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OZET

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

Bu c¢alismada, Ulocladium chartarum MRC 72584 ve Cladosporium
sphaerospermum MRC 70266 kiifleri ile dehidroepiandrosteron bilesiginin bes giin
siiren biyotransformasyonlar1 gerceklestirildi.

Dehidroepiandrosteron  bilesiginin  Ulacladium chartarum MRC 72584 ile
inkiibasyonu 3B-hidroksiandrost-5-en-7,17-dion (%6), 3p,7p-dihidroksiandrost-5-en-
17-on (%16), 3PB,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (%12), 3B,7a-dihidroksi-5p,6p-
epoksiandrostan-17-on (%2), 3pB,7p-dihidroksi-58,6B-epoksiandrostan-17-on (%3),
3B,4pB,7a-trihidroksiandrost-5-en-17-on (%3) ve 3p,4B,7p-trihidroksiandrost-5-en-17-
on (%4) metabolitlerini verdi. 3p,7p-Dihidroksi-58,6p-epoksiandrostan-17-on,
3PB.,4P,7a-trihidroksiandrost-5-en-17-on ile 3p,4P,7B-trihidroksiandrost-5-en-17-on
metabolitleri yeni olarak tanimlandi. Ayni substratin Cladosporium sphaerospermum
MRC 70266 ile inkiibasyonu ise 5a-androstan-3,6,17-trion (%4), 6B-hidroksiandrost-
4-en-3,17-dion (%15), 6a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (%5), 7a-hidroksiandrost-
4-en-3,17-dion  (%6), 3pB,7p-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (%4) ve 3B,7a-
dihidroksiandrost-5-en-17-on (%20) bilesikleri elde edildi.

Metabolitlerin yap1 tayinleri, baglangic maddesi ile metabolitlerin erime noktalari,
NMR ve IR spektrumlari karsilastirilarak gerceklestirildi.

viii



BIOTRANSFORMATIONS OF DEHYDROEPIANDROSTERONE
BY SOME MOLDS

SUMMARY

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

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

Incubation of dehydroepiandrosterone with Ulacladium chartarum MRC 72584 gave
3B-hydroxyandrost-5-en-7,17-dione  (6%),  3pB,7p-dihydroxyandrost-5-en-17-one
(16%), 3B,7a-dihydroxyandrost-5-en-17-one  (12%),  3pB,7a-dihydroxy-5p3,6p-
epoxyandrostan-17-one (2%), 3B,7B-dihydroxy-5p,6B-epoxyandrostan-17-one (3%),
3B.,4P,7a-trihydroxyandrost-5-en-17-one (3%) and 3[,4B,7p-trihydroxyandrost-5-en-
17-one (4%). 3B,7p-Dihydroxy-5p,6B-epoxyandrostan-17-one, 3B.,4B,7a-
trihydroxyandrost-5-en-17-one and 3[3,4B,7p-trihydroxyandrost-5-en-17-one were
identified as new compounds. Incubation of the same substrate with Cladosporium
sphaerospermum MRC 70266 gave So-androstan-3,6,17-trione (4%), 6pB-
hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (15%), 6a-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione (5%),
7a-hydroxyandrost-4-en-3,17-dione  (6%), 3pB,7B-dihydroxyandrost-5-en-17-one
(4%) and 3B,7a-dihydroxyandrost-5-en-17-one (20%).

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

Canlilarin biiyiime ve gelismesi igin esas teskil etmeyen sekonder metabolizmanin
sekonder metabolitler olarak da bilinen bilesenlerine ayrica dogal {iriinler adi
verilmektedir. Dogal iiriinler bulundugu canlilara faydalar saglayan ve daha g¢ok
diger canlilar iizerindeki etkilerinden dolayr dikkat ¢eken kimyasal maddelerdir.
Dogal firlinler tiim canlilarda bulunmalarina ragmen Ozellikle bitkilerde,
mikroorganizmalarda, mantarlarda ve boceklerde daha yaygin olarak gozlenirler. Bu
bilesikler ayrica bitkiler, hayvanlar, bocekler ve mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimin diizenlenmesinde 6nemli ekolojik roller oynar. Canlilar igin biiyiik
Ooneme sahip olan dogal iriinler daha ¢ok bitkiler ve mikroorganizmalardan elde
edilirler (Hanson, 2003; Clayden ve ark., 2001).

Dogal driinler ¢ok sayida ve farkli yapilarda olsalar da genelde tabiattaki
biyosentezlerinden kaynaklanan bazi 6zel yapisal 6zelliklere sahip olmalari sebebi ile
yag asitleri, terpenoidler, steroidler, poliketidler, alkaloidler, fenilpropanoidler,
Ozellesmis karbonhidratlar, Ozellesmis peptitler gibi siniflar altinda incelenirler

(Hanson, 2003; Mann, 1994).

Steroidler dogal tirtinlerin 6nemli bir sinifidir. Steroidler steran olarak da adlandirilan
siklopentanoperhidrofenantren halkasina sahiptirler. Bu yap1 sirasiyla A, B ve C
halkalar1 olarak adlandirilan {i¢ adet siklohekzan halkasi ile D halkasi olarak
adlandirilan bir adet siklopentan halkas1 igerir (Sekil 1.1.). Komsu halka ciftlerinin
her biri halka baglantilarinda iki karbon atomu paylasir. Cogu dogal steroid 10. ve
13. karbon pozisyonlarinda metil gruplari igerir. Baz1 steroidler D halkasindaki 17.

karbondan orjinlenen yan zincirlere de sahiptir (Onat ve ark., 2002).



Sekil 1.1. Genel steroid yapisi (Onat ve ark., 2002).

A halkalarindaki 3 numarali karbon atomlarinda hidroksil grubu tasiyan steroidlere
steroller ad1 verilir. Kolesterol (1), ergosterol ve stigmasterol en yagin sterollerdir.
Kolesterol (1) hayvanlar ve insanlarda, ergosterol mantarlarda ve stigmasterol
bitkilerde bulunur (Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Kolesterol (1) A, B, C ve D olmak {iizere dort halka ile D halkasina bagl bir yan
zincirden olusan 27 karbonlu bir steroldiir (Sekil 1.2.). Insanlar ve hayvanlarda
yaygin olarak bulunan kolesterol (1) membran akiskanliginin diizenleyiciligine ilave
olarak steroid hormonlar, safra asitleri, D3 vitamini gibi 6nemli maddelerin de ¢ikis
maddesidir (Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

HO
(1)
Sekil 1.2. Kolesterol (Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Kolesterol (1) tiirevi olan steroid hormonlar glukokortikoidler, mineralokortikoidler,
androjenler, Ostrojenler ve progestinler olmak tizere bes grup altinda incelenirler.
Androjenler, ostrojenler ve progestinler ayrica esey hormonlar: olarak da bilinirler.
Esey hormonlari iireme organlarinin gelisme ve biylimelerini, ikincil esey
karakterlerini ve treme dongisinii diizenlerler (Onat ve ark., 2002; Keha ve
Kiifrevioglu, 2005).



Androjenler erkek tireme organlarinin farklilagmasini ve olgunlagsmasini kontrol eden
erkek esey hormonlaridir. Androjenlerin viicuttaki asil sentez yeri erbezleri (testis)
olsa da bu hormonlarin bir kismi adrenal korteksten salinmaktadir. Adrenal korteks ve
testislerdeki androjenlerin biyosentezi A* yolu veya A® yolu olmak iizere iki fakl1 yol
tizerinden (Sekil 1.3.) gerceklesmektedir (Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu,
2005).
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Sekil 1.3. Bazi steroid hormonlarin biyosentezi (Onat ve ark., 2002).



Androjen biyosentezinin ana yolu olan A* yoludur. Bu yolda kolesterol (1)
bilesiginden tiirevlenen pregnenolon (2) ilk 6nce progesteron (3) bilesigine daha
sonra ise 17a-hidroksiprogesterona (4) donistiiriliir. 17a-Hidroksiprogesteron (4)
biinyesindeki yan zincirin uzaklastirilmas: 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 testosteron (6) olusur. Testosteron (6) ise
daha sonra Sa-rediiktaz aktivitesi ile daha etkin bir diger androjen olan ve DHT
olarak da bilinen dihidrotestosteron (7) bilesigine doniistiiriiliir (Onat ve ark., 2002;
Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Aslinda bir yan yol olan A® yolunda ise kolesterol (1) bilesiginden tiirevlenen
pregnenolon (2) 17a-hidroksipregnenolon (8) bilesigine doniistiiriildiikten sonra bu
bilesikten DHEA olarak da bilinen dehidroepiandrosteron (9) bilesigi elde edilir.
Dehidroepiandrosteron (9) ise androstendion (5) bilesigine c¢evrildikten sonra
testosterona (6) doniisebilmektedir. Disi bireylerdeki etkili esey hormonlari olan
ostrojenler ise androstendion (5) ve testosteron (6) bilesiklerinden sentezlenmektedir
(Onat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

DHEA (9) bilesigi eksikligi yaygin lupus kizarikligi (sistemik lupus eritematozus),
diyabet (diabetes mellitus), Alzheimer hastaligt ve baz1 kanser tiirleri ile

iliskilendirilen 6nemli bir hormondur (Olech ve Merrill, 2005).



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyotransformasyonlar

Enzimler veya enzimleri i¢eren biyolojik sistemlerin kendi subsratlari olmayan
maddeler tizerinde gergeklestirdikleri kimyasal degisimlere biyotransformasyonlar
ad1 verilir (Hanson, 1995).

Biyotransformasyonlar i¢in kullanilan enzimler serbest veya belirli bir yiizeye
sabitlenmis ya da gesitli biyolojik sistemlerin biinyesinde olabilirler. Giiniimiizde
bircok enzim izole edilerek ve bazilar1 ticari olarak saglandiktan sonra
biyotransformasyonlar i¢in kullanilmaktadir. Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim
Komisyonu enzimleri sirasiyla oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar,
izomerazlar ve ligazlar olmak iizere alt1 ayr1 smifa ayrilmistir. Ayrica her bir smif
kendi igerisinde 4-13 arasi alt siniflara ayrilabilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu,
2005).

