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OZET

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, Aspergillus wentii, Aspergillus tamarii,
Nandrolon.

Bu calismada nandrolon (19-nortestosteron) bilesiginin Aspergillus wentii MRC
200316 ve Aspergillus tamarii MRC 72400 kiiflerinde nasil metabolize edilecegini
incelemek igin bilesigin s6z konusu kiifler ile bes giin siiren biyotransformasyonlari
gerceklestirildi. A. wentii MRC 200316 ve A. tamarii MRC 72400 ile bilesigin
inkiibasyonlari ii¢ ayr1 metabolit verdi.

Substratin = A, wentii MRC 200316 ile inkiibasyonundan 10pB-hidroksi-19-
nortestosteron (%2), 6pB-hidroksi-19-nortestosteron (%60) ve 14a-hidroksi-19-
nortestosteron (%35) bilesikleri elde edildi. Substratin A. tamarii MRC 72400 ile
inkiibasyondan ise 19-norandrost-4-en-3,17-dion (%4), 19-nortestolakton (%75) ve
11B-hidroksi-19-nortestolakton (%5) bilesikleri elde edildi. Metabolitlerin yap1
tayinleri nandrolon ile metabolitlerin erime noktalar, NMR ve IR spektrumlar
karsilastirilarak gergeklestirildi.



THE BIOTRANSFORMATION OF NANDROLONE BY SOME
ASPERGILLUS SPECIES

SUMMARY

Keywords : Biotransformation, Aspergillus wentii, Aspergillus tamarii, Nandrolone.

In this work, nandrolone (19-nortestosterone) was incubated with Aspergillus wentii
MRC 200316 and Aspergillus tamarii MRC 72400 in order to see how it would be
metabolized by these two fungi. Incubations of nandrolone with A. wentii MRC
200316 and A. tamarii MRC 72400 both fungi afforded three different metabolites.

Incubation of nandrolone with A. wentii 200316 afforded 10p-hydroxy-19-
nortestosterone (2%), 6B-hydroxy-19-nortestosterone (60%) ve 14a-hydroxy-19-
nortestosterone (5%). Incubation of nandrolone with A. tamarii 72400 afforded 19-
norandrost-4-en-3,17-dion  (4%), 19-nortestolakton (75%) ve 11B-hidroksi-19-
nortestolakton (5%). The structures of the metabolites were elucidated by comparing
melting points, NMR and IR spectra of nandrolone with those of metabolites.

Xi



BOLUM 1. GIRIS

Canlilarin kendi dogal substratlari olmayan maddeler iizerinde enzimleri veya bu
enzimleri iceren mikrozomlar, hiicre kiiltiirleri, doku kiiltiirleri, organ Kkiiltiirleri,
mikroorganizmalar ya da mikroorganizma sporlart gibi biyolojik sistemler sayesinde
meydana getirdigi kimyasal degisikliklere biyotransformasyonlar adi verilir. Sirke
iiretiminde etil alkoliin bakteriler tarafindan asetik aside oksidasyonu ve sekerin bira
mayasi tarafindan etil alkole donistiirilmesi en eski ve en iyi bilinen

biyotransformasyonlara 6rnek olarak verilebilir [1].

Glinlimiizde  biyotransformasyonlar  i¢in  daha ¢ok  mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Bunun en Onemli sebepleri arasinda mikroorganizmalar ile
gergeklestirilen biyotransformasyonlarin ¢evre dostu olmalari, daha kisa siirede ve
daha ucuza mal edilmeleri ile erlenden fabrika fermentoriine kadar gesitli ortamlarda
gerceklestirilebilmeleri sayilabilir. Mikroorganizmalar biyotransformasyonlar i¢in
serbest veya uygun ylizeylere sabitlenmis olarak kullanilabilir ve en yaygin olarak
kullanilan mikroorganizma gruplar1 kiifler, mayalar, bakteriler ve mikrobiyal

alglerdir [2].

Mikroorganizmalar igerdikleri spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde hem
dogal hem de sentetik birgok substrat iizerinde cok sayida farkli kimyasal
reaksiyonlar  gerceklestirebilirler.  Biyotransformasyon  reaksiyonlarmin  en
onemlilerinden birisi mikrobiyal hidroksilasyondur [1]. Mikrobiyal hidroksilasyonun
onemi ilk olarak iltihap giderici olarak kullanilan kortikal steroidlerin sentezinde
ortaya ¢ikmustir [1,3]. Kortikal steroidlerin sentezinde fonksiyonel gruplarin oldukga
uzakta bulunan C-11 pozisyonuna bir oksijen fonksiyonu yerlestirmek klasik
kimyasal yontemlerle olduk¢a uzun ve masrafli bir islemdi. Bu sorunun 1950°1li

yillarda Rhizopus arrhizus kiifii ile hidroksilasyon sayesinde tek basamakta ve



yilksek  verimli  olarak  ¢oziilmesi (Sekil 1.1) dikkatleri mikrobiyal

biyotransformasyonlar tizerine ¢ekmistir  [1].

HO,,
R. arrhizus
—_————

O O

Sekil 1.1. R. arrhizus ile steroid biyotransformasyonu

Mikrobiyal hidroksilasyonun 6neminin anlasilmasindan sonra steroidler ve diger
bircok farklt madde iizerinde ¢ok sayida degisik mikroorganizma ile hidrolitik
reaksiyonlar, 5a-rediiksiyonlari, mikrobiyal Baeyer-Villiger oksidasyonlart,
mikrobiyal  kondensasyonlar, izomerlesme gibi yeni  biyotransformasyon
reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir [1,4]. Elde edilmeleri klasik sentez yontemleri ile
uzun siirede ve olduk¢a maliyetli olan steroidal ilaglar ve steroid hormonlar gibi ¢ok
sayidaki 6nemli kimyasal maddeler mikrobiyal biyotransformasyonlar ile kolayca ve
ucuza tretilebilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda halen birgok steroid 6zellikle farkli

kiif tiirleri ile biyotransformasyonlara maruz birakilmaktadir [4].



