklestirilen
testosteron (2) ve epiandrosteron (12) bilesiklerine ait karbon iskeletlerinin
numaralandirilmasi Sekil 4.1.’deki gibidir.
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Sekil 4.1. Substratlarin karbon iskeletlerinin numaralandirilmasi

Testosteron (2) (1 g) bilesiginin M. hiemalis MRC 70325 ile 26 °C’de 5 giin siiren
inklibasyonu [27] sonrasinda gergeklestirilen kolon kromatografisi c¢alismasi
sonrasinda kolondan sirasi ile androstendion (7) (%3), 14a-hidroksiandrost-4-en-
3,17-dion (15) (%9), 6pB,17B-dihidroksiandrost-4-en-3-on (16) (%2) ve 14a,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (17) (%62) bilesikleri elde edildi (Sekil 4.2.).

Androstendion (7) (30 mg, %3)
a. %30’luk c¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etilasetattan prizmalar
seklinde kristallendirildi.
b. Erime noktasi: 172-173 °C, (lit. [28] erime noktasi: 174-176 °C).
. IR (Vmax/cm™): 1732, 1720 ve 1615.
d. 'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,90 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); 5,74
(1H,s, 4-H).
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13C NMR (75 MHz, CDCls) : 220,43 (C-17); 199,33 (C-3); 170,35 (C-5);
124,07 (C-4); 53,78 (C-9); 50,76 (C-14); 47,45 (C-13); 38,58 (C-10); 35,69
(C-12); 35,62 (C-1); 35,07 (C-8); 33,84 (C-2); 32,50 (C-6); 31,20 (C-7);
30,68 (C-16); 21,68  (C-15); 20,24 (C-11); 17,31 (C-19); 13,64 (C-18).

o ol
o o

15)

(16) a7)

Sekil 4.2. M. hiemalis MRC 70325 ile testosteron (2) biyotransformasyonu

14a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15) (95 mg, %9)

a.

%50’lik ¢bzgen sistemiyle elisyon neticesinde metanolden yassi ¢ubuklar
seklinde kristallendirildi.

Erime noktasi: 260-261 °C, (lit. [29] erime noktasi: 255-260 °C).

IR (Vmax/cm™): 3417, 1730, 1660 ve 1620.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 1,00 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); 5,72
(QH,s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 218,56 (C-17); 199,3362 (C-3); 170,32 (C-5);
123,94 (C-4); 80,50 (C-14); 52,49 (C-13); 46,67 (C-9); 38,56 (C-10); 38,51
(C-8); 37,84 (C-1); 35,55 (C-12); 33,78 (C-2); 33,02 (C-6); 32,26 (C-7);
30,07 (C-16); 24,39 (C-15); 19,02 (C-11); 17,75 (C-19); 17,21 (C-18).

6p,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (16) (21 mg, %2)

a.

b.

%60’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etilasetattan prizmalar
seklinde Kkristallendirildi.
Erime noktasi: 210-212 °C, (lit. [29] erime noktas1: 215-220 °C).
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IR (Vmax/cmt): 3495, 1660 ve 1620.

IH NMR (300 MHz, CDCl3): 0,81 (3H, s, 18-H); 1,38 (3H, s, 19-H); 3,66
(1H, t, J = 8,5 Hz, 170-H); 4,35 (1H, bs, 60-H); 5,81 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 200,77 (C-3); 168,79 (C-5); 126,13 (C-4); 81,57
(C-17); 72,74 (C-6); 53,60 (C-9); 50,34 (C-14); 42,81 (C-13); 37,98 (C-12);
37,92 (C-10); 36,97 (C-7); 36,29 (C-1); 34,13 (C-2); 30,27 (C-16); 29,68 (C-
8): 23,19 (C-15); 20,50 (C-11); 19,44 (C-19); 11,06 (C-18).

14a,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (17) (654 mg, %62)

a.

%60’k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etilasetattan prizmalar
seklinde Kkristallendirildi.

Erime noktasi: 183-184 °C, (lit. [29] erime noktas1: 181-185 °C).

IR (Vmax/cm™): 3447, 1662 ve 1640.