Oksidorediiktazlar 2 ayr1 substrat arasindaki redoks reaksiyonlarini katalizleyen
dehidrojenazlar, rediiktazlar, oksijenazlar, oksidazlar gibi enzimleri igerir.
Transferazlar 2 ayr1 substrat arasindaki belirli atom ve gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir. Hidrolazlar ise ester, eter, anhidrit, peptid, glikozid, C-
halojeniir veya P-N baglar1 gibi bazi baglarin su katilimiyla pargalanmasini
katalizleyen enzimlerdir. Liyazlar substratlardan belirli gruplarin ayrilmasi ile ¢ift
bag olusumunu ve ayrica cift baglara ¢esitli gruplarin ilave edilmesini katalizleyen
enzimlerdir. Izomerazlar gesitli izomerlerin birbirlerine doniisiimiinii katalizleyen
rasemaz, epimeraz, mutaz gibi isimlerle anilan enzimleri igerir. Ligazlar iki
substratin birbirlerine baglanmasin katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu,

2005; Faber, 2003).



Enzimler hakkinda pahali olduklari, olduk¢a duyarli, sadece kendi dogal substratlari
ve kendi dogal ¢evreleri lizerinde etkili olduklar1 yoniinde bazi genel onyargilar s6z

konusudur. Buna ragmen pek ¢ok enzim ig¢in bu olumsuz yargilar gegerli degildir
(Faber, 2003).

Enzimler kullanicilarina birgok avantaj saglar (Faber, 2003). Ornegin, enzimler ¢ok
hizl1 galisir ve enzimatik bir reaksiyon enzimsiz gerceklesen bir reaksiyona gore 108-
10% kat daha hizli gergeklesir. Enzimatik reaksiyonlarda katalizor oran1 % 1073-10
mol arasinda olabilirken, kimyasal katalizorlii bir reaksiyonda bu oran % 0,1-1 mol

araligina kadar olabilir.

Dogada tamamen pargalanabilir olan enzimler katalizér olarak kullanilan agir
metaller ve sentetik amagli kullanilan ¢ogu reaktifin aksine ¢evre dostu

biyomolekiillerdir.

Sentez ic¢in kullanilan ¢ogu reaktifin aksine enzimler, iliman sartlarda etkili
biyomolekiillerdir. Enzimler genelde pH 5-8 araliginda ve sicakligin 20-40 °C arasi
oldugu 1liman sartlar altinda ¢alisirlar. Bu nedenle enzimler kullanildiginda klasik
sentez yontemleri ile siklikla karsilasilan izomerlesme, rasemizasyon, ¢evrilme ve

bozunma gibi yan reaksiyonlara rastlanilmaz.

Enzimler cogu zaman kendi dogal rollerinden farklilik gdsterebilirler. Ornegin, cogu
enzim genis bir substrat spektrumuna sahip olmalar1 sebebi ile bir¢ok dogal veya
sentetik bilesik tizerinde etkili olabilir. Ayrica gerektiginde baz1 enzimler organik

¢oOziiclilerde de kullanilabilir.

Enzimler genellikle ayni1 ve benzer sartlar altinda etkili olduklarindan, bir reaksiyon

agidaki birkag seri reaksiyon ayni ortamda gerceklesebilir.

Enzimler genis bir reaksiyon gesitligine sahiptirler. Neredeyse tiim sentetik
reaksiyonlara es deger enzimatik reaksiyonlar séz konusudur. Ornegin, enzimler ile

ester, eter, lakton, laktam, epoksit, asit anhidrit, amid ve nitrillerin hidrolizi veya



sentezi, alkan, alken, aromatik bilesikler, alkol, aldehit, keton, siilfiirlerin ve
stilfoksitlerin yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi, karboksilasyon, dekarboksilasyon,
alkilasyon ve dealkilasyon, halojenasyon ve dehalojenasyon, izomerizasyon, su,
amonyak ve hidrojen siyaniir ilavesi veya eliminasyonu, agiloin ve aldol

reaksiyonlari, Michael katilmasi ve Diels-Alder reaksiyonlar1 gerceklestirilebilir.

Enzimler kompleks ili¢c boyutlu yapilar1 sebebi ile regiosecici ve diastereosegici
biyomolekiiller olduklar1 i¢in aynmi substrat molekiiliniin farkli bélgelerindeki

fonksiyonel gruplar1 dahi ayirt edebilirler.

Enzimler kemosegici biyomekiiller olduklari igin belirli bir fonksiyonel grup
tizerinde etkili olurlar ve diger fonksiyonel gruplar etkilemedikleri i¢in genellikle

yan iriinlerin olusumlarina neden olmazlar.

Enantiyosegici biyomolekiiller olan enzimler L-amino asitlerden olustuklari i¢in kiral
biyokatalizorlerdir. Substrat biinyesindeki herhangi bir kiralite enzim-substrat
kompleksi olusumu esnasinda tanimlanir. Prokiral bir substrat sadece bir
enantiyomere donlisiirken genellikle rasemik karisimlardaki enantiyomerlerden

sadece birinin etkilenmesi ile enantiyomerlerin ayrilmalar1 da gergeklestirilebilir.

Enzimlerin yukarida belirtilen ozellikleri sayesinde klasik sentez yontemleriyle
gerceklestirilebilmesi ¢ok zor ya da imkansiz olan reaksiyonlar kolaylikla

gergeklestirilebilmektedir.

Enzimlerin biyokatalizorler olarak kullanilmasi bazi dezavantajlara da neden olabilir
(Faber, 2003). Ornegin enzimler dogada tek bir enantiyomerik forma sahip olmalari
ve diger enatiyomerik formlarinin D-amino asitlerden sentezi i¢in genel bir yol
olmamasi nedeniyle sadece belirli bir enantiyomer ile reaksiyona girebilirler. Bundan
dolayr diger enantiyomerik firiiniin elde edebilmek igin zit bir stereokimyasal
secicilige sahip bir enzim kullanilmasi gereklidir. Bu ise bazen miimkiin

olabilmektedir.



Yavas gerceklesen bir enzimatik reaksiyonu daha ¢ok hizlandirmak i¢in sicaklik ve
pH gibi degiskenler, enzimlerin protein yapisinda olmalarindan dolay1 genelde fazla

degistirilemezler.

Enzimler i¢in en uygun reaksiyon ortami su olsada cogu organik bilesigin sudaki
¢Oziiniirliikleri oldukca diisiiktiir. Enzimatik bir reaksiyonun sulu bir ortam yerine
organik bir ¢ozliciiye alinmasi ¢ogu zaman enzimlerin denatlirasyonu sonucu aktivite

kaybina neden olmaktadir.

Enzimler inhibisyona duyarli biyomolekiillerdir. Cogu enzimatik reaksiyon cok
yiiksek substrat ve yiliksek {irlin konsantrasyonlarinda inhibe olurlar. Substrat
inhibisyonu, diisiik seviyede substrat miktarlar1 ile baslayarak ortama siirekli substrat
ilave edilmesi suretiyle kolaylikla dnlenebilir. Reaksiyon ortamindan artan {iriiniin
kademeli bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasi genellikle {iriiniin bir sonraki

reaksiyon basamagina dahil olmasi nedeniyle oldukca giictiir.

Enzimler kendi dogal kofaktorlerine bagimlidir. Enzimatik reaksiyonlarda NAD(P)H
gibi kofaktorler rol oynuyorsa, bu kofaktorlerin bizzat kendilerinin reaksiyon
ortaminda olmalar1 ve yenilenmeleri gerekir. Kofaktorlerin genelde kararsiz
molekiiller olmasi, yapay esdegerleri ile yer degistirmelerinin miimkiin olmamasi ve

oldukca pahali olmalar1 enzimatik reaksiyonlarin 6nemli dezavantajlarindandir.

Enzimler alerjik reaksiyonlara da neden olabilir. Bu durumu engellemek igin
enzimler eger kimyasal maddeler olarak degerlendirilir ve dikkatli kullanilirsa

allerjen ozellikleri en aza indirilebilir.

Biyotransformasyonlar genelde izole enzimler veya biitiin hiicre sistemleri ile olmak
tizere iki farkli sekilde gerceklestirilir. Biitiin hiicre sistemleri terimi genellikle bitki
ve hayvanlara ait hiicre, doku ve organ kiiltiirleri ile mikroorganizmalar1 kapsar

(Faber, 2003).



Biyotransformasyon reaksiyonlarinda genelde biitiin hiicre sistemleri tercih
edilmektedir. Bu tercihin nedenleri arasinda ¢ogu hiicre i¢i enzimin hiicre disinda
kararsiz olabilmesi, hiicre i¢i enzimlerin izolasyonunun zorlugu, hiicre i¢i enzimlerin
homojenasyon sirasinda bazi proteolitik enzimlerin etkisi ile hidrolizlenmesi, hiicre
ici enzimlerin kofaktor ihtiyaglarinin temini ve siirekli yenilenmesi ve yiiksek

maliyetleri sayilabilir (Faber, 2003).

2.2. Mikrobiyal Biyotransformasyonlar

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 i¢in kullanilan biitiin hiicre sistemleri i¢inde en
cok tercih edilenler mikrobiyal hiicrelerdir. Mikrobiyal hiicrelerin biiyiime ve
gelisme hizi, bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok daha yiiksektir. Bu da mikrobiyal
hiicreler ile biyotransformasyonlarin hizli ve kisa siirede ger¢eklesmesine neden olur.
Mikrobiyal hiicreler, kii¢iik boyutlar1 ve etkili hiicre duvari yapisi sayesinde bitki ve
hayvan hiicrelerine gére mekanik olarak daha kararli olmalarindan dolay1 degisik
kiiltiir tekniklerinde bu tip hiicrelerin ortama uyumu agisindan avantajlidir. Ayrica
mikrobiyal hiicreler bitki ve hayvan hiicrelerine gore ¢ok daha farkli tipte subsratlari

metabolize edebilir (Faber, 2003).

