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PENICILLIUM HIRSUTUM KUFU ILE PREGNENOLON VE
DEHIDROEPIANDROSTERON BILESIKLERININ
BiYOTRANSFORMASYONU

OZET

Canlilarin yaratilmasi ve gelismesinde icerdikleri organizmalar i¢in aktif olarak rol
almayan dogal iirtinler genellikle daha iyi yasam kosullar1 saglar. Dogal tirtinler, diger
canlilar iizerindeki etkileri nedeniyle giderek daha fazla ilgi gormektedir. Bu
bilesiklerin ¢ok sayida olmasmna ve ¢ok farkli yapilara sahip olmasma ragmen,
biyosentezlerindeki bazi benzerlikler nedeniyle, genellikle terpenler, alkaloidler,
steroidler, fenolik bilesikler, 6zel karbohidratlar, 6zel peptitler, poliketitler, yag asitleri
ve yag asidi tiirevleri olarak smiflandirilirlar. Dogal bilesiklerin 6nemli bir kategorisi
steroidlerdir. En 6nemli ve iyi bilinen steroidlerden biri hem insanlarda hem de
hayvanlarda membranlarin akiskanligini kontrol eden kolesterol molekiiliidiir. D3
vitamini, safra asitleri ve steroidler gibi 6nemli rolleri olan bazi1 maddeler kolesterol
olarak baglar. Kolesterol tiirevi steroid hormonlar bes grupta smiflandirilir;
progestagenler (progestinler), 0&strojenler, androjenler, mineralokortikoidler ve
glukokortikoidler. Genellikle androjen olarak siniflandirilan dolasimdaki ana steroid,
dehidroepiandrosteron (DHEA) (9) gibi erkeklerde cinsel 6zellikleri tesvik eden
androjendir.

Biyotransformasyonlar, enzimlerin tipik substratlar1 olmayan maddeler iizerinde
calistiklar1 kimyasal reaksiyonlardir. Biyotransformasyonla ilgili enzimler c¢esitli
biyolojik sistemlerde veya serbest, sabit molekiiller olarak islev gorebilir.

Biyotransformasyonlarda kullanilan en sik biyolojik sistemler bakteriler, kiifler ve
mayalardir. Mikroorganizmalar, mevcut kimyasal sentez tekniklerine gore ¢cok sayida
faydas1 olan mikrobiyal Dbiyotransformasyonlar i¢in  kullanilabilir.  Bu
mikroorganizmalar uygun yiizeylere immobilize edilebilir veya mikrobiyal
biyotransformasyonlar1 gergeklestirmek i¢in serbestce kullanilabilir.

Yiiksek regioseciciligi ve stereosegiciligi sebebiyle kiif enzimlerinin, kiifler tarafindan
meydana gelen mikrobiyal steroid biyotransformasyonlarinda 6nemli ve islevsel
bilesiklerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calisma da DHEA (9) ve pregnenolon (3) bilesiklerinin Penicillium hirsitum MRC
500372 kiifti ile ayr1 ayr1 biyotransformasyonu gercgeklestirilmistir. Kiifiin gelismesi
icin besiyeri hazirlandiktan sonra erlenlere dagitilmistir. Steril etmek i¢in otoklav
kullanilmistir. P. hirsitum MRC 500372 kiifti steril erlenlere uygun sartlarda ekildikten
sonra 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Steril sartlarda erlenlerdeki kiiflere DHEA (9)
ve pregnenolon (3) ayr1 ayr1 ilave edilip 5 giin daha inkiibasyon islemi yapilmigtir.
Inkiibasyondan sonra steroidler besiyerinden filtre edilip etil asetat ile ekstrakte
edilmistir. Evaporatorde etil asetatin ugurulmasi ile elde edilen kalintidaki steroidlerin
saflastirilmasi i¢in kolon kromatografisinden faydalanilmistir.
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NMR, IR spektroskopisi ve erime noktalar1 tayini gibi yapi tayin yontemleri
kullanilarak P. hirsitum MRC 500372 ile DHEA (9) ve pregnenolon (3) substratlarinin
inkiibasyonundan sonra DHEA (9)’den androst-4-en-3,17-dion (5) ve pregnenolon
(3)’dan progesteron (2) metabolitleri ile sonuglandigi tespit edilmistir.



BIOTRANSFORMATION OF PREGNENOLONE AND
DEHYDROEPIANDROSTERONE COMPOUNDS BY THE MOLD
PENICILLIUM HIRSUTUM

SUMMARY

Natural products are substances that do not contribute to the growth and reproduction
of live creatures. Because of their impacts on other organisms, natural substances
benefit living things and attract more attention. Groups such as alkaloids, terpenoids,
peptides, steroids, polyketides, special amino acids, phenylpropanoids, fatty acids and
derivatives and special carbohydrates are commonly used to categorize natural
compounds.

Biotransformations are chemical changes that biological systems can perform on
xenobiotic substances. Biotransformations are carried out by enzyme-containing
biological systems and free or immobilized enzymes. Tissue cultures, cell cultures,
microsomes, organ cultures, microsomes, microbe spores and microorganisms are
often used as standard biological systems for biotransformations.

In living organisms, enzymes carry out nearly every reaction by reducing the activation
energy (EA). Enzymes reduce the time required for the reaction to achieve equilibrium,
but they are neither consumed nor affected by the processes nor alter the AG or the
state of equilibrium of the process. The International Union of Biochemistry has
reported about 3200 enzymes, with an estimated 25,000 enzymes in nature.

Because they are highly efficient catalysts, enzymes have certain benefits for their
users. For example, the reaction rates of enzymatic reactions can be increased 108-10'°
times, and in rare cases, this can even exceed 10'%.