IH NMR (300 MHz, CDCl3): 0,90 (3H, s, 18-H); 1,20 (3H, s, 19-H); 4,29
(1H,t, J=8,2 Hz, 170-H); 5,71 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 199,78 (C-3); 171,02 (C-5); 123,74 (C-4); 83,24
(C-14); 78,45 (C-17); 46,88 (C-13); 46,67 (C-9); 38,81 (C-8); 38,65 (C-10);
35,63 (C-1); 33,84 (C-2); 32,57 (C-12); 32,49 (C-6); 29,48 (C-16); 28,47 (C-
7): 26,04 (C-15); 19,62 (C-11): 17,15 (C-19); 14,85 (C-18).

Epiandrosteron (12) (1 g) bilesiginin M. hiemalis MRC 70325 ile 26 °C’de 5 giin

stren inkibasyonu [27] akabinde gergeklestirilen kolon kromatografisi ¢aligmasi

sonrasinda kolondan siras1 ile degismeyen baslangic maddesi (%75, 750 mg) ile

3pB,17B-dihidroksiandrostan (25) (%3) bilesikleri elde edildi (Sekil 4.3.).

HO

HO
(12) (25)

Sekil 4.3. M. hiemalis MRC 70325 ile epiandrosteron (12) biyotransformasyonu
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3B,17B-Dihidroksiandrostan (25) (31 mg, %3)

a.

%6011k ¢Ozgen sistemiyle elisyon sonrasinda asetondan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 165-166 °C, (lit. [30] erime noktasi: 167-168 °C).

IR (Vmax/cm™): 3460 ve 3200.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,61 (3H, s, 18-H); 0,72 (3H, s, 19-H); 3,41
(2H, m, 3a-H ve 17a-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 80,82 (C-17); 70,04 (C-3); 54,12 (C-9); 50,64
(C-14); 44,53 (C-5); 42,61 (C-13); 37,89 (C-4); 36,71 (C-12); 36,53 (C-10);
35,14 (C-1); 35,11 (C-8); 31,24 (C-7); 31,12 (C-16); 29,87 (C-2); 28,23 (C-
6); 22,97 (C-15); 20,41 (C-11); 11,88 (C-19); 10,91 (C-18).



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Biyotransformasyon caligmalar1 sonucunda elde edilen yeni bilesiklerin yapilarini
tayin amaciyla, c¢ikis maddeleri olan testosteron (2) ve epiandrosteron (12) ile
biyotransformasyonlardan elde edilen bilesiklerin erime noktalar;, 'H NMR, 3C
NMR ve IR spektrumlari karsilastirildi.

Testosteron (2) bilesiginin M. hiemalis MRC 70325 ile bes giin inkiibasyonu [27]
dort metabolit verdi (Sekil 5.1.). ilk metabolit testosteron (1) bilesiginin &y 3,61 deki
17a-H rezonansim (1H, t, J = 8,5 Hz) vermezken 4-H rezonansini dx 5,74’de (1H, s)
verdi. Metabolit baslangic maddesinin 64 0,78’deki 18-metil rezonansi i¢in 6H 0,90
ppm’e yani asagi alana dogru bir kayma gosterdi (A 0,12 ppm). Metabolit &¢c
81,56°deki C-17 rezonansini vermezken dc 220,43 ppm’de yeni bir karbonil grubu
rezonansi verdi (Tablo 5.1.). Bu sonuglar C-17’de oksidasyon gergeklestini ve ilk

metabolitin androstendion (7) oldugunu gosterdi.

O O
OH é)H
O O
(15)
- ") OH OH
O
2) -
OH
O O
OH
(16) 17)