Gilintimiizde mikrobiyal biyotransformasyonlarin biyoteknolojinin temel Ogeleri
haline gelmesi, diger kimyasal sentez metotlarina gére bazi avantajlara sahip

olmalaridir (Faber, 2003).

Mikroorganizmalar genetik olarak degistirilebilir. Mikroorganizmalar {izerinde
gerceklestirilen genetik uygulamalar ve diger kimyasal yontemler ile diisiik verimle
elde edilen 6nemli {irlinler, daha yliksek verimlerde elde edilebilir. Hatta genetik
uygulamalar ile iiriinler iizerinde istenilen degisikliklerin saglanmasi bile miimkiin

olabilmektedir (Demain, 2000).

Yapilarindaki spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde mikroorganizmalar, hem
dogal hem de sentetik ¢ok sayidaki farkli substratlar lizerinde bir ¢ok farkli kimyasal
reaksiyonlar1 gergeklestirebilir (Hanson, 1995)
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Klasik kimyasal yontemlere gére mikrobiyal biyotransformasyonlar, ¢ok daha 1liman
sartlarda gergeklesir. Cogu mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlar1 oda
sicakligi ve 1 atmosfer basing gibi 1liman sartlar altinda gergeklesmektedir (Faber,
2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar klasik kimyasal yontemlere gore daha ucuza ve
daha kisa stlirede gerceklestirilir. Hedef bilesikler daha kisa siireler igerisinde ve
genellikle daha yiiksek verimlerde, kimyasal reaktiflere gore cok ucuza temin edilen
besiyeri bilesenleri ve mikroorganizmalar kullanilarak hazirlanmaktadir (Hanson,

1995; Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar c¢evre dostudur. Klasik kimyasal sentez
metotlarinda kullanilan c¢ogu reaktif, cevreye ¢ok biliylik zararlar vermektedir

(Hanson, 1995; Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlari enantiosecicidir. Klasik kimyasal
sentez yontemleri ile genel olarak hedef molekiiller, ayrilmalar1 ¢ok zor olan rasemik
karisimlar olarak elde edilmektedir. Ozellikle ilag etkin maddelerinin sentezinde tek
enantiyomer lretmek olduk¢a miithimdir. Tek enantiyomerin se¢imli {iretimi igin
mikroorganizmalarin kullanilmalar1 glintimiizde gittikge yaygimlasmistir (Hanson,

1995).

Klasik kimyasal sentez yontemlerinin aksine mikrobiyal biyotransformasyonlar
esnasinda substratlar tizerindeki diger fonksiyonel gruplarin korunmasi gerekmez. Bu
istlinliik enzimlerin regiosegicilikleri sebebi ile ortaya ¢ikar (Hanson, 1995; Faber,
2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar genel olarak fonksiyonel gruplarin varligia
ihtiyag  duymaz. Ornegin, mikrobiyal hidroksilasyonlar fonksiyonel gruplarin

uzaginda meydana gelir (Hanson, 1995).
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Mikroorganizmalar degisik ortamlara kolayca adapte olabilen canlilardir. Bu
ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar erlenden fabrika fermentdrlerine kadar
bir¢ok farkli ortamda kolayca kullanilabilir (Hanson, 1995; Faber, 2003).

Mikrobiyal biyotransformasyonlar i¢in ¢esitli mikroorganizmalar serbest veya uygun
yiizeylere sabitlenmis olarak kullanilabilir. En yaygin olarak kullanilan
mikroorganizma gruplari, protista aleminin iiyesi ve prokaryotik canlilar olan

bakteriler ile mantarlar aleminin iiyesi ve okaryotik canlilar olan kiifler ve mayalardir

(Demain, 2000).

Birgok sentetik reaksiyona esdeger reaksiyonlar mikroorganizmalar ile
gerceklestirilebilmektedir. Buna ek olarak mikrobiyal hidroksilasyonlar gibi bazi
mikrobiyal biyotransformasyonlar, sentetik reaksiyonlar ile tek basamakta
gerceklestirilemez (Hanson, 1995).

HO,,

R. arrhizus
_—

@) @)

Sekil 2.1. R. arrhizus ile steroid biyotransformasyonu (Hanson, 1995).

En o6nemli mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlarindan birisi mikrobiyal
hidroksilasyondur. Mikrobiyal hidroksilasyonun onemi ilk olarak iltihap giderici
olarak kullanilan kortikal steroidlerin sentezinde anlasilmistir. Bu steroidlerin
sentezinde, fonksiyonel gruplardan oldukga uzakta bulunan C-11 pozisyonuna bir
oksijen eklenmesi, klasik kimyasal yontemlerle olduk¢a uzun ve masrafli bir iglem
olmasina ragmen bahsi gecen bu sorunun Rhizopus arrhizus kiifiiniin yiiksek verimli
bir  11-hidroksilasyon ile ¢6ziilmesi (Sekil 2.1.) dikkatleri mikrobiyal

biyotransformasyonlar iizerine ¢ekmistir (Hanson, 1995).
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2.3. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonlari

Steroidlerin kiifler ile biyotransformasyonlari bu reaksiyonlarin yiiksek regio ve
stereosecicilikleri nedeni ile steroid ilaglar ve hormonlar gibi ¢ok daha 6nemli ve
fonksiyonlu bilesiklerin iiretimi i¢in halen yaygin olarak kullanilmaktadir (Nassiri-
Koopaei ve Faramarzi, 2015; Donova ve Egorova, 2012). Bilinen mikrobiyal
biyotransformasyonlarin etkinliklerini artirmak, kullanilabilir yeni
mikroorganizmalar ve reaksiyonlar tespit etmeye yonelik calismalar yogun olarak

stirdiiriilmektedir (Nassiri-Koopaei ve Faramarzi, 2015).

Gilinlimiize kadar DHEA (9) bilesiginin ¢ok sayida farkhi kiif tiirleri ile
biyotransformasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu biyotransformasyon g¢aligsmalarindan
Baeyer-Villiger oksidasyonlari, mikrobiyal hidroksilasyonlar ile steran halkasinin
farkli kisimlarina hidroksil gruplarimin eklenmesi, mikrobiyal hidrosilasyonlar ile
eklenen bu hidroksil gruplarimin oksidasyonlari, keton gruplarinin rediiksiyonu, A
halkasinin aromatiklesmesi, B halkasmnin hidrojenasyonu ve steran halkasindaki
farkli kisimlarin mikrobiyal dehidrojenasyonlar1 gibi ilging sonuglar elde edilmistir
(Nassiri-Koopaei ve Faramarzi, 2015; Donova ve Egorova, 2012; Bhatti ve Khera,
2012; Fernandes ve ark., 2003; Mahato ve Garai, 1997).

2.3.1. C. sphaerospermum ile steroid biyotransformasyonlari

Cladosporiaceae familyasina ait olan Cladosporium askomiset mantarlarinin yaygin
ve onemli bir cinsidir (Sandoval-Denis ve ark., 2016). Hemen her yerde yayilim
gosteren Cladosporium tiirleri genellikle hava, gida, bitkiler, boya ve elbiselerden
izole edilirler (Bensch ve ark., 2012; Sandoval-Denis ve ark., 2016). Yaygin
endofitler ve bitki patojenleri olan bu tiirler diger mantarlarin parazitleri bile
olabilmektedir (Sandoval-Denis ve ark., 2016). Baz1 Cladosporium tiirlerinin insan

ve hayvanlar i¢in patojen oldugu bilinmektedir (Sandoval-Denis ve ark., 2015).

Yeryliziinde genis dagilim gosteren Cladosporium sphaerospermum yiiksek tuz

derigimleri ve ozmotik basinca dayanikli bir kiiftiir (Zalar ve ark., 2007). Bu kiif
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¢ogu zaman i¢ ve dis mekanlardan (Aihara ve ark., 2001; Park ve ark., 2004),
insanlar (Yano ve ark., 2003) ve bitkilerden (Pereira ve ark., 2002) izole edilir.

Literattirde sadece C. sphaerospermum MRC 70266 ile androstendion (5) (Yildirim
ve ark., 2020) ve testosteron (6) (Yildirim ve ark., 2019) bilesikleri {izerine

gerceklestirilmis iki ayri steroid biyotransformasyonu ¢alismasi bulunmaktadir.

C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii androstendionu (5) agirlikli olarak C-6f3
pozisyonunda hidroksillerken C-150 pozisyomunda bir diger hidroksillenme, C-
17°de bir indirgenme, B halkasinda bir S5a-indirgenmesi ile C-6 and C-16
pozisyonlarindaki hidroksillenmeleri takiben gerceklesen yiikseltgenmelerde

gbzlenmistir.

C. sphaerospermum MRC 70266 testosteron (6) bilesigini C-6p, C-7p, C-12, C-15a.
ve C-16B pozisyonlarinda hidroksillerken bir 5a-indirgenmesi ile bir C-17

oksidasyonu da ger¢eklesmistir.

2.3.2. Ulocladium chartarum ile steroid biyotransformasyonlari

Askomiset mantarlarindan olan Ulocladium tiirleri farkli dagilimlara ve rollere
sahiptirler. Cogunlukla safrofit olan Ulocladium tiirlerinin bazilar1  bitki
patojenleriyken bazilar1 ise gidalarda bozulmalara yol agarlar. Birka¢ Ulocladium
tiiri ise 6nemli enzim kaynaklar1 ve biyokontrol ajanlar1 olarak dikkat ¢cekmektedir.
Ulocladium cinsinin bir {iyesi olan Ulocladium chartarum kiifii daha ¢ok ig

mekanlarda rastlanan bir kiiftiir. (Andersen ve Hollensted, 2008).

Literatiirde sadece U. chartarum MRC 72584 ile androstendion (5) (Yildirim ve ark.,
2020) ve testosteron (6) (Yildirim ve ark., 2018) bilesikleri iizerine gerceklestirilmis

iki ayr1 steroid biyotransformasyonu ¢aligmast bulunmaktadir.