BOLUM 2. NANDROLON BIiLESIGININ KUFLER iLE
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Dogal Uriinler

Canlilarin bilinyesindeki organik bilesikler iic ayr1 temel gruba ayrilabilir. Birinci
gruba, biitlin canlilarda ortak olan, canlilarin biiyiime ve gelismelerinde merkezi rol
oynayan primer metabolitler adi verilen bilesikler girer. Ikinci gruba seliiloz,
ligninler ve proteinler gibi hiicresel yapilart olusturan yiiksek molekiiler agirlikli
biyopolimerler girer. Ugiincii gruba ise canlilarin biiyiime ve gelismelerinde elzem
olmayan sekonder metabolizmanin bilesenleri olan, dogal {iriinler veya sekonder
metabolitler olarak da adlandirilan ve sadece bir veya belirli birkag tiir icgin

karakteristik olan bilesikler girer [5].

Dogal {iiriinler her ne kadar hayat i¢in elzem olmasalar da kendilerini igeren
canlilarin hayatta kalmalarina yardimer olurlar ve daha ¢ok diger canlilar iizerindeki
etkileri sebebi ile dikkat c¢ekerler. Bu bilesikler hemen her grup canlida
bulunmalarina ragmen 6zellikle bitkiler, mikroorganizmalar, mantarlar ve bocekler

de daha yaygin olarak g6zlenirler [5,6].

Dogal iirtinler 6zellikle bitkiler, mikroorganizmalar, bocekler ve diger hayvanlar
arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde ekolojik role sahip olan bilesiklerdir.
Bunlar genellikle stres sartlarinda devreye giren savunma maddeleri, hos olmayan
tatlar1 ile otcullar tarafindan tiiketilmeyi Onleyen bilesikler, diger canlilar
bulunduklar1 canlilara ¢eken renkli ve kokulu bilesikler ve 6zellikle bocekler gibi

bazi hayvanlar arasinda iletisimi saglayan feromonlar olarak gérev yaparlar [6].

Dogal iiriinler ilk bakista ¢ok sayida ve birbirinden yapica farkli bilesikler olmasina

ragmen bu bilesiklerin ¢cogu genellikle dogadaki biyosentezlerinden kaynaklanan




baz1 6zel yapisal karakterlerinden dolay: poliketidler, yag asitleri tiirevleri, terpenler,
steroidler, fenolik bilesikler, alkaloidler, amino asit tiirevleri ve 6zellesmis peptidler

gibi siniflardan birine dahil edilirler [1].
2.2. Steroidler

Dogal tiriinlerin 6nemli bir smifi olan steroidlerin en yaygin temsilcilerinden birisi
kolesteroldiir (1). Kolesterol (1) insan ve hayvan membranlarindaki akiskanliginin
diizenlenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Kolesterol (1) ayrica steroid hormonlar, safra
asitleri ve D3 vitamini gibi birgok hayati fonksiyonu bulunan bilesigin de baslangic
maddesidir.  Kolesterol (1) kokenli steroid hormonlar glukokortikoidler,
mineralokortikoidler, androjenler, dstrojenler ve progestagenler (progestinler) olmak
lizere bes ana sinifta incelenmektedir. Androjenler, Ostrojenler ve progestagenler
iireme ile ilgili organlarin gelisme ve biiylimelerini, ikincil esey karakterlerini ve
iireme dongiisiinii diizenleyen esey hormonlar1 olarak da bilinirler. Esey hormonlar
ayrica gliclii anabolik etkileri sayesinde kemik, kaslar ve deri gibi bircok dokunun

gelismesini ve metabolizmanin da siirekliligini saglarlar [7,8].
2.2.1. Androjenler

Androjenler erkek bireylerde 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 6nce kolesterolden
(1) pregnenolon (4) olusmasi ile baglar (Sekil 2.1). Adenohipofizden salinan LH
(liteinlestirici hormon) kolesterolden (1) pregnenolon (4) sentezini uyarmaktadir. LH
saliverilmesi ise kandaki serbest testosteron diizeyi tarafindan diizenlenir.
Pregnenolon (4) iizerinden androjenlerin biyosentezi A* yolu ve A® yolu olmak iizere
iki ayr1 sekilde gergeklesmektedir. Androjen biyosentezinin ana yolu A* yoludur. Bu
yolda pregnenolon (4) 6nce progesterona (5) doniistiiriiliir. Progesteron (5) ise daha
sonra 17a-hidroksiprogesterona (6) doniistiiriilir. 17a-Hidroksiprogesteron (6)
biinyesindeki yan zincirinin enzimatik olarak parcalanmasi ile olugsan androstendion

(7) bilesiginin C-17’deki indirgenmesi sonucunda testosteron (2) sentezlenir.




Testosterondan (2) ise daha sonra Sa-rediiktaz aktivitesi ile daha etkin bir diger
androjen olan dihidrotestosteron (3) sentezlenir [8].

HO (1)

g@fy e
o

O
o (7)

OH/ OH
© (2) © 3)

Sekil 2.1. Bazi androjenlerin biyosentezi.

Bir yan yol olan A° yolunda pregnenolon (4) 17a-hidroksipregnenolon (8) bilesigine
cevrildikten sonra yan zincirin uzaklastirilmasi ile dehidroepiandrosteron (9)

bilesigine ¢evrilmektedir. Dehidroepiandrosteron (9) ise androst-4-en-3,17-dion (7)




bilesigine c¢evrildikten sonra testosterona (2) yiikseltgenmektedir. Bu yolda olusan

17a-hidroksipregnenolon (8) ayrica dogrudan progesterona (5) ¢evrilebilmektedir

8].

Disi bireylerde etkili esey hormonlari olan dstrojenler ise aromataz enzimi varliginda
androjenlerden sentezlenir (Sekil 2.2.). Bu sentez esnasinda birbirlerine de
doniisebilen androjenler olan testosteron (2) ve androst-4-en-3,17-dion (7) bilesikleri
iki ayr1 basamak tizerinden sirasi ile nandrolon (10) ile 19-norandrost-4-en-3,17-dion
(11) bilesiklerine ¢evrilir. Enzimatik olarak birbirlerine de doniisebilen 19-
norandrostendion (11) ile nandrolon (10) daha sonra sirasi ile 6stron (12) ve ostradiol
(13) ostrojenlerine cevrilir. Ostron (12) ve dstradiol (13) hormonlar1 da enzimatik

olarak birbirlerine ¢evrilebilmektedir [9].