Because they are highly efficient catalysts, enzymes have certain benefits for their
users. For example, the reaction rates of enzymatic reactions can be increased 108-
1010 times, and in rare cases, this can even exceed 1012. Since enzymes are
completely biodegradable and are composed of amino acids, they are acceptable for
the environment. While most other chemical reagents harm the environment, enzymes
generally work in moderate environments (pH 7, 30 °C and 1 atm). As a result, certain
problems such as isomerization, racemization, rearrangements and fragmentation are
reduced. Since enzymes are compatible with each other, they typically work in the
same or similar environments. As a result, many reactions can be performed in a single
flask using multienzyme systems. While most enzymes have a high substrate
tolerance, some are not limited to their intended function. These enzymes can accept
a wide variety of natural and artificial substances. Enzymes can catalyze many
different reactions, and practically any known reaction can be catalyzed by an enzyme.
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Enzymes are molecules with chemoselectivity, regioselectivity and enantioselectivity.
Because they are chemoselective, enzymes usually only affect a certain type of
functional group, leaving other functions unchanged. Enzymatic reactions, therefore,
typically have a cleaner quality. Thanks to their regioselectivity, enzymes can
discriminate between functional groups that occupy different chemical positions
within the same substrate molecule. The complex three-dimensional architecture of
enzymes may enable them to achieve this. As chiral catalysts derived from L-amino
acids, enzymes are enantioselective. Therefore, enzymes can recognize any chirality
on a substrate molecule. Both enantiomers in a racemic substrate can usually react at
different rates, resulting in a kinetic reaction, and a prochiral substrate can be
transformed into a chiral product.

However, there are also disadvantages to using enzymes. One type of enantiomer
found in nature is an enzyme. When the other kind of enantiomeric product is needed,
an enzyme with the opposite stereochemical selectivity is required. But this is often
not possible. Enzymes require special working conditions. Working in temperate
environments can be problematic, as high temperatures and acidic pH can inhibit some
enzymes. Water is the least optimal solvent for most organic processes due to its high
boiling point and evaporation heat; however, enzymes demonstrate the highest
catalytic activity in this solvent. In addition, most organic molecules are hardly soluble
in aqueous solutions. Therefore, switching an enzymatic process from an aqueous to
an organic medium is highly desirable. However, due to enzyme denaturation, this can
lead to a decrease in catalytic activity. The natural cofactors on which enzymes rely
are extremely important. Despite their extraordinary flexibility in accepting non-
natural substrates, enzymes rely almost entirely on their natural cofactors such as
NADH and NADPH. Unfortunately, because these molecules are relatively unstable,
too costly to be used at stoichiometric levels, and both are not feasible, they cannot be
substituted with more affordable synthetic counterparts. Enzymes are sensitive to
inhibition events. Substrate or product inhibition, which causes enzymes to stop
operating at increased substrate and/or product concentrations, can impact a wide
range of enzyme functions. In addition, some enzymes can trigger allergies. Enzymes
can cause allergic reactions, but this danger can be minimized by considering them as
chemicals and exercising caution when utilizing them.

Typically, biotransformations are carried out by whole, intact microorganisms or
isolated enzyme systems. It is estimated that about 300 isolated enzyme systems are
available for sale. Biotransformations often involve entire microorganisms since the
majority of the needed enzyme systems are bound to the membrane and hard to
remove. Bacteria, yeasts, molds, and microalgae are the four most common
microorganisms employed in biotransformations. Microorganisms use non-specific
enzyme systems to perform a variety of reactions on both natural and synthetic
substrates. Among these reactions, microbial hydroxylations are the most common and
preferred. The importance of this process was first recognized in 1952 when microbial
hydroxylation helped solve an important problem related to the synthesis of cortical
steroids. Due to the isolation of the position from other functional groups, the addition
of an oxygen function to C-11 was an extremely time-consuming, expensive and
challenging procedure. Rhizopus arrhizus effectively solved this problem by microbial
hydroxylation. Following microbial hydroxylation, microbial biotransformations
became prominent. Since then, various substrate groups, including steroids, have been
widely used for microbial biotransformations. Because of their high regioselectivity
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and stereoselectivity, microbial steroid biotransformations are widely used to
synthesize several key steroid hormones and medicines.

Many microbial steroid biotransformations have been described in recent years. Tons
of outstanding efforts are still being made to increase the efficiency of microbial
biotransformations and discover new, valuable microbes and reactions. Since the initial
description of microbial hydroxylation in 1952, various fungi have consistently been
one of the most studied whole-cell systems for biotransformation processes. Various
fungi have biotransformed numerous steroid species. Several intriguing results have
been obtained from these biotransformations, including microbial hydroxylations,
Baeyer-Villiger oxidations and Sa-reduction.

In this study, DHEA (9) and pregnenolone (3) compounds were biotransformed
separately by Penicillium hirsitum MRC 500372 mold. After preparing the medium
for the growth of the mold, it was dispensed into flasks. An autoclave was used for
sterilization. P. hirsitum MRC 500372 mold was inoculated in sterile flasks under
appropriate conditions and incubated for 3 days. DHEA (9) and pregnenolone (3) were
added separately to the molds in the sterile flasks and incubated for another 5 days.
After incubation, steroids were filtered from the medium and extracted with ethyl
acetate. The residue obtained by evaporation of the ethyl acetate in an evaporator was
subjected to column chromatography to purify steroids. Using structural methods such
as NMR, IR spectroscopy and melting point determination, incubation of DHEA (9)
and pregnenolone (3) substrates with P. hirsitum MRC 500372 resulted in metabolites
of androst-4-en-3,17-dione (5) from DHEA (9) and progesterone (2) from
pregnenolone (3).
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1. GIRIS

Canlilarin biiylimesi ve gelismesi i¢in direkt olarak etkisi olan ve olmayan ¢ok ¢esitli
organik bilesikler bulunmaktadir. Yasamsal olarak dogrudan etkisi olan organik
bilesikler primer metabolitler, direkt etkisi olmayan organik bilesiklere sekonder
metabolitler olarak isimlendirilir. Primer metabolitlere niikleotitler, steroidler, amino

asitler ve organik asitler 6rnek olarak verilebilir [1].