U. chartarum MRC 72584 androstendion (5) bilesigini tizerinde C-6f, C-7a, C-7 ve

C-14a pozisyonlarinda hidroksillenmeler, C-6’daki hidroksillenme sonrasinda
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gerceklesen bir yiikseltgenme, bir 5a-indirgenmesi ve C-17’de bir indirgenme
gerceklestirmistir.

U. chartarum MRC 72584 kiifii testosteron (6) bilesigini C-6p, C-7p, C-12p ve C-
14a pozisyonlarinda hidroksillerken C-6B’da gerceklesen hidroksillenmeyi takip
eden Dbir yiikseltgenme, bir So-indirgenmesi ile C-17’de gergeklesen bir

yiikseltgenme de gozlenmistir.

2.4. Calismanin Amaci

Bu ¢alismada C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 kiifleri

ile DHEA (9) bilesiginin nasil metabolize edileceginin incelenmesi amaglanmuistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cihazlar, Sarf Malzemeler ve Kullanilan Yontemler

Biyotransformasyon ¢aligmasinda 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¢cin Niikleon marka Sinif II Tip Biyolojik Giivenlik Kabini (steril
kabin) kullanildi. Biyotransformasyon caligmas1 ve kiiflerin yetistirilmesi Gerhardt
THO 500 Laboshake marka calkalamali inkiibator ile gerceklestirildi. Infrared
spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum Two spektrometre cihazi ile alindi. 'H NMR
spektrumlari i¢ sinyal olarak tetrametilsilan standardi kullanilarak 300 MHz’de ¢alisan
Varian Mercury 300 NMR spektrometresi ile déterokloroform igerisinde alindi. *C
NMR spektrumlar1 ise 75 MHz’de Varian Mercury 300 NMR kullanilarak
doterokloroform igerisinde alindi. Erime noktalarin1 tayin etmek icin de
Elektrothermal A 9200 erime noktas1 tayin cithazi kullanildi. Elementel analiz i¢in

Thermo Finnigan Flash EA 1112 elementel analiz cihazi kullanildu.

Biyotransformasyon ¢alismasinin ve kolon kromatografi ¢alismalarinin sonuglari ince
tabaka kromatografisi (ITK) ile takip edildi. ITK ¢alismalar1 0,25 mm kalinliginda
silika jel tabakalar1 (Merck silika jel GF254) ve etil asetat-hekzan (1:1) ¢oziicii sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. ITK tabakalarindaki bilesikler p-anisaldehit-siilfiirik asit
reaktifine daldirilip 120 °C sicaklikta 3 dakika boyunca 1sitildiktan sonra goriiniir hale

gelmeleri saglandi.

C. sphaerospermum MRC 70266 ve U. chartarum MRC 72584 kiif kiiltiirleri Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu, Marmara Arastirma Merkezi Gida

Teknoloji ve Arastirma Enstitiisti’'nden yatik agar kiiltiirii olarak satin alindi. Bu



16

kiltirler PDA (potato dekstroz agar) igeren yatik agar besiyerlerinde tazelendi,
cogaltild1 ve 4°C’de korundu.

DHEA (9) bilesigi Sigma-Aldrich firmasindan satin alindi. Kiifler i¢in hazirlanan
besiyerinde kullanilan tiim kimyasallar, yatik agar besiyerleri i¢in kullanilan PDA ve

agar, ¢alismada kullanilan tiim solventler ise Merck firmasindan satin alindu.

3.2. Yatik Agar Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Yatik agar besiyeri hazirlanmak i¢in PDA (potato dekstroz agar) (5,85 g) ve agar (1,20
g) karigimi saf su ile 150 mL’ye tamamlandi1 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

agar besiyerleri hazirlandi.

3.3. Kiif Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Oda sicakliginda 15 giin siiresince ¢ogalmaya birakilmak {izere, stok fungal
kiiltiiriindeki kiiflerin bir kismi yatik agar besiyerlerinin 3 tanesine steril kosullarda
aktarildi. 15 giinde bir 3 yeni yatik agar besiyerine 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 i¢in glukoz (20 g), pepton (5 g) maya ekstrakti (5
g) 1 L distile su igerisinde ¢oziilerek karigtirild1 (Shebany, 2012).
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3.5. Biyotransformasyon Calismalari

Hazirlanan 1 L besiyeri ¢ozeltileri her bir kiif i¢in 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 kiif olusabilmesi
icin 28 °C sicaklikta, ¢alkalamali inkiibatorde (160 rpm), 3 giin boyunca inkiibasyona
birakildi. Ugiincii giiniin sonunda her bir biyotransformasyon ¢alismas1 i¢in DHEA (9)
(1 g), DMF (10 mL) igerisinde ¢oziilerek yeterli miktarda kiif igceren erlenlere esit
hacimlerde ve steril sartlarda ilave edildikten sonra, 5 giin boyunca 28 °C’de

calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi (160 rpm).

Biyotransformasyon ¢alismalarinin takibi birer adet kontrol erleni ile saglandi. Kontrol
erlenleri icin sadece inokiile edilmemis steril besiyeri ve substrat kullanildi.
Biyotransformasyon c¢alismalarindaki biitiin islemler Kkontrol erlenleri iginde
uyguland:. Kontrol erlenlerinden iTK alindiginda herhangi bir metabolit gozlenmedigi
icin biyotransformasyon c¢alismalarindan elde edilen metabolitlerin gercek
biyotransformasyon {iriinleri oldugu sonucuna varildi. Ayrica inkiibasyonlar boyunca
tim erlenlerdeki besiyeri goriiniimlerinde ve kif gelisimlerinde degisimler olup

olmadig1 da takip edildi ve herhangi bir farklilik gbzlenmedi.

3.6. Metabolitlerin Saflastirilmasi ve Yapilarinin Tayini

Inkiibasyon sonrasinda her bir kiife ait besiyeri ayri bir Buchner hunisi kullanilarak
filtrasyon islemi ile kiif kiiltiirlerine ait misellerden siiziilerek filtrat (siiziintii) olarak
ayrildi. Buchner hunisinde kalan miselleri yikamak i¢in etil asetat (500 mL) kullanildi.
Her bir filtratdaki steroidleri su fazindan organik faza ¢ekmek igin her seferinde etil
asetat (1 L) kullanilarak 3 ekstraksiyon gerceklestirildi. Biyotransformasyon
calismalarindan elde edilen her bir ekstrakta susuz sodyum siilfat ilave edilerek
ortamda bulunabilecek su giderildi. Ekstraktlar evaporator ile uzaklastirildiktan sonra
her bir biyotransformasyon ¢aligsmasi i¢in ayr1 bir yagimsi madde elde edildi. Elde
edilen yagims1 maddelerin her biri substrat1 karsilastirmak suretiyle ITK ¢alismalar:

gerceklestirildi. Yagims1 maddelerin her biri igerisindeki steroidleri ayirmak igin
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adsorban olarak silika jel 60 (Merck 107734, 230-400 mesh) kullanilarak ayr1 kolon
kromatografisi ¢aligmalart gerceklestirildi. Steroidler n-hekzan igerisinde artan etil
asetat derisimleri eliient olarak kullanilarak kolonlardan ayrildi. Kolonlardan karisik
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 igerisinde ayrildi. Kolonlardan ayrilan steroidlerin yapilarinin tayin edilmesi
amaciyla substrat ve elde edilen her bir metabolite ait erime noktasi, NMR ve IR
spektrumlari karsilastirildi. Yeni olarak tanimlanan metabolitler i¢in ayrica elementel

analiz ¢aligmalar1 yaptirildi.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

DHEA (9) bilesiginin U. chartarum MRC 72584 ve C. sphaerospermum MRC
70266 kiifleri ile biyotransformasyonundan elde edilen bilesiklerin yap1 tayinlerini
gerceklestirmek igin substrat ve elde edilen bilesiklerin erime noktalar, *H NMR,
13C NMR ve IR spektrumlar karsilastirildi. DHEA (9) bilesiginin karbon iskeleti

numaralandirilmasi Sekil 4.1.’de verilmistir.

Sekil 4.1. Substratin karbon iskeleti.

DHEA (9) bilesiginin (1 g) U. chartarum MRC 72584 ile 28 °C’de 5 giin siiren
inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (2127 mg) ile gergeklestirilen
kolon kromatografisi c¢alismasindan degisime ugramayan baslangic maddesi (197
mg) ile 3p-hidroksiandrost-5-en-7,17-dion (11) (%6), 3B,7B-dihidroksiandrost-5-en-
17-on (12) (%16), 3B,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on (13) (%12), 3B,7a-dihidroksi-
5pB,6B-epoksiandrostan-17-on (14) (%2), 3B,7B-dihidroksi-5p3,6p-epoksiandrostan-17-
on (15) (% 3), 3B.4B,7a-trihidroksiandrost-5-en-17-on (16) (%3) ve 3pB.,4B,7B-
trihidroksiandrost-5-en-17-on (17) (%4) bilesikleri elde edildi (Sekil 4.2.).

3B-Hidroksiandrost-5-en-7,17-dion (11), (63 mg, %6)

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

Erime noktas1: 237-238°C, lit., 239°C (Kotek ve ark., 2011).

IR (Vmax/cm™): 3485, 1730 ve 1660.
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IH NMR (300 MHz, CDCl3): 0,86 (3H, s, 18-H): 1,18 (3H, s, 19-H); 3,64 (1H, m,
30-H); 5,70 (1H, bs, 6-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 220,60 (C-17); 201,20 (C-7); 166,55 (C-5); 125,65
(C-6); 70,03 (C-3); 49,92 (C-9); 47,78 (C-13); 45,57 (C-8); 44,18 (C-14); 41,74
(C-4); 38,32 (C-1); 36,17 (C-10); 35,54 (C-16); 30,88 (C-2); 30,55 (C-12); 24,04
(C-15); 20,43 (C-11); 17,31 (C-19); 13,63 (C-18).

3B,7p-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (12), (170 mg, %16)

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

Erime noktasi: 212-213°C, lit., 215-217°C (Kotek ve ark., 2011).