¥ Y
Y Y
(0) OH
0 (1) 0 (10)

| |

| o

(13)

Sekil 2.2. Bazi strojenlerin androjenlerden biyosentezi.




2.2.2. Nandrolon

Nandrolon (10) yada diger adi ile 19-nortestosteron bilesigi 19p-metil grubu icermez.
Bu tip 19B-metil grubu icermeyen steroidlere norsteroidler ad1 verilir ve norsteroidler
androjenik etkili anabolik bilesiklerdir. Nandrolon (10) bilesigi ¢ok az miktarda da
olsa (<0,6ng mL™) hem erkek hem de disi bireylerde dogal olarak olusmaktadir.
Nandrolon (10) ve bazi esterleri ayrica bir takim rahatsizliklara karsi tibbi tedavi
amaci ile kullanilmaktadir. Buna ragmen aym bilesikler kas kiitlesi ve performans
artirict yani anabolik etkilerinden dolay1 bazi sporcular tarafindan doping maddeleri
olarak da kullanilmaktadir. Bugiine kadar birgok inlii sporcu nandrolon
metabolitlerinin idrarlarinda belirli bir diizeyin (erkeklerde 2 ng/mL ve bayanlarda 5

ng/mL) tizerinde ¢ikmasi yiiziinden kariyerini sifirlamistir [9].

2.3. Kiifler ile Nandrolon Biyotransformasyonlari

Literatiirde nandrolon (10) bilesiginin farkli kif tiirleri ile biyotransformasyonuna
yonelik ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [10-31]. S6z konusu g¢alismalar ¢ok sayida

farkli metabolitler ile sonuclanmustir.
Rhizopus stolonifer ile nandrolon (10) biyotransformasyonundan (Sekil 2.3.) 19-
norandrost-4-en-3,17-dion (11) ve 60,17B-dihidroksi-19-norandrost-1,4-dien-3-on

(14) bilesikleri elde edilmistir [10].

OH O OH

OH
(10) (11) (14)

Sekil 2.3. R. stolonifer ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Rhizopus nigricans ile nandrolon (10) ile biyotransformasyonu (Sekil 2.4.) sonucu
11a-hidroksi-19-nortestosteron (15), 10B-hidroksi-19-nortestosteron (16) ve 6p-
hidroksi-19-nortestosteron (17) bilesiklerini vermistir [11].
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HO, P
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Sekil 2.4. R. nigricans ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Rhizopus arrhizus ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.5.) 10B-hidroksi-
19-nortestosteron  (16) ve 6pB-hidroksi-19-nortestosteron (17) bilesikleri ile

sonuclanmustir [12].

OH OH OH
o o o
OH

(10) (16) (17)

Sekil 2.5. R. arrhizus ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Fusarium culmorum ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.6.) 6p-hidroksi-
19-nortestosteron (17) ve 6B-hidroksi-19-norandrost-4-en-3,17-dion (18) bilesiklerini
vermistir [13].

OH OH o]
o o) o)
OH OH
(10) (A7) (18)

Sekil 2.6. F. culmorum ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.




Fusarium solani [14] ve Cylindrocarpon radicicola [15] ile nandrolon (10)
biyotransformasyonlar1 (Sekil 2.7.) sonucunda 19-norandrost-4-en-3,17-dion (11),

ostron (12) ve ostradiol (13) bilesikleri elde edilmistir.
@] (O]

OH

(12)

- (11)

OH

(10)
HO

(13)

Sekil 2.7. F. solani ve C. radicicola ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Fusarium  orhtoceras ve bir Penicillium tiri ile nandrolon (10)
biyotransformasyonlar1 (Sekil 2.8.) 15a-hidroksi-19-norandrost-4-en-3,17-dion (19)

ve 15a-hidroksi-19-nortestosteron (20) bilesikleri ile sonug¢lanmistir [16].

(10) (19) (20)

Sekil 2.8. F. orhtoceras ve bir Penicillium tiirii ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Penicillium decumbens ile nandrolon (10) biyotransformasyonundan (Sekil 2.9.) 19-
norandrost-4-en-3,17-dion (11) ve 19-nor-5a-dihidrotestostosteron (21) bilesikleri

elde edilmistir [17].
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OH 0 OH
o o :
° A

(10) (11) (21)

Sekil 2.9. P. decumbens ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Penicillium notatum ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.10.) neticesinde
19-nortestolakton (22) bilesigi yiiksek bir verimle (%96) elde edilmistir [18].

OH

0._0O
H H
0 0

(10) (22)

Sekil 2.10. P. notatum ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Aspergillus ochraceus [19] ve Beauveria bassiana [20] ile nandrolon (10)

biyotransformasyonlar1 (Sekil 2.11.) 11a-hidroksi-19-nortestosteron (15) bilesigi ile

sonuglanmaistir.
OH
OH HO,
Ljéjé !
') (0]
(10) (15)

Sekil 2.11. A. ochraceus ve B. bassiana ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Aspergillus tamarii ATCC 1005 kiifii ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil
2.12.) 19-norandrost-4-en-3,17-dion (11), 19-nortestolakton (22), 11p-hidroksi-19-
nortestolakton (23), 11B-hidroksi-19-norandrost-4-en-3,17-dion (24) ve 11B-hidroksi-
19-nortestosteron (25) bilesiklerini vermistir [21]. Aspergillus flavus ile nandrolon

(10) biyotransformasyonu ise degismeyen baslangic maddesi ile sonuglanmistir [22].
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o)
0.__0 HO 0__0O
H H H

H
. (1) (22) (23)
(@) 0 OH
H H
(10)
(@) (@]
(24) (25)

Sekil 2.12. A. tamarii ATCC 1005 ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Botrytis paeoniae ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.13.) 10B-hidroksi-
19-nortestosteron (16) bilesigini vermistir [19].

OH OH
o) (@)

(10) (16)

Sekil 2.13. B. paeoniae ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Botrytis cinerea kiifii ile nandrolon (10) biyotransformasyonundan (Sekil 2.14.) 10p-
hidroksi-19-norandrost-4-ene-3,17-dion (26) bilesigi elde edilmistir [23].