Biyokimya, canli organizmanmm hem biyolojik hem de kimyasal siireclerinin
incelenmesi ile ilgilidir. Biyokimya 3 alana ayrilabilir; yapisal biyoloji, enzimoloji ve
metabolizma. Bu {i¢ baslik canli siireclerin arastirilmasini ve gelistirilmesine olanak
saglamistir. Biyokimya, canli hiicrelerdeki molekiillerin ve hiicrelerin birbiri arasinda
gerceklesen siireclerin kimyasal temelini anlamaya ve tespit edilmesine olanak saglar;
bu sebeple dokularin, organ ve organizma yapisini, fonksiyonun incelenebilmesine ve

anlasilmasina katk1 saglar.

Biyokimyanin biiyiik bir kismi, yasamin ortaya ¢ikmasimi saglayan ve yasamla ilgili
bircok islevi yerine getiren proteinler, niikleik asitler, karbohidratlar ve lipitler gibi
biyolojik makromolekiillerin yapisi, isleyisi ve caligmalariyla ilgilenir. Metabolizma,
hiicrelerin kimyasal maddeler yoluyla enerji kullanan mekanizmasidir. Biyokimyanin
tipta, beslenmede ve tarimda 6nemli uygulamalar1 vardir. Tip alaninda hastaliklarin
nedenleri ve tedavileri biyokimyacilarin inceleme alanlarindandir. Beslenme alaninda
tiikketicinin nasil saglikli kalinacagini ve besin eksikliklerinin olup olmadigini arastirir.
Tarimda biyokimyacilar toprak ve giibreler {izerinde ¢alisir ve bitki mahsulleri, mahsul

depolamay1 ve hagere kontrol sistemlerinin siire¢leri lizerine ¢aligirlar [2].

Steroidler, dogada ¢ok cesitli bulunan dogal bilesiklerin olusturdugu {iriin smnifidir.
Steroidlerin iglevleri biyolojik aktivite ¢esitliligi, insanlarda tireme sisteminin kontrolii
ve gelistirilmesi, suda yasamakta olan mantarlarin iremesinin uyarilmasi, yar1 sentetik
Ostrojen ve progestin ajanlari, androjen (anabolik ajan) gibi ¢ok ¢esitli iyilestirme,

tedavi etme uygulamalarda destek olmaktadir.



Steroidlerin isimlendirilmesi bitisik yan zincir karbon atom dongiisiine dayanmaktadir.

Karbonlar numaralandirilmis olarak ve halkalarda harflerle gdsterilmektedir [3].
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Sekil 1.1. Genel Steroid Yapisi.

Steroidler hidrokarbon zincirinin ve islevsel bir grubun olmasiyla karakterize edilmis
organik bilesik smifidir. Insan viicudunda dogal olarak iiretilebilmekte ve hormon
diizenlenmesi, metabolizma ve bagisiklik gibi bir¢ok fizyolojik siireclerin i¢inde
onemli katkilar saglamaktadir. Dogal olarak iiretilebildigi gibi yapay olarak da
sentezlenebilmektedir. Yapay olarak tip, kozmetik, spor performans arttirici gibi bir¢ok

uygulama alaninda kullanilabilmektedir. Cesitli steroidlere 6rnek vermek gerekirse:

Sac steroidleri: Insan sagmnda tespit edilen ve anabolik steroidlerin kullanimimin

tespiti i¢in biyobelirteg olarak kullanilan steroidlerdir [4].

Yumusak mercan steroidleri: Bunlar deniz hayvanlar1 olan yumusak mercanlar
tarafindan tretilen steroid smifidir. Antitimor, solunum analeptik 6zellikleri dahil

olmak tizere bir dizi farmakolojik aktivite sergiledikleri bulunmustur [5].

Tiiy steroidleri: Kus tiliylerinden tespit edilen beslenme stresleri ve cevresel
degiskenlik acisindan biyobelirte¢ olarak kullanilan steroidlerdir. Kortikosteron,

beslenme stresinin farkl tiiy tiirlerinde en gilivenilir steroid biyobelirtecidir [6].

Anabolik-androjenik steroidler: Bunlar birincil erkek cinsiyet hormonu olan
testosteronun sentetik tiirevleridir. Kas gelisimini arttrmak i¢in kullanilirlar.
Kullanim1 1ile 1ilgili kardiyovaskiiler problemler, karaciger hasari, davranig
degisiklikleri gibi olusabilecek yan etki risklerinden dolay1 tartismali durumdadir [7,
8].

Kardiyovaskiiler steroidler: Lipid metabolizma bozukluklari, hipertansiyon,

pihtilasma bozukluklar1 dahil olmak {izere kardiyovaskiiler sonuclarla iligkili



steroidlerdir. Anabolik steroidlerin kullanim artiglarindan kardiyovaskiiler hastalik

riskleriyle iligkilendirilmistir [9].

Steroid hormonlarin biyosentezi i¢cin baslangi¢c maddesi kolesterol (1)’diir. Kolesterol
(1), adrenal bez ve gonadlarda (yumurtalik ve testisler) bulunan sitokrom P4so enzim
sistemleri tarafindan metabolize edilir [10, 11]. Ilk adim, kolesteroliin (1) mitokondri
icine taginmasidir. Bu islem StAR (steroidojenik akut regiilator protein) tarafindan
yuritiliir. Daha sonra, sitokrom P4so scc (yan zincir kesme) enzimi kolesterolii (1)
pregnenolon'a (3) doniistiiriir. Pregnenolon (3), tiim steroid hormonlarin ortak
onciistidiir [11]. Pregnenolon (3), daha sonra ¢esitli enzim reaksiyonlar1 ile diger
steroid hormonlara (glukokortikoidler, mineralokortikoidler, androjenler, dstrojenler,
progestinler) dontistiiriiliir. Bu reaksiyonlar mitokondri ve endoplazmik retikulumda
gergeklesir [11]. Sonug olarak, steroid hormonlarin biyosentezi kolesterolden baslayip,
cesitli enzim reaksiyonlar1 ile farkli steroid hormonlarin sentezine kadar devam eden

karmasik bir siirectir [10, 11].

Kolesterol (1), kan dolasimindaki yaglar arasinda ve viicuttaki tiim hiicrelerde bulunan
mumsu bir maddedir. Kolesterol, viicudun hiicre zarlarmin, diger viicut dokularinin ve

baz1 hormonlari normal olusumu i¢in gereklidir [12].