IR (Vmax/cm™): 3245 ve 1735.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,87 (3H, s, 18-H); 1,05 (3H, s, 19-H); 3,52 (1H, m,
3a-H); 3,91 (1H, m, 70-H); 5,28 (1H, bs, 6-H).

13C NMR (75 MHz, CDClg): 221,50 (C-17); 143,48 (C-5); 125,49 (C-6); 72,66 (C-7);
71,07 (C-3); 51,10 (C-14); 48,13 (C-9); 47,73 (C-13); 41,52 (C-4); 40,23 (C-8);
36,79 (C-1); 36,56 (C-10); 35,93 (C-16); 31,33 (C-12); 31,11 (C-2); 24,11 (C-15);
20,29 (C-11); 19,09 (C-19); 13,51 (C-18).
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Sekil 4.2. Substratin U. chartarum ile biyotransformasyonu.
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3pB,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (13), (127 mg, %12)

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

Erime noktasi: 179-180°C, lit., 181-182°C (Kotek ve ark., 2011).

IR (Vmax/cm™): 3360 ve 1740.

'H NMR (CDCls): 0,86 (3H, s, 18-H); 0,98 (3H, s, 19-H); 3,54 (1H, m, 3a-H); 3,94
(1H, bs, 73-H); 5,60 (1H, d, J =5 Hz, 6-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 221,38 (C-17); 146,35 (C-5); 123,46 (C-6); 70,98
(C-3); 64,13 (C-7); 47,06 (C-13); 44,83 (C-14); 42,47 (C-4); 41,84 (C-9); 37,42
(C-8); 37,10 (C-10); 36,86 (C-1); 35,74 (C-16); 31,15 (C-12); 30,96 (C-2); 21,82
(C-15); 19,97 (C-11); 18,19 (C-19); 13,20 (C-18).

3B,7a-Dihidroksi-58,63-epoksiandrostan-17-on (14), (22 mg, %2)

%90’k ¢bzgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktas1: 181-182 °C, lit., 177-179 °C (Holland ve Diakow, 1979).

IR (Vmax/cm™): 3400, 1740, 1145 ve 1085.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0,84 (3H, s, 18-H); 1,01 (3H, s, 19-H); 3,12 (1H, d, J =
3,2 Hz, 60-H); 3,73 (1H, bs, 3a-H); 4,17 (1H, bs, 7B-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 220,89 (C-17); 68,89 (C-3); 65,95 (C-7); 64,62 (C-6);
63,72 (C-5); 46,96 (C-13); 44,48 (C-14); 41,90 (C-9); 41,44 (C-4); 36,58 (C-1);
35,45 (C-16); 34,28 (C-10); 34,14 (C-8); 30,89 (C-12); 30,50 (C-2); 20,97 (C-15);
20,95 (C-11); 16,99 (C-19); 13,02 (C-18).

3B,7B-Dihidroksi-58,6p-epoksiandrostan-17-on (15), (34 mg, %3)

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

Erime noktasi: 181-182°C.

IR (Vmax/cm™): 3352, 1740, 1140 ve 1090.

Elementel analiz: C19H2g04 igin %71,22 C ve %8,81 H hesaplansa da %71,08 C ve
%8,67 H gozlendi.
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'H NMR (CDCls): 0,85 (3H, s, 18-H); 1,03 (3H, s, 19-H); 3,18 (1H, bs, 6a-H); 3,64
(1H,t,J=9.5Hz, 7a-H); 3,72 (1H, m, 3a-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 221,50 (C-17); 74,24 (C-7); 68,78 (C-3); 67,56 (C-6);
67,41 (C-5); 50,58 (C-14); 49,73 (C-9); 47,75 (C-13); 41,49 (C-4); 37,66 (C-8);
36,84 (C-1); 35,86 (C-16); 34,34 (C-10); 31,12 (C-12); 30,69 (C-2); 24,95 (C-15);
21,20 (C-11); 16,85 (C-19); 13,50 (C-18).

3PB.4P,7a-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (16), (33 mg, %3)

Etil asetat ile eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde kristallendirildi.
Erime noktasi: 203-204°C.

IR (Vmax/cm™): 3430 ve 1740.

Elementel analiz: C19H2804 igin %71,22 C ve %8,81 H hesaplansa da %71,10 C ve
%8,65 H gozlendi.

'H NMR (CDCls): 0,89 (3H, s, 18-H); 1,21 (3H, s, 19-H); 3,62 (1H, m, 3a-H); 4,06
(1H, bs, 73-H); 4,18 (1H, d, J = 3,2 Hz, 40-H); 5,90 (1H, d, J = 5 Hz, 6-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 221,33 (C-17); 146,97 (C-5); 129,21 (C-6); 76,68
(C-4); 71,86 (C-3); 64,16 (C-7); 47,06 (C-13); 44,76 (C-14); 42,82 (C-9); 37,14 (C-
10); 37,05 (C-8); 36,55 (C-1); 35,73 (C-16); 30,84 (C-12); 24,77 (C-2); 21,90 (C-
15); 19,42 (C-11); 19,32 (C-19); 13,22 (C-18).

3B,4B,7p-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (17), (45 mg, %4)

Etil asetat ile eliisyon neticesinde etil asetattan igneler seklinde kristallendirildi.
Erime noktasi: 203-204°C.

IR (Vmax/cm™): 3455 ve 1740.

Elementel analiz: C19H2804 igin %71,22 C ve %8,81 H hesaplansa da %71,12 C ve
%8,69 H gozlendi.

IH NMR (CDCls): 0,90 (3H, s, 18-H); 1,26 (3H, s, 19-H); 3,60 (1H, m, 3a-H); 3,96
(1H, d, J = 17,9 Hz, 7a-H); 4,17 (1H, d, J = 3,2 Hz, 4a-H); 5,62 (1H, d, J = 2,1 Hz,
6-H).

13C NMR (75 MHz, CDClg): 221,22 (C-17); 144,96 (C-5); 131,08 (C-6); 76,13
(C-4); 72,62 (C-7); 72,05 (C-3); 51,18 (C-14); 48,85 (C-9); 47,70 (C-13); 40,36
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(C-8); 36,55 (C-10); 36,18 (C-1); 35,95 (C-16); 31,04 (C-12): 25,06 (C-2); 24,09 (C-
15); 20,63 (C-19); 19,86 (C-11); 13,53 (C-18).

DHEA (9) bilesiginin (1 g) C. sphaerospermum MRC 70266 ile 28 °C’de 5 giin
stiren inkiibasyonu sonrasinda elde edilen yagimsi madde (1943 mg) ile
gerceklestirilen kolon kromatografisi ¢alismasindan degismeyen baslangic maddesi
(180 mg) ile 5a-androstan-3,6,17-trion (18) (%4), 6B-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion
(19) (%15), 6a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) (%5), 7a-hidroksiandrost-4-en-
3,17-dion (21) (%6), 3B,7p-dihidroksiandrost-5-en-17-on (12) (%4) ve 3pB,7a-
dihidroksiandrost-5-en-17-on (13) (%20) bilesikleri elde edildi (Sekil 4.3.).

5a-Androstan-3,6,17-trion (18), (42 mg, %4)

%4011k ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde etil asetattan yassi pulcuklar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 191-192°C, lit., 196-197°C (Numazawa Ve ark., 1988).

IR (Vmax/cm™): 1740, 1720 ve 1700.

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 0,89 (3H, s, 18-H); 1,00 (3H, s, 19-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 219,65 (C-17); 210,90 (C-3); 208,22 (C-6); 57,39
(C-5); 53,32 (C-9); 51,38 (C-14); 48,01 (C-13); 45,22 (C-7); 41,10 (C-4); 37,86
(C-10); 37,35 (C-1); 37,21 (C-8); 36,82 (C-2); 35,54 (C-16); 30,95 (C-12); 21,56
(C-15); 20,84 (C-11); 13,72 (C-18); 12,53 (C-19).

6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19), (157 mg, %15)

%50’lik ¢dzgen sistemiyle eliisyon neticesinde asetondan prizmalar seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 189-190°C, lit., 190-193°C (Hanson ve ark., 1996).

IR (Vma/cmt): 3445, 1740 ve 1670.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8+ 0,91 (3H, s, 18-H); 1,37 (3H, s, 19-H); 4,36 (1H, bs,
6a-H); 5,81 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 220,81 (C-17); 200,58 (C-3); 168,35 (C-5); 126,20
(C-4); 72,40 (C-6); 53,50 (C-9); 50,75 (C-14); 47,56 (C-13); 37,96 (C-10); 37,11
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(C-7); 36,89 (C-1); 35,69 (C-16); 34,03 (C-2); 31,12 (C-12); 29,29 (C-8); 21,59
(C-15); 20,14 (C-11); 19,40 (C-19); 13,67 (C-18).

HO

(&)
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Sekil 4.3. Substratin C. sphaerospermum ile biyotransformasyonu.

6a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20), (53 mg, %5)

%50’lik ¢Ozgen sistemiyle ellisyon neticesinde asetondan igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 224-225 °C, lit., 229-230°C (Balant ve Ehrenstein, 1952).

IR (Vmax/cm™): 3500, 1735 ve 1655.

'H NMR (300 MHz, CDCI3): § 0,93 (3H, s, 18-H); 1,22 (3H, s, 19-H); 4,37 (1H, m,
6p-H); 6,19 (1H, d, J = 1,8 Hz, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 220,14 (C-17); 199,48 (C-3); 171,10 (C-5); 119,96
(C-4); 68,19 (C-6); 53,69 (C-9); 50,50 (C-14); 47,51 (C-13); 39,89 (C-7); 39,00
(C-10); 36,19 (C-1); 35,67 (C-16); 33,68 (C-2); 31,07 (C-12); 29,64 (C-8); 21,70
(C-15); 20,25 (C-11); 18,20 (C-19); 13,65 (C-18).

7a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (21), (63 mg, %6)

%60°lik ¢ozgen sistemiyle eliisyon neticesinde metanolden igneler seklinde
kristallendirildi.