OH O
o) (0]

(10) (26)

Sekil 2.14. B. cinerea ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Helminthosporium kusanoi kiifii ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil

2.15.) 6B-hidroksi-19-nortestosteron (17) bilesigi ile sonuglanmistir [24].
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OH OH

OH
(10) (A7)

Sekil 2.15. H. kusanoi ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Helminthosporium buchloes ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.16.) ise

14a-hidroksi-19-nortestosteron (27) bilesigini vermistir [24].

(10) (27)

Sekil 2.16. H. buchloes ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Absidia coerulea ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.17.) neticesinde
15a-hidroksi-19-nortestosteron (20) bilesigi elde edilmistir [25].

(10) (20)

Sekil 2.17. A. coerulea ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Absidia glauca ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.18.) 19-norandrost-
4-en-3,17-dion (11), 10B-hidroksi-19-nortestosteron (16),6B-hidroksi-19-
nortestosteron (17) ve 12pB-hidroksi-19-nortestosteron (28) bilesiklerini vermistir
[26].
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0 OH
H OH
OH o
7 (1) (16)
0 - OH OH  oH
H H
(10)
o 0
OH
(17) (28)

Sekil 2.18. A. glauca ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Trichoderma hamatum ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.19.) 11a-
hidroksi-19-nortestosteron (15), 11p-hidroksi-19-norandrost-4-en-3,17-dion (24) ve
19-norandrost-1,4-dien-3,17-dion (29) bilesikleri ile sonu¢lanmistir [27].

OH O
HO,,, HO
H H
OH
O O
H
(15) (24)
(e} o
H
(10)
O
(29)

Sekil 2.19. T. hamatum ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Curvularia lunata ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.20.) neticesinde
10B-hidroksi-19-nortestosteron (16) 6p-hidroksi-19-nortestosteron (17), 11p-hidroksi-
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19-nortestosteron (24), 14a-hidroksi-19-nortestosteron (27) ve 10p,11pB-dihidroksi-
19-nortestosteron (30) bilesikleri elde edilmistir [28].

OH OH OH
OH H H

OH

— (16) (7 (24)

HO

(10) OH

(30)

(27)

Sekil 2.20. C. lunata ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Colletotrichum derridis ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.21.) 12p-
hidroksi-19-nortestosteron (28) ve 12p-hidroksi-19-norandrost-4-en-3,17-dion (31)

bilesiklerini vermistir [29].

OH OH  oH OH o
0] O o

(10) (28) (31)

Sekil 2.21. C. derridis ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Mycosphaerella latebrosa ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.22.)

sonucu 16B-hidroksi-19-nortestosteron (32) bilesigi elde edilmistir [30].
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JouaNe

(10)

(32)

Sekil 2.22. M. latebrosa ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Hypomyces aurantius ile nandrolon (10)  biyotransformasyonu (Sekil 2.23.)
16a-hidroksi-19-nortestosteron (33) bilesigini vermistir [30].

JouaNe

(10) (33)

Sekil 2.23. H. aurantius ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Cephalosporium aphidicola ile nandrolon (10) biyotransformasyonu (Sekil 2.24.)
sonucunda 19-norandrost-4-en-3,17-dion (11), 10B-hidroksi-19-nortestosteron (16) ve
6pB-hidroksi-19-nortestosteron (17) bilesikleri elde edilmistir [31].

OH (0] OH OH
(0] @) O O
OH

(10) 11) (16) 17

Sekil 2.24. C. aphidicola ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.
2.4. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci nandrolon (10) bilesiginin Aspergillus wentii MRC 200316 ve
Aspergillus tamarii MRC 72400 kiiflerinde nasil metabolize edileceginin

incelenmesidir.




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 Niive 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
spektrumlar1 tetrametilsilan standart i¢ sinyal olarak kullanilarak, 300 MHz’de
doterokloroform igerisinde ve Varian Mercury 300 NMR spektrometresi kullanilarak
almndi. °C NMR spektrumlari, ayni cihaz kullanilarak 75 MHz’de doterokloroform
igerisinde 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 konsantrasyonlar: eliient olarak kullanilarak kolondan
ayrildi. Biyotransformasyon deneyinin sonucu ve kolon kromatografi ¢alismalarinin
sonuglar1 ince tabaka kromatografisi (ITK) ile izlendi. ITK 0,25 mm kalmliginda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢6zgen
sistemi kullanilarak yapildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifine daldirildiktan sonra 120 °C’de 3 dakika 1sitildiktan sonra goriiniir hale
getirildi. Erime noktalar1 Elektro thermal IA 9200 erime noktasi tayin cihazi ile tespit
edildi.

Aspergillus wentii MRC 200316 ve Aspergillus tamarii MRC 72400 kiifleri Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu, Marmara Arastirma Merkezi Gida
Teknoloji ve Arastirma Enstitiisii’'nden yatik agar kiiltiirleri olarak temin edildi. Bu
kiiltiirler PDA igeren yatik agar besiyerlerinde ve 4 °C’de muhafaza edildi.
Nandrolon (10) bilesigi Sigma-Aldrich sirketinden satin alindi. Tim solventler,
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yatik agar besiyerleri i¢in kullanilan PDA ve agar ile kiifler i¢in hazirlanan

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

kiifler biyotransformasyon ¢alismasinda kullanildi.

3.3. Substratin Aspergillus Tiirleri ile Biyotransformasyonlari

3.3.1. Substratin A. wentii ile biyotransformasyonu

Aspergillus wentii besiyeri hazirlamak i¢in sukroz (15 g), glukoz (15 g), polipepton
(5 9), MgS0O,4-7H,0 (0.5 g), KCI (0.5 g), K;HPO,4 (1 g) ve FeSO4-7H,0 (10 mg) 1
litre distile suda ¢oziildiikten sonra pH 7.2’ye ayarlandi [32]. Bu sekilde hazirlanan 1
L besiyeri 10 adet 250 mL erlene paylastirildiktan sonra otoklavda sterilize edildi.
Daha Once hazirlanan en taze alt kiiltiirdeki kiif erlenlerden her birine steril sartlar
altinda nakledildi. Bu erlenler yeterli miktarda kiif olusabilmesi i¢in 2 glin boyunca

27°C’de galkalamali inkiibatorde (150 rpm) inkiibasyona birakildi.