Sekil 5.1. M. hiemalis MRC 70325 ile testosteron (2) biyotransformasyonu
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Ikinci metabolit C-17’de oksidasyon oldugunu gosterecek sekilde 5c 81,56 deki C-17
rezonansini vermezken oc 218,56 ppm’de ppm’de yeni bir karbonil grubu rezonansi
verdi. Metabolit ¢ 80,50 ppm’de bir hidroksil grubu varligina isaret eden yeni bir C
atomu rezonsi verdi. Metabolit 18-metil rezonansi igin asagi alana dogru bir kayma
(A 0,22 ppm) gostermesine ragmen yeni bir proton sinyali vermediginden C-14’de
tersiyer bir hidroksil grubunun bulundugu diisiiniildii. Metabolitin *C NMR
spektrumu C-8 ve C-13 rezonanslari i¢in asagi alana dogru kaymalar gosterirken (C-
8 i¢in A 2,14 ppm ve C-13 i¢in A 9,72 ppm) C-12 ve C-16 rezonanslari igin ise
yukari alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-12 i¢in A 0,13 ppm ve C-16 igin A 0,31
ppm) gosterdi. Bu kayma degerleri bir 14a-hidroksil grubunun varligin1 kanitladi.
Butlin bu sonuglar ikinci metabolitin 14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (15)

oldugunu gosterdi.

Tablo 5.1. Bilesiklerin ** C NMR spektrumu sinyalleri.

Karbon 2 12 7 15 16 17 25
atomu
1 35 61 36.87 3562 3784 | 36,29 3563 35.14
2 33.01 3135 33.84 33.78 | 34,13 33.84 20,87
3 10962 | 71,06 10933 | 19962 | 20077 | 199,78 70,04
4 12382 | 37,98 12407 | 12394 | 12613 | 123.74 42,53
5 17131 | 44.76 17035 | 17032 | 16879 | 171,02 140,98
6 32.76 28.32 32.50 3302 | 72.74 32.49 2823
7 31.49 30,83 31.20 3226 | 36,97 2847 31,24
8 36.37 34,97 3507 3851 | 29,68 38,81 3511
9 53.86 54.35 53.78 46,67 | 53,60 46,67 5412
10 38,62 3557 38,58 3856 | 37,92 38,65 36,53
11 2059 2043 2024 1902 | 2050 10,62 2041
12 35 68 3147 3560 3555 | 37,98 3257 36.71
13 42,77 47.76 4745 5249 | 42,81 46,38 42,61
14 5042 51,34 50.76 8050 | 50,34 83.24 50,64
15 23.29 21.72 21,68 2439 | 23.19 26,04 2297
16 30.38 35,80 30,68 30,07 | 30,27 2948 3112
17 81.56 22150 22043 | 21856 | 81,57 78.45 80,82
18 11,02 13.76 13,64 1721 | 1106 14,85 1091
19 17.37 12.25 1731 1775 | 19,44 17.15 11.88

Uclinci metabolit 84 4,35 ppm (1H, bs) ve 8¢ 72,74 ppm‘de bir 6B-hidroksil
grubunun varhi@ini gosteren karakteristik rezonanslar [31,32] verdi. Metabolit,
C-6’daki bir hidroksil grubunun varligin1 destekler nitelikte baslangic maddesinin on

5,72 ppm’deki 4-H rezonansi ig¢in asagi alana dogru bir kayma (A 0,09 ppm)
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gosterdi. Metabolitin 3C NMR spektrumu C-7 rezonans! i¢in asagi alana dogru bir
kayma (A 5,48 ppm) verirken C-8 rezonansi i¢in ise yukari alana dogru y-gauche
kaymasi1 (A 6,69 ppm) verdi. Bu kayma degerleri ticlinci metabolitin 6p,17p-
dihidroksiandrost-4-en-3-on (16) oldugunu gosterdi.

Dordiincii metabolit dc 83.24 ppm’de bir hidroksil grubunun varligmi dc 83,24
ppm’de yeni bir karbon atomu rezonansi verdi. Metabolitin *H NMR spektrumu
170-H rezonansi igin bir 14oa-hidroksil grubu ile karakteristik [29] diaksiyal
etkilesimini gosteren asagi alana dogru bir kayma verdi (A 0,68 ppm). Metabolitin
13C NMR spektrumu C-8 ve C-13 rezonanslari igin asag1 alana dogru kaymalar
gosterirken (C-8 icin A 2,44 ppm ve C-13 igin A 4,11 ppm) C-12 ve C-16
rezonanslari i¢in ise yukar1 alana dogru y-gauche kaymalar1 (C-12 igin A 3,11 ppm
ve C-16 icin A 0,90 ppm) gosterdi. Bu kayma degerleri bir 14a-hidroksil grubunun
varligini1 daha da dogruladi ve dordiincii metabolitin 14a,173-dihidroksiyandrost-4-

en-3-on (17) oldugunu gosterdi.