Erime noktasi: 232-233°C, lit., 227-230°C (Holland ve Thomas, 1982).

IR (Vmax/cm™): 3400, 1740, 1660 ve 1615.
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'H NMR (300 MHz, CDCI3): § 0,91 (3H, s, 18-H); 1,22 (3H, s, 19-H); 4,10 (1H, bs,
7B-H); 5,83 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDClg): 220,92 (C-17); 199,33 (C-3); 166,96 (C-5); 126,95
(C-4); 66,93 (C-7); 47,25 (C-13); 45,54 (C-14); 45,22 (C-9); 40,95 (C-8); 39,25
(C-6); 38,48 (C-10); 35,66 (C-16); 35,30 (C-1); 33,82 (C-2); 30,87 (C-12); 21,19
(C-15); 20,07 (C-11); 16,94 (C-19); 13,43 (C-18).

3B,7p-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (12), (43 mg, %4)

%80’lik ¢dzgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi ve H ile 3C NMR
spektrumlarinin  ayni substratin daha once U. chartarum MRC 72584 ile
inkiibasyonundan izole edilen metabolite ait *H ile *C NMR spektrumlari ile

karsilastirilmast neticesinde yapist belirlendi.

3pB,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (13), (211 mg, %20)

%80’lik cozgen sistemiyle eliisyon neticesinde elde edildi ve 'H ile C NMR
spektrumlarinin ayni substratin daha o6nce U. chartarum MRC 72584 ile
inkiibasyonundan izole edilen metabolite ait 'H ile 3C NMR spektrumlar ile

karsilastirilmasi neticesinde yapisi belirlendi.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

U. chartarum MRC 72584 ve C. sphaerospermum MRC 70266 kiifleri ile
gerceklestirilen biyotransformasyon calismalari sonucunda elde edilen bilesiklerin
yapilarmi tayin amaciyla, DHEA (9) ve s6z konusu bilesiklerin erime noktalari, 1H
NMR, *C NMR ve IR spektrumlari karsilastirildi.

DHEA (9) bilesiginin U. chartarum MRC 72584 ile bes giin inkiibasyonu Yyedi
metabolit verdi (Sekil 5.1.). Ilk metabolit 3B-hidroksiandrost-5-en-7,17-dion (11)
olarak tanimlandi. Metabolitin *C NMR spektrumu baslangic maddesinin ¢ 31,13
ppm’deki C-7 rezonansin1 vermezken dc 201,20 ppm’de yeni bir C atomu rezonansi
verdi. Metabolitin 3C NMR spektrumunun C-8 icin asag1 alana dogru bir kayma (A
14,38 ppm) verirken C-14 igin ise yukari alana dogru bir kayma (A 7,26 ppm)
vermesi C-7’de bir oksidasyon gergeklesmis oldugunu gosterdi. Metabolitin NMR
degerleri (Tablo 5.1.) literatiir degerleriyle uyum gosterdi (Kotek ve ark., 2011).

Ikinci metabolit 3B,7p-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (12) olarak tanimland.
Metabolit 'H NMR spektrumunun 8n 3,91 ppm’de verdigi karakteristik (Kotek ve
ark., 2011) rezonans (1H, m) ve aym spektrumda baslangic maddesinin 6-H
rezonanst i¢in ise yukari alana dogru bir kayma (A 0,07 ppm) vermesi bir
7B-hidroksil grubunun varligim diisiindiirdii. Metabolitin *C NMR spektrumu C-6
ve C-8 i¢in agagl alana dogru kaymalar (sirasi ile A 5,05 ppm ve A 9,04 ppm)
gosterirken C-9 ve C-14 i¢in yukar: alana dogru y-gauche kaymalar (sirast ile A 1,79
ppm ve A 0,34 ppm) gosterdi. Bu kimyasal kayma degerleri bir 7p-hidroksil
grubunun varligimi daha da pekistirdi. Metabolitin  NMR degerleri literatiir
degerleriyle oldukg¢a benzerlik gosterdi (Kotek ve ark., 2011).
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Uciincii  metabolit 3p,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (13) olarak tanimland.
Metabolite ait 'H NMR spektrumunun &n 3,94 ppm’deki karakteristik (Kotek ve
ark., 2011) rezonansi (1H, bs) ve aym spektrumda baslangic maddesi 6-H
rezonansinin asagi alana dogru bir kayma (A 0,25 ppm) gostermesi bir 7a-hidroksil
grubunun varligina isaret etti. Metabolit *C NMR spektrumunun C-6 ve C-8 igin
asagi alana dogru kaymalar (sirasi ile A 3,02 ppm ve A 6,23 ppm) gosterirken C-9 ve
C-14 icin yukar1 alana dogru y-gauche kaymalar (sirasi ile A 1,79 ppm ve A 8,08
ppm) gostermesi bir 7a-hidroksil grubunun varligini daha da netlestirdi. Metabolitin

NMR degerleri literatiir degerleriyle uyum gosterdi (Kotek ve ark., 2011).
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Sekil 5.1. Substratin U. chartarum ile biyotransformasyonu.

Dordiincii  metabolit  3B,7a-dihidroksi-58,6B-epoksiandrostan-17-on  (14) olarak
tammlandi. Metabolit 'H NMR spektrumunun baslangic maddesinin &4 5,35
ppm’deki 6-H rezonansim (1H, d, J = 5 Hz) vermeyip o 3,12 ppm’de yeni bir
rezonans (1H, d, J = 3,2 Hz) vermesi bir epoksidin varligin1 diisiindiirdii. Metabolitin
13C NMR spektrumundaki 8c 63,72 ppm (C-5) ve &c 64,62 ppm’deki (C-6)
karakteristik oksijen bagli karbon atom rezonanslari ile dc 36,58 ppm’de gozlenen
karakteristik C-1 rezonansi epoksitlenmenin B-yliziinden gergeklestigini gosterdi
(Poza ve ark., 2008). Metabolitin 3C NMR spektrumu ayrica siras1 ile 3p- ve 7a-
hidroksil gruplarinin varligin1 gosteren karakteristik rezonanslart 6c 68,89 ppm ve dc
65,95 ppm’de verdi (Poza ve ark., 2008). Metabolitin *H NMR degerleri literatiir
degerleriyle oldukc¢a benzerlik gosterdi (Holland ve Diakow, 1979).
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Besinci  metabolit  3B,7p-dihidroksi-58,6p-epoksiandrostan-17-on  (15) olarak
tamimlandi. Metabolit 'H NMR spektrumunun baslangic maddesinin &4 5,35
ppm’deki 6-H rezonansin1 (1H, d, J = 5 Hz) vermeyip 61 3,18 ppm’de yeni bir
rezonans (1H, bs) vermesi bir epoksidin varligini akla getirdi. Metabolitin 3C NMR
spektrumunun 6c 67,41 ppm (C-5) ve oc 67,56 ppm (C-6) verdigi karakteristik iki
yeni oksijen tastyict C atom rezonaslari ile dc 36,84 ppm’de gozlenen karakteristik
C-1 rezonansi epoksitlenmenin B-yiiziinden gergeklestigini gosterdi (Poza ve ark.,
2008). Metabolitin *C NMR spektrumu ayrica sirast ile 3p- ve 7p-hidroksil
gruplarmin varligin1 gosteren karakteristik rezonanslar1 6c 68,78 ppm ve dc 74,24
ppm’de verdi (Poza ve ark., 2008). Metabolitin *C NMR spektrumu 19 karbon
rezonansi verirken DEPT spektrumunun iki metil, altt metilen, yedi metin ve dort
kuarterner karbon rezonanslari vermesi tanimlanan metabolitin yapisini daha da
dogruladi. 3f,7p-dihidroksi-5p,6p3-epoksiandrostan-17-on (15) yeni bir metabolit

olarak belirlendi.

Tablo 5.1. DHEA (9) ve bazi metabolitleri icin 1C NMR degerleri

C atomu 9) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17)

1 36.93 38.32 36.79 36.86 36.58 36.84 36.55 36.18
2 31.19 30.88 31.11 30.96 30.50 30.69 24.77 25.06
3 71.01 70.03 71.07 70.98 68.89 68.78 71.86 72.05
4 41.81 41.74 41.52 42.47 41.44 41.49 76.68 76.13
5 140.92 166.55  143.48  146.35 63.72 67.41 146.97 144.96
6 120.44 125.65 12549  123.46 64.62 67.56 129.21 131.08
7 31.13 201.20 72.66 64.13 65.95 74.24 64.16 72.62
8 31.19 45.57 40.23 37.42 34.14 37.66 37.05 40.36
9 49.92 49.92 48.13 41.84 41.90 49.73 42.82 48.85
10 36.36 36.17 36.56 37.10 34.28 34.34 37.14 36.55
11 20.07 20.43 20.29 19.97 20.95 21.20 19.42 19.86
12 30.50 30.55 31.33 31.15 30.89 31.12 30.84 31.04
13 47.30 47.78 47.73 47.06 46.96 47.75 47.06 47.70
14 51.44 44.18 51.10 44.83 44.48 50.58 44.76 51.18
15 21.61 24.04 2411 21.82 20.97 24.95 21.90 24.09
16 35.59 35.54 35.93 35.74 35.45 35.86 35.73 35.95
17 221.32 220.60 22150 221.38 220.89 221.50 221.33 221.22
18 13.27 13.63 13.51 13.20 13.02 13.50 13.22 13.53

19.18 17.31 19.09 18.19 16.99 16.85 19.32 20.63

[EY
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Altinct metabolit 3,4f,7a-trihidroksiandrost-5-en-17-on  (16) olarak tanimlandi.
Metabolitin 3C NMR spektrumu sirasi ile 3p- ve 4B-hidroksil gruplarmin varligim
gosteren karakteristik rezonanslart d¢c 71,86 ve dc 76,68 ppm’de verdi (Ruddock ve
ark., 1998). Metabolitin *C NMR spektrumu ayrica bir 7a-hidroksil grubunun
varhigini gosteren diger bir karakteristik rezonansi ise 6c 64,16 ppm’de verdi (Kotek
ve ark., 2011). Metabolitin **C NMR spektrumunun C-8 i¢in asag1 alana dogru bir
kayma (A 5,86 ppm) gosterirken C-9 igin ise yukari alana dogru bir kayma (A 7,10
ppm) gostermesi 7a-hidroksil grubunun varligin1 daha fazla dogruladi. Metabolitin
DEPT spektrumunun iki metil, alt1 metilen, yedi metin ve dort kuarterner karbon
rezonanslari vermesi tamimlanan trioliin yapisini daha da netlestirdi. 3[B,4B,70-

Trihidroksiandrost-5-en-17-on (16) bilesigi yeni bir metabolit olarak tanimlandi.