18

Nandrolon (10) (1 g) DMF (10 mL) igerisinde ¢6ziinerek yeterli miktarda kiif igeren
erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 5 giin siiresince

27 °C’ de galkalamal1 inkiibatorde inkiibasyona 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 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 yagimsi bir madde (1453 mg) elde edildi.

Yagimsi madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
Kolondan %50 ve %060’lik ¢ozgen sistemleriyle eliisyonlar neticesinde farkli

polaritelere sahip ti¢ 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 olmadigini gosterdi.

3.3.2. Substratin A. tamarii ile biyotransformasyonu

% 3’liik 1 L malt ekstrakt besiyeri [33] 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 2 giin boyunca 24°C’de calkalamali inkiibatdrde (180 rpm)

inkiibasyona birakildu.

Nandrolon (10) (1 g) DMF (10 mL) igerisinde ¢oziinerek yeterli miktarda kiif igeren
erlenlere esit hacimlerde, steril kosullar altinda ilave edildikten sonra 5 giin siiresince

24 °C’ de galkalamali inkiibatdrde inkiibasyona 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 her seferinde 1 L etil asetat kullanilarak 3 ayr1 ekstraksiyona maruz birakildi.
Daha sonra toplanan ekstraktlara susuz sodyum siilfat katilarak ortamda
bulunabilecek su uzaklastirildi. Etil asetat evaporatdrde uzaklastirildiktan sonra

yagimsi bir madde (1530 mg) elde edildi.

Yagimsi1 madde daha sonra silika jel 60 iizerinde kolon kromatografisine tabi tutuldu.
%20, %50 ve %60°liIk ¢bzgen sistemleriyle eliisyonlar neticesinde ise farkli

polaritelere sahip {i¢ ayr1 bilesik elde edildi.

Biyotransformasyon c¢alismasinin 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 gdsterdi.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

Nandrolon (10) bilesiginin Aspergillus tiirleri ile biyotransformasyonlarindan elde
edilen bilesiklerin yapilarini belirlemek i¢in hem baslangi¢ maddesinin hem de elde
edilen bilesiklerin erime noktalar, *H NMR, *C NMR ve IR spektrumlari
karsilastirildi. Bilesiklere ait *H NMR ve 3¢ NMR spektrumlar1 Ekler Boliimiinde
verildi. Biyotransformasyonlar1 gergeklestirilen baslangic maddesine ait karbon

iskeletinin numaralandirilmasi Sekil 4.1.”deki gibidir.

Sekil 4.1. Substrat karbon iskeletinin numaralandirilmasi

Nandrolon (10) (1 g) bilesiginin A.wentii kiifii ile 27 °C’de 5 giin siiren inkiibasyonu
neticesinde 10B-hidroksi-19-nortestosteron (16) (%2), 6p-hidroksi-19-nortestosteron
(17) (%60) ve 14a-hidroksi-19-nortestosteron (27) (%5 ) bilesikleri elde edildi (Sekil
4.2).

OH
(10) (16) 17) (27)

Sekil 4.2. Substratin A.wentii ile biyotransformasyonu
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10B-Hidroksi-19-nortestosteron (16); (21 mg, %2 )

%350’lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde beyaz bir toz olarak elde edildi.

Erime noktasi: 205-206 °C, (lit. [19] erime noktasi: 205-210 °C).

IR (Vma/cm™): 3290, 1660 ve 1620

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0.83 (3H, s, 18-H), 3.67 (1H, t, J = 8.8 Hz, 17a-H),
5.78 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3): 199.17 (C-3), 164.37 (C-5), 124.71 (C-4), 81.60 (C-
17), 70.34 (C-10), 52.62 (C-9), 50.05 (C-14), 42.82 (C-13), 36.10 (C-12), 35.30 (C-
8), 33.72 (C-2), 33.64 (C-1), 31.93 (C-7), 31.25 (C-16), 30.45 (C-6), 23.34 (C-15),
20.02 (C-11), 10.94 (C-18).

6B-Hidroksi-19-nortestosteron (17) (635 mg, %60)

%6011k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde beyaz bir toz olarak elde edildi.

Erime noktasi: 210-211 °C, (lit. [24] erime noktas1: 209-213 °C).

IR (Vmax/cm™): 3300, 1660 ve 1620.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0.81 (3H, s, 18-H), 3.66 (1H, t, J = 8.5 Hz, 17a-H),
4.38 (1H, t, J=2.5 Hz, 60-H), 5.88 (1H, s, 4-H).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 200.57 (C-3), 165.17 (C-5), 125.34 (C-4), 81.66 (C-
17), 71.77 (C-6), 49.69 (C-14), 49.42 (C-9), 43.18 (C-13), 38.07 (C-7), 37.67 (C-
10), 36.33 (C-12), 36.30 (C-2), 33.59 (C-8), 30.39 (C-16), 26.11 (C-1), 25.86 (C-
11), 23.05 (C-15), 11.12 (C-18).

14a-Hidroksi-19-nortestosteron (27) (53 mg, %5 )

%60’k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde beyaz bir toz olarak elde edildi.
Erime noktasi: 193-194 °C, (lit. [24] erime noktasi: 192-194 °C).

IR (Vmadem™): 3342, 1670 ve 1610.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0.93 (3H, s, 18-H), 4.32 (1H, dd, J = 6.9 and 8.8 Hz,
17a-H), 5.83 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3): 200.03 (C-3), 166.07 (C-5), 124.64 (C-4), 83.13 (C-
14), 78.59 (C-17), 47.05 (C-13), 43.76 (C-8), 43.13 (C-10), 42.84 (C-9), 36.41 (C-2),
35.29 (C-6), 32.47 (C-12), 29.54 (C-16), 28.84 (C-7), 26.57 (C-1), 25.64 (C-15),
25.49 (C-11), 15.04 (C-18).
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Nandrolon (10) (1 g) bilesiginin A.tamarii kiifii ile 24 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonu neticesinde 19-norandrost-4-en-3,17-dion (11) (%4), 19-nortestolakton
(22) (%75) ve 11pB-hidroksi-19-nortestolakton (23) (%5) metabolitleri elde edildi
(Sekil 4.3.).