Testosteron (2) bilesiginin M. hiemalis MRC 70325 ile biyotransformasyonu, ayni
bilesigin diger Mucor tlrleri olan Mucor plumbeus [17,18], Mucor griseocyanus [19]
ve Mucor piriformis [20] kifleri ile biyotransformasyonlarindaki gibi agirlikli olarak
140-hidroksilasyonlari ile sonuglandi [26]. Bu Mucor tirlerinin aksine Mucor 881
[21] ve M. silvaticus [22] ile testosteron (2) bilesiginin biyotransformasyonlari farkli

yerlerdeki hidroksilasyonlar ile sonuglandi.

HO HO
(12) (25)

Sekil 5.2. M. hiemalis MRC 70325 ile epiandrosteron (12) biyotransformasyonu

Epiandrosteron (12) bilesiginin M. hiemalis MRC 70325 ile bes giin inkiibasyonu
[27] sadece bir metabolit verdi (Sekil 5.2.). Metabolitin *H NMR spektrumu &n 3,41

ppm’de Ust Uste gelen ve birisi yeni olan iki rezonans (2H, m) goésterdi. Metabolit,
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baslangi¢ maddesinin 1 0,84 ppm’deki 18-metil rezonansi i¢in yukari alana dogru
bir kayma (A 0,23 ppm) gosterdi. Metabolit 3C NMR spektrumu baslangic
maddesinin &¢ 221,50 ppm’deki C-17 karbonil karbon atomu rezonansinin yerine dc
80,82 ppm’de yeni bir hidroksil grubu rezonans: vermesi C-17 karbonil grubunun
hidroksil grubuna indirgendigini gosterdi. Bu sonuglar C-17de bir indirgenme

gerceklestigini ve metabolitin 3f3,17p-dihidroksiandrostan (25) oldugu anlasildu.

Epiandrosteron (12) bilesiginin M. hiemalis MRC 70325 ile inkiibasyonu mikrobiyal
hidroksilasyon yerine C-17’deki diisiik verimli bir indirgenme ile sonuglandi [26].
Daha once diger Mucor tlrleri ile testosteron (2) ve progesteron (5) gibi 4-en-3-on
steroidlerin biyotransformasyonlar1 genelde 14a-hidroksilasyonlari ile sonuglanirken
pregnenolon (4) ve dehidroepiandrosteron (9) gibi 5-en-3p-hidroksi steroidlerin

biyotransformasyonlari1 genelde 7a-hidroksilasyonlari ile sonuglanmisti [27].

A yada B halkasinda ¢ift bag icermeyen epiandrosteron (12) 4-en-3-on steroidleri
veya 5-en-3B-hidroksi steroidlerden biri degildir. Bu sonuglar Mucor turleri ile
mikrobiyal hidroksilasyonlarin ger¢eklesebilmesi i¢in steroid yapidaki substratlarin

A yada B halkasinda ¢ift bag icermesi gerektirdigini diisiindiirmektedir.

Kisaca Mucor hiemalis diger ¢cogu Mucor tiirleri gibi A halkasinda bir ¢ift bag igeren
ve bir 4-en-3-on steroidi olan testosteron (2) bilesigini agirlikli olarak 14a-
hidroksilasyonlarina ugratirken A veya B halkalarinda ¢ift bag igermeyen
epiandrosteron (12) bilesigini herhangi bir hidroksilasyona ugratamadi [27]. Mucor
ve diger kiif cinslerine ait kiifler ile steroidler lizerinde gergeklestirdigimiz fungal

biyotransformasyonlar stirmektedir.
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Sekil A.8. 6B,17p-dihidroksiandrost-4-en-3-on (16) icin *C NMR spektrumu
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Sekil A.10. 14a,17p-Dihidroksiandrost-4-en-3-on (17) icin ?C NMR spektrumu
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Sekil A.11. Epiandrosteron (12) i¢in 'H NMR spektrumu
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Sekil A.12. Epiandrosteron (12) icin *C NMR spektrumu
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Sekil A.13. 3p,17B-Dihidroksiandrostan (25) i¢in '"H NMR spektrumu
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