HO 1
Sekil 1.2. Kolesteroliin Yapisi.

Steroid hormonlar kolesterol (1) tiirevleridir. Kolesterol (1)'in yan zinciri
c¢ikarildiginda pregnenolon (3)'a doniisiir. Progesteron (2), pregnenolon (3)'den iki ayr1
reaksiyonla sentezlenir. Androjenlerin pregnenolon (3) lizerinden biyosentezi iki farkl

yolla gergeklesir (Sekil 1.3.), A* yolu ve A3 yolu [13].

A* yolu androjen biyosentezinde ana yoldur. A* yolu ile kolesterol (1) bilesiginde yan
zincirin kisalmasiyla meydana gelen pregnenolon (3), progesteron (2) araciligiyla 17a-

hidroksiprogesteron (4)'e donistiiriiliir. 17a-Hidroksiprogesteron (4) yan zincirinin



uzaklagtirilmasi sonucunda androstenedion olarak da bilinen androst-4-en-3,17-dion
(5) sentezlenir. C-17'de androst-4-en-3,17-dion (5) indirgendiginde, aktif bir androjen
olarak bilinen testosteron (6) sentezlenir. Sa-rediiktaz enzimi tarafindan testosteron

(6), dihidrotestosteron (7)'a doniistiiriilebilir [10, 13, 14].

A°>  yolunda, kolesterol (1)den meydana gelen pregnenolon (2), 17a-
hidroksipregnenolon (8) araciligtyla dehidroepiandrosteron (9) olarak da bilinen
DHEA (9) dontstiiriilii. DHEA (9) ayrica androst-4-en-3,17-dion (5) araciliiyla
testosterona (6) doniistiiriilebilir. Androjenlerin biyosentezinde A* yolu ve A®
yollarmin son iriini Sekil 1.3'te goriildiigii gibi androst-4-en-3,17-dion (5)'dur.
Androst-4-en-3,17-dion (5), ayn1 zamanda estron (10) ve estriol (11) gibi dstrojenlerin
de baslangi¢c maddesidir. Bir diger 0strojen olan estradiol (12) ise testosteron (6)'dan
sentezlenir [10, 13, 14]. Bir 3B-hidroksi-5-en steroid olan DHEA (9), androjenlerin ve
ostrojenlerin onciisiidiir [15]. Hormon seviyesi erken yetiskinlik doneminde zirve
yapar ve ardindan 70-80 vyaslarinda diismeye baslar [16]. DHEA (9) ¢ogu
dehidroepiandrosteron siilfata doniistiiriiliir, depolanir ve plazmadaki uzun yar1 6mrii
nedeniyle ihtiya¢ duyuldugunda belirli hormonlara doniistiiriilir. Onemli bir
farmasotik steroid tiirlii olarak, cesitli yerlerdeki hidroksilasyon cesitli biyolojik
eylemler sergiler. Ornegin, C-11o'daki hidroksilasyon anti-enflamatuar etkiler igin
gerekliyken, C-9a ve C-160'daki hidroksilasyonlar glukokortikoid biyoaktiviteleri igin
gereklidir [17].
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Sekil 1.3. Androjenlerin ve dstrojenlerin biyosentezi [10, 13].






2. PENICILLIUM TURLERI iLE DHEA VE PREGNENOLON
BiYOTRANSFORMASYONLARI

2.1. Biyotransformasyon

Biyotransformasyon, mikroorganizmalar tarafindan organik bilesiklerin enzimatik
olarak doniistiiriilmesi siirecidir. Bu sliregte, mikroorganizmalarin iirettigi enzimler,
organik bilesiklerin kimyasal yapisini degistirerek yeni metabolitler olusturur.
Biyotransformasyon, ¢evre kirliliginin giderilmesinde, ilaglarin metabolizmasinda ve

cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilir [18].

Biyotransformasyonun nasil ¢alistigina dair detayli bilgi, farkli mikroorganizmalarin
farklh kosullar altinda organik bilesiklerin biyotransformasyon kinetigini belirlemek
icin yapilan calismalardan elde edilir. Ornegin, Pseudomonas sp. BIOMIG1 adl
bakterinin benzalkonyum kloriirlerin biyotransformasyon kinetigini belirlemek i¢in
yapilan bir ¢alismada, bu bakterinin benzalkonyum kloriirleri 1.4 mg/L saat hizinda
giderebildigi ve bunlar1 amonyak ve karbon dioksite doniistiirdiigii tespit edilmistir.
Ayrica, bu c¢alismada, bakteri yogunlugu, sicaklik ve diger Kkosullarin

biyotransformasyon kinetigine etkisi incelenmistir [19].

Biyotransformasyon, = mikroorganizmalarin  iirettiZi ~ enzimler  araciligiyla
gergeklestirilir. Bu enzimler, organik bilesiklerin kimyasal yapisini degistirerek yeni
metabolitler olusturur. Ornegin, bir calismada, matrin ve oksimatrin bilesiklerinin
mikrobiyal transformasyonu ve metabolitlerinin in vitro biyolojik aktivitelerinin
incelenmesi hedeflenmistir. Bu ¢alismada, farkli mikroorganizmalari bu bilesiklerin

biyotransformasyonunu gergeklestirdigi ve yeni metabolitler olusturdugu tespit

edilmistir [20].

Sonug olarak, biyotransformasyon, mikroorganizmalarn iirettigi enzimler araciligiyla
organik bilesiklerin kimyasal yapisini degistirerek yeni metabolitler olusturan bir
stirectir. Bu siireg, ¢evre kirliliginin giderilmesinde, ilaclarin metabolizmasinda ve

cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilir [20].



2.2. Mikrobiyal Biyotransformasyon

Mikrobiyal biyotransformasyon, yani mikroorganizmalarin biyolojik maddelerin
kimyasal yapisini degistirmesi, ¢esitli biyolojik ve kimyasal stireclerin bir sonucudur.
Bu doniisiim, mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerinin bir sonucu olarak,
substratlarin kimyasal yapisini1 degistirerek yeni maddelerin olusturulmasina yardimci
olur. Mikrobiyal biyotransformasyon, biyoteknolojik uygulamalarda ve c¢evre

kirliliginin giderilmesinde 6nemli bir rol oynar [19].