OH O
0.__0O HO o0.__0O
H H H H
) o O )

(10) (11) (22) (23)

Sekil 4.3. Substratin A. tamarii ile biyotransformasyonu

19-Norandrost-4-en-3,17-dion (11) (39 mg, %4)

%?20’lik ¢6zgen sistemiyle eliisyon neticesinde beyaz bir toz olarak elde edildi.
Erime noktasi: 170-173°C, (lit. [21] erime noktasi: 171-173 °C).

IR (Vma/cm™): 2930, 1730, 1665 ve 1615.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0.93 (3H, s, 18-H), 5.87 (1H, s, 4-H).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 220.49 (C-17), 199.75 (C-3),165.93 (C-5),124.60 (C-4),
49.88 (C-14), 49.28 (C-9), 47.52 (C-13), 42.19 (C-10), 39.60 (C-8), 36.27 (C-2),
35.56 (C-6), 35.05 (C-16), 31.07 (C-7), 29.64 (C-12), 26.39 (C-1), 25.48 (C-11),
21.44 (C-15), 13.60 (C-18).

19-Nortestolakton (22) (788 mg, %75)

%50’lik ¢6zgen sistemiyle eliisyon neticesinde beyaz bir toz olarak elde edildi.

Erime noktasi: 198-200 °C, (lit. [21] erime noktasi: 196-199 °C).

IR (Vmax/cm™): 1724, 1660 ve 1620.

'"H NMR (300 MHz, CDCl3): 1.36 (3H, s, 18-H), 5.82 (1H, s, 4-H).

B3C NMR (75 MHz, CDCls): 199.55 (C-3), 171.20 (C-17), 164.91 (C-5),124.51
(C-4), 82.85 (C-13), 47.99 (C-9), 44.75 (C-14), 42.32 (C-12), 42.03 (C-10), 38.66
(C-8), 36.20 (C-2), 34.85 (C-6), 29.27(C-7), 28.29 (C-16), 26.81 (C-11), 26.09 (C-1),
19.85 (C-15), 19.53 (C-18).
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11B-Hidroksi-19-nortestolakton (23) (56 mg, %5)

%60’1lik ¢6zgen sistemiyle eliisyon neticesinde beyaz bir toz olarak elde edildi.
Erime noktasi: 235-237 °C, (lit. [21] erime noktas1: 233-235 °C).

IR (Vmax/cm™): 3500, 1725, 1670 ve 1620.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 1.66 (3H, s, 18-H), 4.32 (1H, bs, 110-H), 5.90 (1H, s,
4-H).

B3C NMR (75 MHz, CDCl5): 199.88 (C-3), 171.40 (C-17), 166.32 (C-5),124.74 (C-
4), 82.55 (C-13), 65.06 (C-11), 52.00 (C-9), 45.98 (C-14), 45.80 (C-12), 37.22 (C-
10), 36.38 (C-8), 36.33 (C-2), 34.72 (C-6), 29.52 (C-7), 28.43 (C-16), 25.69 (C-1),
23.01 (C-15), 19.43 (C-18).



BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMA

Biyotransformasyon caligmalar1 sonucunda elde edilen yeni bilesiklerin yapilarini
tayin amaciyla nandrolon (10) ile biyotransformasyonlardan elde edilen bilesiklerin
erime noktalar;, *H NMR, *C NMR ve IR spektrumlari Karsilagtirildi.

Nandrolon (10) bilesiginin A. wentii MRC 200316 ile bes giin inkiibasyonu ii¢
metabolit verdi (Sekil 5.1.). Ik metabolitin **C NMR spektrumu ¢ 70,34 ppm’de
yeni bir hidroksil grubunun varligimi gosteren bir rezonans verdi. Metabolitin *C
NMR spektrumu C-1 ve C-9 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (sirasi ile A 7,12 ppm
ve A 2,95 ppm) gosterirken C-2 ve C-11 igin yukari alana dogru y-gauche kaymalari
(swras1 ile A 2,62 ppm ve A 6,05 ppm) gosterdi (Tablo 5.1.). Bu kaymalardan 10p-
hidroksil grubunun varligi ve metabolitin 10B-hidroksi-19-nortestosteron (16)
oldugu anlagildi. Metabolitin 'H ve BC NMR degerlerinin literatiirdekiler ile
karsilagtirlabilir oldugu gozlendi [31].

OH OH

OH

(10) (16) a7 (27)

Sekil 5.1. Substratin A.wentii ile biyotransformasyonu

Ikinci metabolit &y 4,38 ppm (1H, t, J= 2.5 Hz) ve §c 72,86 ppm degerlerinde
C-6’daki aksiyal protonda bir hidroksilasyon gerceklestigini ve 6p-hidroksil grubu
olustugunu gosteren karakteristik rezonanslar verdi [34,35]. Metabolit nandrolon
(10) bilesiginin 6y 5,83 ppm’deki 4-H rezonansi 6y 5,88 ppm’e yani asagi alana olan
dogru bir kayma (A 0,05 ppm) gosterdi (Tablo 5.2.). Bu kayma degeri C-6’daki bir
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hidroksil grubunun varligiyla da uyum gosterdi. Metabolitin **C NMR spektrumu C-
7 i¢in asag1 alana dogru bir kayma (A 7,45 ppm) gosterirken C-8 igin yukar1 alana
dogru bir y-gauche kaymasi (A 6,82 ppm) gosterdi. Bu kaymalardan ikinci
metabolitin 6p-hidroksi-19-nortestosteron (17) oldugu anlasildi. Metabolitin *H ve
¥C NMR degerlerinin literatiirdekiler ile karsilagtirilabilir oldugu gozlendi [31].

Tablo 5.1. Bilesiklerin ** C NMR spektrumu sinyalleri.