Yedinci metabolit 3B,4B,7p-trihidroksiandrost-5-en-17-on (17) olarak tanimlandi.
Metabolitin *H NMR spektrumu siras1 ile 3B- ve 4p-hidroksil gruplarinin varhigini
gosteren karakteristik rezonanslar1 64 3,60 ppm (1H, m) ve 61 4,17 ppm’de (1H, d, J
= 3,2 Hz) verdi (Ruddock ve ark., 1998). Metabolitin *H NMR spektrumu ayrica bir
7pB-hidroksil grubunun varligini gésteren diger bir karakteristik rezonanst (1H, d, J =
7,9 Hz) ise dn 3,96 ppm’de verdi (Kotek ve ark., 2011). Metabolitin *C NMR
spektrumunun C-8 i¢in asagi alana dogru bir kayma (A 9,17 ppm) gosterirken C-9
icin ise yukari alana dogru bir kayma (A 1,07 ppm) goéstermesi 7p-hidroksil
grubunun varligini daha fazla dogruladi. Metabolite ait DEPT spektrumunun iki
metil, altt metilen, yedi metin ve dort kuarterner karbon rezonanslari gostermesi
tanimlanan trioliin yapisiyla benzerlik gosterdi. 3(,4B,7B-Trihidroksiandrost-5-en-

17-on (17) bilesigi yeni bir metabolit olarak belirlendi.

DHEA (9) bilesiginin C. sphaerospermum MRC 70266 ile 5 giin siiren inkiibasyonu
alt1 metabolit verdi (Sekil 5.2.). Ilk metabolit Sa-androstan-3,6,17-trion (18) olarak
tanimlandi. Metabolit NMR spektrumlarinda on 3,46 ppm (1H, tt, J = 5 ve 12 Hz) ve
dc 71,01 ppm’deki rezonanslarin gézlenmemesi baslangi¢ maddesinin 3p-hidroksil
grubunun bir karbonil grubuna yiikseltgendigini gosterdi. Metabolit 'H NMR
spektrumunun baslangi¢c maddesinin o1 5,35 ppm’deki 6-H rezonansini (1H, d, J =5
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Hz) gostermemesi B halkasindaki ¢ift bagin hidrojenasyona ugramis oldugunu
diisiindiirdii. Bu degisim metabolit 3C NMR spektrumunun baslangi¢ maddesinin 8¢
120,44 ppm ve 140,92 ppm'deki ¢ift bag rezonanslarini igermemesi ile dogrulandi.
Metabolitin  3C  NMR spektrumu degerlerinin literatiirdeki calismalar ile
kargilastirilmast  sonucunda baglangic maddesindeki ¢ift bagin o-yiiziinden
indirgendigini gosterdi (Al-Awadi ve ark., 2005). Metabolit *C NMR spektrumunun
baslangi¢ maddesinin 6c 120,44 ppm'deki C-6 rezonansi yerine ¢ 208,22 ppm'de
yeni bir karbon rezonansi vermesi C-6’daki muhtemel bir hidroksilasyonu takiben bir
oksidasyonun gergeklestigini gosterdi. Metabolitin NMR degerleri (Tablo 5.2.)
literatiir degerleriyle oldukg¢a uyum gosterdi (Al-Awadi ve ark., 2005).

HO

®

(1) (12) (13)

Sekil 5.2. Substratin C. sphaerospermum ile biyotransformasyonu.

Ikinci metabolit 6p-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) olarak tanimlandi. Metabolit
'H NMR spektrumu baslangi¢ maddesinin 8n 3,46 ppm’deki 3a-H rezonansm (1H,
tt, J = 5 ve 12 Hz) vermedi ve baslangi¢ maddesinin 61 5,35 ppm’deki ¢ift bag
rezonansi (1H, d, J =5 Hz) ile 8n 1,01 ppm’deki 19-H rezonansi (3H, s) i¢in asagi
alanlara dogru kaymalar (sirasi ile A 0,46 ppm ve 0,36 ppm) gosterdi. Bu sonuglar
baslangic maddesinin 5-en-3f-hidroksi kisminin 4-en-3-ketoya ¢evirildigini gosterdi.
Metabolitin NMR spektrumlar1 on 4,36 ppm (1H, bs) ve dc 72,40 ppm’de bir 6f3-
hidroksil grubu i¢in karakteristik olan iki yeni rezonans verdi (Hanson ve ark., 1996).
Metabolitin *C NMR spektrumunun C-7 igin asag1 alana dogru bir kayma (A 14,04
ppm) gosterirken C-8 i¢in ise yukari alana dogru bir kayma (A 1,90 ppm) gdstermesi
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bir 6fB-hidroksil grubu varligimi daha da dogruladi. Metabolitin NMR degerleri
literatlir degerleriyle olduk¢a benzerlik gosterdi (Hanson ve ark., 1996).

Ugiincii  metabolit 6a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (20) olarak tanimland.
Metabolit *H NMR spektrumunun baslangic maddesinin &n 3,46 ppm’deki 3o-H
rezonansim1 (1H, tt, J = 5 ve 12 Hz) vermeyip baslangic maddesinin on 5,35
ppm’deki ¢ift bag rezonansi (1H, d, J =5 Hz) ile 61 1,01 ppm’deki 19-H rezonansi
(3H, s) i¢in asagi alanlara dogru kaymalar (siras1 ile A 0,84 ppm ve 0,21 ppm)
gostermesi DHEA (9) biinyesindeki 5-en-3f-hidroksi kisminin 4-en-3-ketoya
doniistirildigiint gosterdi. Metabolitin NMR spektrumlart 61 4,37 ppm (1H, m) ve
oc 68,19 ppm’de bir 6a-hidroksil grubu i¢in karakteristik olan iki yeni rezonans verdi
(Kollerov ve ark., 2008). Metabolit *C NMR spektrumunun C-7 igin asag: alana
dogru bir kayma (A 8,76 ppm) verirken C-8 igin ise yukar1 alana dogru bir kayma (A
1,55 ppm) vermesi bir 6a-hidroksil grubu varligini daha da netlestirdi. Metabolitin
NMR degerleri literatiir degerleriyle uyum gosterdi (Kollerov ve ark., 2008).

Tablo 5.2. DHEA (9) ve diger bazi metabolitleri igin 3C NMR degerleri

@ 1) a9 ) @
1 36.93 37.35 36.89 36.19 35.30
2 31.19 36.82 34.03 33.68 33.82
3 71.01 21090 20058 199.48 199.33
4 41.81 41.10 126.20 11996 126.95
5 140.92 57.39 168.35 171.10 166.96
6 120.44 208.22 72.40 68.19 39.25
7 31.13 45.22 37.11 39.89 66.93
8 31.19 37.21 29.29 29.64  40.95
9 49.92 53.32 53.50 53.69 45.22
10 36.36 37.86 37.96 39.00 38.48
11 20.07 20.84 20.14 20.25 20.07
12 30.50 30.95 31.12 31.07 30.87
13 47.30 48.01 47.56 4751 47.25
14 51.44 51.38 50.75 50.50 45.54
15 21.61 21.56 21.59 21.70 21.19
16 35.59 35.54 35.69 35.67 35.66
17 221.32 219.65  220.81 220.14 220.92
18 13.27 13.72 13.67 13.65 13.43
19 19.18 12.53 19.40 18.20 16.94
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Dordiincti  metabolit  7a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion  (21) olarak tanimlandi.
Baslangi¢ maddesinin 61 3,46 ppm’deki 3a-H rezonansini (1H, tt, J = 5 ve 12 Hz)
vermeyen metabolit 'H NMR spektrumu baslangi¢ maddesinin 8 5,35 ppm’deki ¢ift
bag rezonansi (1H, d, J =5 Hz) ile 84 1,01 ppm’deki 19-H rezonansi (3H, s) i¢in ise
asag1 alanlara dogru kaymalar (sirast ile A 0,47 ppm ve 0,21 ppm) verdi. Bu sonuglar
baslangi¢c maddesi olan DHEA (9) biinyesindeki 5-en-3B-hidroksi kisminin 4-en-3-
ketoya cevirildigini kanitladi. Metabolitin NMR spektrumlar1 6n 4,10 ppm (1H, bs)
ve oc 66,93 ppm’de bir 7a-hidroksil grubu icin karakteristik olan iki yeni rezonans
verdi (Holland ve Thomas, 1982). Metabolit *C NMR spektrumunun C-8 igin asag1
alana dogru bir kayma (A 9,76 ppm) gosterirken C-9 igin ise yukari alana dogru bir
kayma (A 4,70 ppm) gostermesi bir 7a-hidroksil grubu varligin1 daha da dogruladi.
Metabolitin NMR degerleri literatiir degerleriyle oldukga benzerlik gosterdi (Holland
ve Thomas, 1982).

Besinci metabolit 3f,7p-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (12) olarak tanimlandi.
Metabolitin yapist NMR spektrumlarinin ayni substratin daha 6énce U. chartarum
MRC 72584 ile inkiibasyonundan izole edilen metabolite ait NMR spektrumlar: ile

karsilastirilmasi neticesinde belirlendi.

Altinct  metabolit 3,7a-dihidroksiandrost-5-en-17-on  (13) olarak tanimlandi.
Metabolitin yapist NMR spektrumlarinin ayni substratin daha 6nce U. chartarum
MRC 72584 ile inkiibasyonundan izole edilen metabolite ait NMR spektrumlart ile

karsilastirilmasi neticesinde belirlendi.