Mikrobiyal biyotransformasyon, farkli mikroorganizmalarm farkli biyolojik
maddelerin  biyotransformasyonunu gergeklestirmelerine izin verir. Ornegin,
Pseudomonas  aeruginosa,  Escherichia  coli,  Streptococcus  epidermidis,
Staphylococcus — aureus, Helicobacter pylori, ve Candida albicans gibi
mikroorganizmalar, antimikrobiyal aktiviteye sahip maddelerin
biyotransformasyonunu gergeklestirebilir. Bu mikroorganizmalar, antimikrobiyal
maddelerin biyotransformasyonunu gerceklestirmek icin farkli biyolojik yollar

kullanirlar [21].

Mikrobiyal biyotransformasyon, ayrica biyoteknolojik uygulamalarda da kullanilir.
Ornegin, mikroorganizmalar, biyolojik maddelerin  biyotransformasyonunu
gergeklestirmek i¢in  kullanilir. Bu, biyolojik maddelerin kimyasal yapisini
degistirerek yeni maddelerin olusturulmasma yardimci olur. Mikrobiyal
biyotransformasyon, biyoteknolojik uygulamalarda onemli bir rol oynar, c¢linkii
mikroorganizmalar, biyolojik maddelerin biyotransformasyonunu gerceklestirmek

icin farkli biyolojik yollar1 kullanirlar [22-24].

Sonug¢ olarak, mikrobiyal biyotransformasyon, mikroorganizmalarim biyolojik
maddelerin kimyasal yapisin1 degistirmesi siirecidir. Bu siire¢, mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerinin bir sonucudur ve biyoteknolojik uygulamalarda ve gevre

kirliliginin giderinde 6nemli bir rol oynar [25, 26].

2.3. Enzimler

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin kimyasal reaksiyonlarmi kontrol etmek ve
optimize etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Enzimler, biyotransformasyon

tekniklerinde 6nemli bir rol oynayan biyolojik molekiillerdir [27]. Enzimler, kimyasal



reaksiyonlarin1 katalizlemek i¢in kullanilan biyolojik molekiillerdir ve genellikle

proteinler olarak smiflandirilirlar.

Enzimler, biyotransformasyon tekniklerinde kullanildiginda, kimyasal reaksiyonlarini
hizlandirmak, segicilik saglamak ve reaksiyon iriinlerinin kalitesini artrmak igin
kullanilir. Enzimler, biyotransformasyon tekniklerinde kullanildiginda, asagidaki

avantajlar sunar:

Secicilik: Enzimler, kimyasal reaksiyonlarin1 sec¢ici bir sekilde katalizlemek i¢in
kullanilir. Bu, reaksiyon iriinlerinin kalitesini artirmak ve istenmeyen {iriinlerin

olusumunu azaltmak i¢in kullanilir.

Hiz: Enzimler, kimyasal reaksiyonlarmi hizlandirmak i¢in kullanilir. Bu, reaksiyon

stirelerini azaltir ve Uriinlerin daha hizli elde edilmesini saglar.

Kalite: Enzimler, reaksiyon iirlinlerinin kalitesini artrmak i¢in kullanilir. Bu,

iirlinlerin daha ytiksek kalitesini ve daha az istenmeyen lriinlerin olusumunu saglar.

Cevre dostu: Enzimler, biyotransformasyon tekniklerinde kullanildiginda, cevre
dostu bir alternatif sunar. Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in kullanilir

ve genellikle kimyasal maddelerin kullanilmamasini saglar [28].
Biyotransformasyon tekniklerinde enzimler, asagidaki alanlarda kullanildigi igin
onemlidir:

Farmasotik: Enzimler, ilaclarin iiretiminde kullanildigi i¢in 6nemlidir. Enzimler,
kimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in kullanilir ve ilaglarmn kalitesini artirmak igin

kullanilir.

Gida: Enzimler, gida iiretiminde kullanildig1 i¢in 6nemlidir. Enzimler, kimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in kullanilir ve gida iirlinlerinin kalitesini artirmak icin

kullanilir.
Kozmetik: Enzimler, kozmetik {iriinlerinin tiretiminde kullanildig: i¢in 6nemlidir.

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek i¢in kullanilir ve kozmetik {iriinlerinin

kalitesini artirmak i¢in kullanilir [29].

Sonug olarak, enzimler biyotransformasyon tekniklerinde onemli bir rol oynar ve

kimyasal reaksiyonlar1 katalizlemek icin kullanilir. Enzimler, biyotransformasyon



tekniklerinde kullanildiginda, segicilik, hiz, kalite ve ¢evre duyarliligi avantajlari sunar

[29, 30].

2.4. Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyon teknikleri, biyolojik sistemlerin kimyasal, fizyolojik veya
biyokimyasal siireglerini degistirme veya kontrol etme amaciyla kullanilan
yontemlerdir. Bu teknikler, biyolojik sistemlerin islevlerini degistirerek, yeni iirtinler
olusturmak, hastalik tedavisi veya cevre kirliligini azaltmak gibi amaclar igin

kullanilir.

Biyotransformasyon teknikleri arasinda, genetik miihendisligi, biyoteknoloji,
biyokimya ve mikrobiyoloji gibi alanlarda gelistirilen yontemler bulunur. Bazi

ornekler sunlardir:

Genetik Miihendisligi: Genetik miihendisligi, biyolojik sistemlerin genetik yapisini
degistirme amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, genetik olarak degistirilmis

organizmalar olusturmak i¢in kullanilir.

Biyoteknoloji: Biyoteknoloji, biyolojik sistemlerin kimyasal, fizyolojik veya
biyokimyasal siireclerini degistirme amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu teknik,
biyolojik sistemlerin islevlerini degistirerek, yeni liriinler olusturmak i¢in kullanilir

[31].

Biyokimya: Biyokimya, biyolojik sistemlerin kimyasal siire¢lerini degistirme
amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, biyolojik sistemlerin kimyasal yapisini

degistirerek, yeni tirlinler olusturmak i¢in kullanilir.