Karbon | , 11 16 17 22 23 27
atomu

1 2652 | 26,39 | 3364 | 2611 | 2609 | 2569 | 26,57
36,34 | 36,27 |3372 |3630 |3620 |3633 | 3641
200,01 | 199,75 | 199,17 | 200,57 | 199,55 | 199,88 | 200,03
124,49 | 124,60 | 124,71 | 125,34 | 12451 | 124,74 | 124,64
166,77 | 165,93 | 164,37 | 165,17 | 164,91 | 166,32 | 166,07
3543 | 3556 | 3045 | 71,77 |3485 | 3472 | 3529
3062 | 31,07 |31,93 |3807 |2927 |2952 | 2884
4041 | 39,60 | 3530 |3359 |38,66 | 3638 |4376
9 4967 | 4928 | 5262 |4942 |4799 |5200 |4284
10 | 4252 | 4219 | 7034 |37.67 |4203 |3722 |4313
11 | 26,07 | 2548 |20,02 | 2586 | 2681 |6506 | 2549
12 | 3645 |2964 |3610 |3633 |4232 |4580 | 32,47
13 | 42,95 | 4752 | 4282 | 4318 |8285 |8255 |47,05
14 | 4952 | 4988 |50,05 | 49,69 |4475 |4598 | 83,13
15 | 2313 | 21,44 | 2334 | 2305 | 19,85 | 2301 | 2564
16 | 30,32 |3505 |31,25 |30,39 |2829 |2843 | 2954
17 | 81,59 | 22049 | 8160 | 8166 | 171,20 | 171,40 | 78,59
18 | 11,01 | 1360 | 1094 | 11,12 | 1953 | 1943 | 1504

O IN|O|OIBW|IN

Ugiincii metabolit 8¢ 83.13 ppm’de yeni bir hidroksil grubunun varligin1 gosteren bir
karbon rezonasi verdi. Metabolitin *H NMR spektrumu 17a-H rezonansi igin bir
14a-hidroksil grubu ile karakteristik diaksiyal etkilesimini gosteren asagi alana dogru
bir kayma (A 0,67 ppm) verdi [31]. Metabolitin **C NMR spektrumu C-8, C-13 ve
C-15 i¢in asag1 alana dogru kaymalar (sirast ile A 3,35 ppm, A 4,10 ppm ve A 2,51
ppm) gosterirken C-7, C-12 ve C-16 i¢in yukar1 alana dogru y-gauche kaymalari
(swras1 ile A 1,78 ppm, A 3,98 ppm ve A 0,78 ppm) gosterdi. Bu kaymalardan
metabolitin 14a-hidroksi-19-nortestosteron (27) oldugu anlasildi. Metabolit erime

noktasinin literatiir ile karsilastirilabilir oldugu gozlendi [24].
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Tablo 5.2. Bilesiklerin "H NMR spektrumu sinyallerin karsilastirilmas

Bilesik | 4-H 17a-H 18-CH; Diger 6nemli sinyaller

10 5,83 3,65 (1H,t, J=8,5Hz) 0,80

11 5,87 - 0,93

16 5,78 3,67 (1H,t,J=8,8 Hz) 0,83

17 5,88 3,66 (1H, t, J =8,5Hz) 0,81 4,38 (1H,t, 3 = 2,5 Hz, 6a-H)
22 5,82 - 1,36

23 5,90 - 1,66 4,32 (1H, brs, 11a-H)

27 5,83 | 4,32 (1H, dd, J=6,9 ve 8,8 Hz) 0,93

A. wentii MRC 200316 kiifii daha onceki diger steroidler gibi [36,37] nandrolon (10)
bilesigini de hikroksilledi [38]. Kiifin daha onceki testosteron (2) ile
inkiibasyonundan (Sekil 5.2.) 6p-hidroksitestosteron (34) (%76) ve 14o-
hidroksitestosteron (35) (%7) bilesikleri elde edilirken [36], 19-metil grubu eksik
olan nandrolon (10) ile inkiibasyonu 10B-hidroksi-19-nortestosteron (16) (%2), 6p-
hidroksi-19-nortestosteron (17) (%60) ve 14a-hidroksi-19-nortestosteron (27) (%5)
bilesiklerini verdi [38]. Testosteron (2) ile ¢ok daha yiiksek verimler gbézlenmisti
[36].

OH OH OH

OH
(2) (34) (35)
Sekil 5.2. A. wentii MRC200316 ile testosteron (2) biyotransformasyonu

Nandrolon (10) bilesigindeki 19-metil grubunun eksikliginin diger bazi kiifler ile
inkiibasyonda C-10B pozisyonundaki hidroksillenmeyi olduk¢a tesvik ettigi
diistintilmektedir [19,24]. Bu tesvik A. wentii kiifii i¢in ¢ok zayif olarak gergeklesti
ve diislik verimli (%2) bir 10B-hidroksilasyonu gozlendi [38]. Diger kiiflerle daha
yiiksek verimli 10B-hidroksilasyonlari elde edilmisti [12,19,24,26,28,31].
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Nandrolon (10) bilesiginin diger kiiflerle inkiibasyonlar1 genelde hem C-108 hem de
C-6p pozisyonlarindaki hidroksilasyonlar ile sonuglanmaktadir [12,26,28,31]. A.
wentii ile de aym1 durum gozlendi [38]. Her iki hidroksilasyonun muhtemelen bir

6B-hidroksilaz enzim sistemi ile gergeklestirildigi diistiniilmektedir [26].

Nandrolon (10) bilesiginin kiiflerle inkiibasyonlar1 bazen bagimsiz ve diisiik verimli
bir 14a-hidroksilasyonu ile sonuglanmaktadir [19,24,28]. Benzer durum A. wentii ile
de gozlendi [38]. A. wentii’nin verdigi {i¢ metabolit daha once Curvularia lunata
kiifii ile de elde edilmisti. C. lunata ile nandrolon (10) inkiibasyonu 10B-hidroksi-19-
nortestosteron (16) (%55.5), 6pB-hidroksi-19-nortestosteron (17) (%4.4), 14o-
hidroksi-19-nortestosteron (27) (%13.3) ve diger iki hidroksillenmis metabolit
vermisti [28]. C. lunata verimleri ile karsilastiridiginda A. wentii ile sadece 6p-
hidroksi-19-nortestosteron (17) metabolitinin verimi daha yiiksek olarak (%60) elde
edildi [28,38].