Tablo 5.3.’den de goriilebilecegi gibi U. chartarum MRC 72584 kiifi DHEA (9)
bilesigini agirlikli olarak C-7a ve C-7f pozisyonlarinda hidroksilledi. Ayrica C-43
pozisyonlarinda da diisiik verimli bir hidroksillenme, B-yiiziinden diisiik verimli bir
epoksitlenme ve C-7 pozisyonundaki muhtemel hidroksillenmeleri takiben
gerceklesen diigiik verimli bir yiikseltgenme de gozlendi. U. chartarum MRC 72584
kiiftiniin DHEA (9) bilesigi ile inkiibasyonundan elde edilen 3[3,7B-dihidroksi-5p,6p-
epoksiandrostan-17-on  (15), 3pB.4B,7a-trihidroksiandrost-5-en-17-on  (16) ve
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3P,4B,7p-trihidroksiandrost-5-en-17-on  (17) metabolitleri yeni bilesikler olarak

tanimlanda.
Tablo 5.3. U. chartarum MRC 72584 kiifii ile metabolit verimleri
Substrat Metabolit % Verim
DHEA (9)

3p-Hidroksiandrost-5-en-7,17-dion (11)
3B,7p-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (12)
3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (13)
3B,70-Dihidroksi-58,6p-epoksiandrostan-17-on (14)
3B,7p-Dihidroksi-5p,6p-epoksiandrostan-17-on (15)
3B,4P,70-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (16)
3pB,4B,7B-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (17)

e
rpOONG RO

Tablo 5.4.’den de goriilebilecegi gibi C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii DHEA
(9)  bilesiginin  6nemli bir kismi {izerinde gosterdigi  3p-hidroksisteroid
dehidrogenaz/A®-A* izomeraz aktivitesini takiben C-6f pozisyonunda yiiksek verimli
bir hidroksillenme, daha diisiik verimli olmak iizere C-6a ve C-7a. pozisyonlarinda
hidroksillenmeler ve C-6 pozisyonundaki muhtemel hidroksillenmeleri takibeden bir
yiikseltgenme de goézlendi. C. sphaerospermum MRC 70266 DHEA (9) bilesiginin
kalan kism1 lizerinde yiiksek verimli bir C-7a-hidroksillenmesi ile diisiik verimli bir
C-7B-hidroksillenmesi de gosterdi.  Ayrica C. sphaerospermum MRC 70266
kiifiinin DHEA (9) bilesigindeki ¢ift bag1 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz/A®-A*
izomeraz aktivitesi sonrasinda veya bu aktiviteyi hi¢ gostermeden a-yiiziinden

indirgedigi anlasildi.

Tablo 5.4. C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii ile metabolit verimleri

Substrat Metabolit % Verim

DHEA (9)
5a-Androstan-3,6,17-trion (18) 4
6p-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) 15
6a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) 5
7o-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (21) 6
3B,7p-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (12) 4
3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (13) 20

Tablo 5.3. ve Tablo 5.4.’den de goriilebilecegi gibi U. chartarum MRC 72584 ve C.
sphaerospermum MRC 70266 kiifleri DHEA (9) bilesigini farkli sekillerde

metabolize etti.
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Literatiirdeki kiifler ile steroid biyotransformasyon ¢aligsmalari incelendiginde DHEA
(9) bilesigi tizerinde C-7a ve C-7B pozisyonlarinda hidroksillenmeler, ¢ift bagin a-
yiiziinden hidrojenasyonu, 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz/A-A* izomeraz aktivitesi
ve bu aktiviteyi takiben C-6B ve C-7a pozisyonlarinda hidroksillenmeler ile
hidroksillenmelerin pesinden gerceklesen yiikseltgenmeler daha yagin olarak olarak
gozlenmisti (Nassiri-Koopaei ve Faramarzi, 2015; Donova ve Egorova, 2012; Bhatti
ve Khera, 2012; Fernandes ve ark., 2003; Mahato ve Garai, 1997). Buna ragmen,
DHEA (9) bilesiginin C-4p pozisyonunda hidroksillenmesi (Rahman ve ark., 2000)
ve B-yliziinden epoksitlenmesi (Uszycka-Horawa ve ark., 1986) ¢ok daha nadir
olarak gdzlenmisti. Ornegin, Metarrhizium velutinum M6 kiifii (Uszycka-Horawa ve
ark., 1986) DHEA (9) hbilesigini C-4p pozisyonunda hidroksillerken,
Cephalosporium aphidicola (Rahman ve ark., 2000) ayni substrat {izerinde [-
yiiziinden epoksitlenme gerceklestirmistir. DHEA (9) bilesiginin bir kif ile 3f-
hidroksisteroid dehidrogenaz/A°-A* izomeraz aktivitesini takiben C-6a pozisyonunda

hidroksillenmesi ise ilk defa C. sphaerospermum MRC 70266 ile gozlendi.

Yukarida daha oOnce belirtildigi gibi U. chartarum MRC 72584 ve C.
sphaerospermum MRC 70266 kiifleri DHEA (9) bilesigini oldukga farkli sekillerde
metabolize etti. U. chartarum MRC 72584 ve C. sphaerospermum MRC 70266
kiifleri daha oOnceki calismalarda yapilar1 birbirlerine ¢ok daha benzer olan
androstendion (5) ve testosteron bilesiklerini de ¢ok farkli sekillerde metabolize
etmiglerdi. U. chartarum MRC 72584 androstendion (5) bilesigini iizerinde C-6f3, C-
70, C-7p ve C-14a pozisyonlarmda hidroksillenmeler, C-6’daki hidroksillenme
sonrasinda gerceklesen bir yiikseltgenme, bir Sa-indirgenmesi ve C-17°de bir
indirgenme gergeklestirmisti (Yildirim ve ark., 2020). U. chartarum MRC 72584
kiifii testosteron (6) bilesigini ise C-6p, C-7B, C-12f ve C-14a pozisyonlarinda
hidroksillerken C-6f3’da gergeklesen hidroksillenmeyi takip eden bir yiikseltgenme,
bir Sa-indirgenmesi ile C-17’de gerceklesen bir yiikseltgenmede gozlenmisti
(Yildirim ve ark., 2018). C. sphaerospermum MRC 70266 kiifii androstendionu (5)
agirlikli olarak C-6fB pozisyonunda hidroksillerken C-15a pozisyomunda bir diger

hidroksillenme, C-17°de bir indirgenme, B halkasinda bir 5a-indirgenmesi ile C-6
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and C-16  pozisyonlarindaki  hidroksillenmeleri  takiben  gerceklesen
yiikseltgenmelerde goézlenmisti (Yildirim ve ark., 2020). C. sphaerospermum MRC
70266 testosteron (6) bilesigini ise  C-6B, C-7B, C-12B, C-15a ve C-16P
pozisyonlarinda hidroksillerken bir 5a-indirgenmesi ile bir C-17 oksidasyonu da

gerceklesmisti (Yildirim ve ark., 2019).

Kisaca, U. chartarum MRC 72584 ve C. sphaerospermum MRC 70266 kiifleri
DHEA (9) bilesigini farkli sekillerde metabolize etti ve U. chartarum MRC 72584
kiifiinlin DHEA (9) bilesigi ile inkiibasyonu elde edilen metabolitlerden 3f,7p-
dihidroksi-5p3,6p-epoksiandrostan-17-on (15), 3p,4P,7a-trihidroksiandrost-5-en-17-
on (16) ve 3p,4P,7p-trihidroksiandrost-5-en-17-on (17) yeni olarak tanimlandi. C.
sphaerospermum MRC 70266, Ulocladium chartarum MRC 72584 ve diger kiifler

ile steroid biyotransformasyonlarina yonelik ¢calismalarimiz siirmektedir.
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EKLER

EK 1: Dehidroepiandrosteron (9) icin tH NMR spektrumu
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EK 3. 3B-Hidroksiandrost-5-en-7,17-dion (11) icin *H NMR spektrumu
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EK 5: 3B.7B-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (12) icin *H NMR spektrumu
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EK 7: 3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (13) icin 'H NMR spektrumu
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EK 8: 3B,7a-Dihidroksiandrost-5-en-17-on (13) icin 33C NMR spektrumu
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EK 9: 3B,7a-Dihidroksi-5B,6B-epoksiandrostan-17-on (14) icin *H NMR spektrumu
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EK 10: 3B,7a-Dihidroksi-58,6B-epoksiandrostan-17-on (14) icin 13C NMR spektrumu
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EK 11: 3B.7B-dihidroksi-5B,6B-epoksiandrostan-17-on (15) icin *H NMR spektrumu

3.1

T
33 32

G
OH
(1s)
3.6 3.5 34

HO
T
3.7

3.8

T
39

0.0

0.5

1.0

15

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

3.5

6.0

6.5

70

7.5

8.0

49



EK 12. 3B,7B-Dihidroksi-58,6B-epoksiandrostan-17-on (15) icin 13C NMR spektrumu
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EK 14: 3B,4B,7a-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (16) icin *H NMR spektrumu
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EK 15: 3B.4B.7a-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (16) icin 13C NMR spektrumu
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EK 17: 3B.4B,7B-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (17) icin *H NMR spektrumu
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EK 18: 3B.4B,7B-Trihidroksiandrost-5-en-17-on (17) icin 23C NMR spektrumu
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EK 20: 5a-Androstan-3,6,17-trion (18) icin *H NMR spektrumu
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EK 22: 6B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) icin *H NMR spektrumu
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EK 23: 6B-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) icin 13C NMR spektrumu

L

1
120

(19

|
140

160

I
180

T
200

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

220

61



EK 24: 6a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) icin *H NMR spektrumu
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EK 25: 6a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (20) icin 13C NMR spektrumu
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EK 26: 7a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (21) icin 1H NMR spektrumu
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EK 27: 7a-Hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (21) icin 13C NMR spektrumu
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