Bu teknikler, biyotransformasyon alanina katkida bulunarak, biyolojik sistemlerin

kimyasal, fizyolojik veya biyokimyasal siireclerini degistirme amaciyla kullanilir [ 18].

2.5. Kiifler ile Steroid Biyotransformasyonu

Steroidlerin  biyotransformasyon  reaksiyonlar1  yiiksek  regiose¢iciligi  ve
stereoseciciligi sebebiyle, hormonlar ve ilaglar gibi fonksiyonel bilesiklerin liretiminde
yaygm olarak kullanilirlar. Bu durum, Murray ve Peterson' 1952 yilinda bir Rhizopus
tirii tarafindan progesteronun 1lo-hidroksilasyonunun tanimlanmasi iizerine
yaptiklar1 ¢alismadan sonra kesfedilmistir. O zamandan beri, steroidlerin mikrobiyal

biyotransformasyonunun ila¢ ve hormon iiretimindeki 6nemi gosterilmistir [32, 33].
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Hali hazirda mikrobiyal biyotransformasyonun etkinligini arttirmak, kullanim alani
olarak yeni reaksiyonlar1 ve mikroorganizmalar1 tanimlamak ve istenen yapisal
doniisiimii gergeklestirebilecek mikroorganizmalari izole etmek i¢in ¢aligmalar devam

etmektedir [33, 34].

Mikrobiyal steroid biyotransformasyonu birgok farkli kiif ile yapilmistir. Bu yapilan
caligmalar ile Baeyer-Villiger oksidasyonlari, A halkasinin aromatizasyonu,
mikrobiyal hidroksilasyonlar, hidroksil gruplarinin oksidasyonu, yan zincirlerin
uzaklastirilmasi, mikrobiyal hidrojenasyonlar ve dehidrojenasyonlar, keton

gruplarmin indirgenmesi gibi farkli reaksiyonlarla sonu¢lanmistir [32-37].

2.6. Kiiflerle DHEA (9) ve Pregnenolon (3) Biyotransformasyon Calismalar

P lilacinum AM111 [38] ve P. vinaceum AM110 [39] kiiltiirlerinin DHEA (9)’nin
inkiibasyonundan sonra, izole edilen 33-hidroksi-17a-oksa-d-homo-androst-5-en-17-

on (13) doniistiigii tespit edilmistir (Sekil 2.1.).

0]
O (0]
—
HO
9 HO

13

Sekil 2.1. P lilacinum AMI111 ve P vinaceum AMI110 tarafindan DHEA (9)
biyotransformasyonu [38, 39].

P. camemberti AMS83 [40] ve P. simplicissimum WY 134-2 [41] kiiltiirlerinin DHEA
(9) 'nin inkiibasyonundan sonra testololakton (14) ve 3B-hidroksil 7a-oksa-d-homo-

androst-5-en-17-on (13) doniistiigii tespit edilmistir (Sekil 2.2.).

0
0.0 0.0
—
HO . HO ” 0 14

Sekil 2.2. P camemberti AM83 ve P. simplicissimum tarafindan DHEA (9)'nin
biyotransformasyonlari [40, 41].

11



Alina Swizdor, P. lanosocoeruleum KCH 3012 ile yaptig1 caligmada substrat DHEA
(9)'nin 17a-oxa-d-homo-androst-4-en-3,17-dion (15)'e doniistiiglinii bulmustur (Sekil
2.3.) [42].

(o}
(o] o
—_—
HO
(o}

15

Sekil 2.3. P. lanosocoeruleum KCH 3012 tarafindan biyotransformasyonu [42].

P griseopurpureum kiiltliriinin DHEA (9) ile inkiibasyonundan 17a-oxa-d-homo-
androst-4-en-3,17-dion (15), androst-4-en-3,17-dion (5), 15a-hidroksi-17a-oxa-d-
homo-androst -4-en-3,17-dion (17), 14a-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (18), 15a-
hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (16), 7o-hidroksiandrost-4-en-3,17-dion (19) izole
edilmistir (Sekil 2.4.) [43].

AE R

16

e

17 18 19

HO

Sekil 2.4. P. griseopurpureum tarafindan DHEA (9)'nin biyotransformasyonlar1 [43].

P. glabrum kiiltiirtintin DHEA (9) ile inkiibasyonundan 3f-hidroksi-17a-oxa-d-homo-
Sa-androstan-17-on (20), androst-4-en- 3,17-dion (5), 17a-oxa-d-homo-androst-4-en-
3,17-dion (15) ve 3pB-hidroksi-17a-oxa-d-homo-androst-5-en-17-on (13) izole
edilmistir (Sekil 2.5.) [43].

12
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Sekil 2.5. P glabrum taratindan DHEA (9)'nin biyotransformasyonlar1 [43].
P. chrysogenum KCh S4 [44] ve P. citreo-viride A.C.C.C. 0402 [45] kiiltiirleri ile

DHEA (9) 'nin inkiibasyonundan sonra 17a-o0xa-d-homo- androst-4-en-3,17-dion (15)
ve androst-4-en-3,17-dion (5) izole edilmistir (Sekil 2.6.).

0 O
/Céjlig J/iigj:é J/iigiojro
HO (@) (@)

9 5 14

Sekil 2.6. P. chrysogenum KCh S4 ve P. P. citreo-viride A.C.C.C. 0402 tarafindan
DHEA (9)'nin biyotransformasyonlar1 [44, 45].

P. commune KCh W7 kiiltiiriinin DHEA (9) ile inkiibasyonundan 3f-hidroksi-17a-
oksa-dhomo-androst-5-en-17-on (13) ve androst-4-en-3,17-dion (5), 17a-oxa-d-
homo- androst-4-en-3,17-dion (15) izole edilmistir (Sekil 2.7.) [44].

o]
5 15
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9

HO

13

Sekil 2.7. P commune KCh W7 tarafindan DHEA (9)'nin biyotransformasyonu [44].
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Pregnenolonun (3) P. lilacinum AMI11 kiiltiirii ile ti¢ glinliik doniisiimiinden sonra
asagidaki bilesenler izole edilmistir: DHEA (9), progesteron (2), 3B-hidroksi-17a-
oksa-d-homo-androst-5-en-17-on (13), androst-4-en-3,17-dion (5) ve testololakton

(14) (Sekil 2.8). Ug giinden daha uzun inkiibasyon siiresi i¢in doniisiim oraninda artis

O
(ﬁf }:0:50
o) HO HO
13
9
—
(0] (¢
3
0 0 0
2 5 14

Sekil 2.8. P lilacinum AMI111 tarafindan pregnenolonun (3) biyotransformasyonu
[38].

gozlenmemistir [38].