A. tamarii MRC 72400 kiifii ile nandrolon (10) bilesigin bes giin siiren inkiibasyonu
sonucunda 3 ayr1 metabolit elde edildi (Sekil 5.3.). Ilk metabolitin 'H NMR
spektrumu baslangi¢ maddesinin 170-H rezonansini vermedi. Metabolit, baslangi¢
maddesinin 6y 0,80 ppm’deki 18-metil rezonansi i¢in asagi alana dogru oy 0,93
ppm’e bir kayma (A 0.13) gosterdi. Metabolit *C NMR spektrumu baslangi¢
maddesinin ¢ 81,59 ppm’deki C-17 rezonansini vermezken o¢c 220,49 ppm’de yeni
bir karbon rezonansi verdi. Biitiin bu sonuglardan C-17°de bir oksidasyon

gergeklestigini ve metabolitin 19-norandrost-4-en-3,17-dion (11) oldugu anlasildu.

OH (0]
(@) (0] HO (e} (@)
H H H H
(0] (0] (0] (0]

(10) (11) (22) (23)

Sekil 5.3. Substratin A. tamarii ile biyotransformasyonu

Ikinci metabolit baslangic maddesinin 17a-H rezonansim1 vermedi. Baslangic

maddesinin d¢ 42,95 ppm’deki C-13 rezonansi dc 82,85 ppm’e yani asagi alana
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dogru bir kayma (A 39,90) gosterdi. Bu C-13 rezonansinin bu kayma degeri ve
170-H rezonansinin kaybolmast C-13 karbon atomunun D halkasi tarafindaki
komsuluguna bir oksijen atomu eklendigini yani laktonizasyonu diisiindiirdii.
Baslangi¢ maddesinin 6y 0,80 ve 6c 11,01 ppm’lerdeki 18-metil rezonanslar asagi
alana dogru kaymalar (siras1 ile A 0,54 ppm ve A 8,52) gosterdi. Metabolitin **C
NMR spektrumu baslangic maddesinin ¢ 81,59 ppm’deki C-17 rezonansini
vermezken oc 171,20 ppm’de yeni bir karbon rezonansi verdi. Biitiin bu sonuglar D
halkasinda laktonizasyonun gergeklestigini ve metabolitin 19-nortestolakton (22)

oldugunu gosterdi.

Ugtincii metabolitin *H NMR spektrumu 8y 4.32 ppm’de 11p-hidroksilasyonunun
gerceklestigini gosteren karakteristik bir 110-H rezonansi verdi [34]. Metabolitin **C
NMR spektrumu C-9 ve C- 12 i¢in asag alanlara kaymalar (sirasi ile A 2,33 ppm ve
A 9,35 ppm) gosterirken C-8 i¢in yukar1 alana dogru bir y-gauche kaymasi (A 4.03
ppm) gosterdi. Bu kaymalar 11B-hidroksilasyonu daha da dogruladi. Metabolit
baslangic maddesindeki 17a-H rezonansini vermedi. Baslangic maddesinin d¢ 42,95
ppm’deki C-13 rezonansi 6¢c 82,55 ppm’e yani agagi alana dogru bir kayma (A 39,60
ppm) gosterdi. 17a-H rezonansinin kaybolmas: ve C-13 rezonansmin bu kayma
degeri D halkasindaki bir laktonizasyonu diisiindiirdi. Metabolit baslangig
maddesinin 6y 0,80 ve d¢c 11,01 ppm’lerdeki 18-metil rezonanslari igin
laktonizasyonu destekleyecek sekilde asagi alana dogru kaymalar (sirasi ile A 0,86
ppm ve A 8,42) gosterdi. Metabolitin *C NMR spektrumu baslangi¢ maddesinin 8¢
81,59 ppm’deki C-17 rezonansimi vermezken oc 171,40 ppm’de yeni bir karbon
rezonansi verdi. Biitiin bu sonuglar C halkasindaki 11B-hidroksilasyonuna ilaveten
D halkasinda laktonizasyonun da gergeklestigini ve metabolitin 11B-hidroksi-19-
nortestolakton (23) oldugunu gosterdi.

A. tamarii suslart ile literatiirdeki daha onceki steroid inkiibasyonlart da ¢ogunlukla
Baeyer-Villiger oksidasyonlari ile sonuglanmisti [33]. Nandrolon (10) bilesiginin bir
diger A. tamarii susu olan A. tamarii ATCC 1005 ile inkiibasyonu (Sekil 5.4.) ise 19-
norandrost-4-en-3,17-dion (11) (%2), 19-nortestolakton (22) (%66), 11p-hidroksi-
19-nortestolakton (23) (%3), 11p-hidroksi-19-norandrost4-en-3,17-dion (24) (%1.5)
ve 11B-hidroksi-19-nortestosteron (25) (%1) metabolitleri ile sonuglanmist1 [18]. A.
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tamarii MRC 72400 ile 11pB-hidroksi-19-norandrost-4-en-3,17-dion (24) ve 11B-
hidroksi-19-nortestosteron (25) metabolitleri elde edilmezken diger 3 metabolit ¢ok
daha yiiksek verimler elde edildi [21]. Bir baska ifade ile A. tamarii MRC 72400
susu nandrolon (1) bilesigini A. tamarii 1005 susuna gore daha farkli olarak
metabolize etti.

OH OH OH

HO
OH H

OH
— (16) (17)

(24)

(10)

27) (30)

Sekil 5.4. C. lunata ile nandrolon (10) biyotransformasyonu.

Kisaca nandrolon (10) bilesiginin A. wentii ile inkiibasyonu C-14a- ve C-10p-
pozisyonlarindaki bagimsiz ve diisiik verimli hidroksilasyonlarin eslik ettigi C-6B-
pozisyonundaki yiiksek verimli bir hidroksilasyon ile sonuglanirken ayni bilesigin A.
tamarii MRC 72400 susu inkiibasyonu diisiik verimli diger bazi oksidasyonlarin
eslik ettigi yiiksek verimli bir Baeyer-Villiger oksidasyonu ile sonuglandi.
Aspergillus  ve diger kif cinslerine ait kiifler ile steroidler {iizerinde

gerceklestirdigimiz fungal biyotransformasyonlar siirmektedir.
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Sekil A.10. 19-Nortestolakton (22) i¢in **C NMR spektrumu
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Sekil A.11. 11p-Hidroksi-19-nortestolakton (23) i¢in *H NMR spektrumu
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Sekil A.12. 11p-Hidroksi-19-nortestolakton (23) i¢in *C NMR spektrumu
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Sekil A.13. 14a-Hidroksi-19-nortestosteron (27) i¢in *H NMR spektrumu
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