HO

P. camemberti AMS3 Kkiiltiirii ile pregnenolonun (3) 24 saatlik doniisiimiinden sonra su
bilesikler izole edilmistir: testololakton (14) ve 3pB-hidroksi-17a-oksa-d-homo-
androst-5-en-17-on (13) [40].

O
0_.0 0..0
—>
HO HO O
3 13 14

Sekil 2.9. P camemberti AM83 tarafindan pregnenolonun (3) biyotransformasyonu
[40].

P. vinaceum AM110 kiiltiirii ile pregnenolonun (3) doniisiimiinden sonra asagidaki

bilesik izole edilmistir: 3B-hidroksi-17a-oksa-d-homo-androst-5-en-17-on (13) [46].
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3 13

Sekil 2.10. P. vinaceum AM110 tarafindan pregnenolonun (3) biyotransformasyonu
[46].

P. lanosocoeruleum Xkiiltiiri ile pregnenolonun (3) doniistimiinden sonra asagidaki

bilesik izole edilmistir: testololakton (14) [47].

HO °©
3 14

Sekil 2.11. P lanosocoeruleum tarafindan pregnenolonun (3) biyotransformasyonu
[47].
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3. METARYEL VE METOD

3.1. Genel Bilgiler

Biyotransformasyon ¢alismasinda, besiyerini ve sarf malzemeleri sterilize etmek i¢in
Niive marka 40 L model otoklav kullanilmistir. Otoklav 20 dakika boyunca 121 °C'ye
ayarlanmistir. Biyotransformasyon deneyinin kiif tazelemesi ve inkiibasyonlar1 i¢in
Nucleon (Class II) Tip biyolojik giivenlik kabini kullanilmistir. Kiif gelisimi ve
biyotransformasyon g¢aligmalar1 Gerhardt 500 thermoshake ¢alkalamali inkiibatorde
gerceklestirilmistir. Perkin Elmer SpectrumTwo spektrometresi kullanilarak IR
spektrumlar elde edilmistir. '"H NMR spektrumlar1 igin Varian Mercury 300 NMR
spektrometresi 300 MHz'de cahstirilarak kullamlmustir. I¢ sinyal icin tetrametilsilan
standard1 ve ¢oziicii solvent olarak dotorokloroform tercih edilmistir. '*C NMR
spektrumlar1 i¢in ¢6ziicii solvent olarak dotorokloroform kullanilip Varian Mercury

300 NMR spektrometresi 75 MHz'de c¢alistirilmistir.

Kolon kromatografisi ve biyotransformasyon deneyi c¢alismasinin ardindan ince
tabaka kromatografisi (ITK) testleri gergeklestirilmistir. ITK testleri etil asetat-hekzan
(1:1) c¢oziici sistemi ve kalmlhigi 0,25 mm olan silika jel kullanilarak
gerceklestirilmistir. ITK tabakalarindaki steroidler p-anisaldehit-siilfiirik asit ayiricina
daldirilarak ve 120°C'de ii¢ dakika 1sitilarak gézlemlenebilir hale getirilmistir. Erime
noktasin1 belirlemek i¢in Electrothermal IA 9200 erime noktasi dedektorii

kullanilmustir.

3.2. Yatik Agar Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyeri, 1,2 g agar ve 5,85 g patates dekstroz agarm (PDA) 150 mL distile suda
kaynatilmasiyla hazirlanmistir. On adet 6l¢tisii 22 mL'lik patolojik cam tiipiin yarisina
sogutulmadan eklendikten sonra 121°C'de yirmi dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Bu tiiplerdeki erimis besiyeri donmadan hemen Once takriben 45 derece gelecek

sekildeki sogutmaya birakildiktan sonra yatik agar besiyeri hazirlanmistir.



3.3. Kiif Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Tazelenmesi

Stok kiif kiiltiiriindeki kiif steril kosullar altinda yatik agar besiyerinden 3 tanesine
aktarilarak oda sicakliginda 15 giin boyunca ¢ogalmaya birakilmistir. Steril kosullar
altinda, yeni olusturulan yatik agar kiiltiirlerinden en gelismis kiifler her iki haftada bir
taze yatik agar besiyerlerine aktarilmistir. Biyotransformasyon deneyinde, bu prosediir

iki kez tekrarlandiktan sonra iiretilen en yeni ve en hizli biiyiiyen kiif kullanilmistir.

3.4. Kiif Besiyerinin Hazirlanisi

P. hirsitum kiifliniin besiyeri, glikoz (30 g) ve peptonun (10 g) 1 L distile suda ¢oziiliip

karigtirilmasiyla hazirlanmistir.

3.5. Biyotransformasyon Deneyi

P hirsitum besiyeri her biri 100 mL besiyeri igeren on ayr1 250 mL'lik erlene
bolistiiriilmiis ve otoklavda sterilize edilmistir. Bu erlenler steril kosullar altinda P.
hirsitum kifi ile inokiile edilmis ve daha sonra 25 °C'de 150 rpm'de ¢alisan
calkalamali inkiibatorde ii¢ giin boyunca kiiltiirlenmistir. Inkiibasyondan sonra, ilgili
substrat (0,5 g) steril kosullar altinda DMF (10 mL) i¢inde ¢6ziildiikten sonra ayr1 ayri
on erlene esit miktarlarda aktarilmistir. Erlenler daha sonra bes giin daha 25°C'de

tutulmustur.

Yapilan biyotransformasyon calismasinin dogrulugunu belirlemek icin bir kontrol
erleni kullanilmistir. Baslangigta, calismada kullanilacak kiifii igermeyen steril olan
besiyeri kontrol erleni kullanilmis; erlene sadece substrat eklenmistir. Kontrol
erleninde, biyotransformasyon ¢alismasinin her adimi ayni sekilde tamamlanmistir. Bu
adimlarin  ardindan kontrol erleninden ITK alindiginda hicbir metabolit
goriilmediginden biyotransformasyon c¢aligmasinin mesru ve bilimsel nitelikte

oldugunu gostermistir.

3.6. Metabolitlerin Saflastirnimasi ve Yapilarinin Tayini

Inkiibasyondan sonra, iginde kiif kiiltiirii olan besiyerleri filtrasyon islemiyle
misellerinden stiziilerek filtrat olarak ayristirilmistir. Daha sonra miselleri yikamak
icin 500 mL etil asetat kullamilmustir. Ug kez, filtrattaki steroidler 1 L etil asetat

kullanilarak ekstrakta edilmistir. Ekstraktlardaki olas1 su i¢erigini ortadan kaldirmak
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icin susuz sodyum siilfat eklenmistir. Evaporatdrden ¢oziicii uzaklastirildiktan sonra
kahverengi sakizimsi bir madde ortaya ¢ikmistir. Bu kahverengi sakizims1 madde daha

sonra ITK incelemesinde substrat ile karsilastirilmastr.

Biyotransformasyon c¢alismasinda substrat ve iiretilen kahverengi sakizims1 maddeyi
karsilastirarak ITK incelemesi yapilmstir. Elde edilen kahverengi sakizims1 maddenin
icerisindeki steroidleri ayrigtirmak i¢in adsorban olan silika jel 60 (Merck 107734,
230-400 mesh) kullanilmastur.

Bu maddeler, n-hekzanin artan etil asetat konsantrasyonu ile eliie edilmesiyle kolondan

ekstrakte edilmistir.

Ayrilan steroidlerin yapilary, olusan her bir metabolitin IR spektrumlari, erime

noktalar1 ve NMR baslangi¢c maddeleri ile karsilastirilarak belirlenmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

Bu calismada DHEA (9) ve pregnenolon (3) bilesiklerinin P. Airsitum MRC 500372
izolat1 ile her biri 5 giin sliren biyotransformasyonlar1 ayr1 ayr1 gerceklestirildi. DHEA

(9) ve pregnenolon (3) (Sekil 4.1) bilesiklerinin karbon iskeletleri asagida verilmistir.

DHEA Pregnenolon

Sekil 4.1. Substratlara ait karbon iskeletleri.

Dehidroepiandrosteron (9) bilesiginin Penicillium hirsitum MRC 500372 ile
inkiibasyonundan kahverengi sakizimsi bir karisim (1785 mg) elde edildi. Bu karigim
ile yapilan kolon kromatografisi ¢alismasi1 sonucunda degisime ugramayan baslangic

maddesi (205 mg) ile androst-4-en-3,17-dion (5) bilesigi olustu (Sekil 4.2.).

@ O

HO O
9 5

Sekil 4.2. DHEA (9) bilesiginin Penicillium hirsitum MRC 500372 ile inkiibasyonu.

Androst-4-en-3,17-dion (5) (44%, 219 mg).
Erime noktasi: 168-169 °C, lit., 171-172 °C [48].

IR (Vmay/em™) : 1735 ve 1670."H NMR (300 MHz, CDCls): 0.91 (3H, s, 18-H), 1.21
(3H, s, 19-H), 5.75 (1H, s, 4-H).

3C NMR (75 MHz, CDCl;): Bakmz Tablo 4.1.



Pregnenolon (3) bilesiginin Penicillium hirsitum MRC 500372 ile inkiibasyonundan
kahverengi sakizimsi bir karisim (1832 mg) elde edildi. Bu karisim ile yapilan kolon
kromatografisi ¢alismasi sonucunda degisime ugramayan baslangic maddesi (243 mg)

ile progesteron (2) bilesigi elde edildi (Sekil 4.3.).

O

HO O
3 2

Sekil 4.3. Pregnenolon (3) bilesiginin Penicillium hirsitum MRC 500372 ile
inkiibasyonu

Progesteron (2) (35%, 174 mg).
Erime noktasi: 129-130 °C, lit., 131-133 °C [49].
IR (Vimax/cm’™) : 2920, 1700 ve 1665.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 0.68 (3H, s, 18-H), 1.21 (3H, s, 19-H), 2.14 (3H, s, 21-
H), 2.54 (1H, t, J= 8.5 Hz, 170-H), 5.75 (1H, s, 4-H).

13C NMR (75 MHz, CDCl;): Bakimiz Tablo 4.1.
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Tablo 4.1. Steroidlere ait '*C NMR kimyasal kayma bilgileri.

C 9) 5) (3) (2)
atomu

1 37.11 35.61 37.22 35.46
2 31.47 33.75 31.54 33.72
3 71.48 199.25 71.67 199.18
4 42.11 123.98 42.20 123.66
5 140.98  170.36  140.72  170.80
6 120.83 32.44 121.38 32.55
7 31.35 31.17 31.73 31.65
8 31.41 35.03 31.81 35.28
9 50.13 53.70 49.93 53.38
10 36.56 38.53 36.48 38.34
11 20.29 20.19 21.05 20.78
12 30.71 30.78 38.80 38.40
13 47.49 47.38 43.98 43.68
14 51.67 50.72 56.88 55.76
15 21.82 21.61 22.77 24.13
16 35.80 35.72 24.46 22.57
17 22130  220.26 63.68 63.23
18 13.48 13.58 13.21 13.11
19 19.37 17.25 19.36 17.13
20 200.65  209.08
21 31.54 31.29
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Dehidroepiandrosteron (9) bilesiginin P. hirsitum MRC 500372 ile inkiibasyonu 5 glin
strduikten sonra androst-4-en-3,17-dion (5) bilesigi tespit edildi (Sekil 5.1.). Androst-
4-en-3,17-dion (5) bilesiginin 'H NMR spektrumu incelendiginde subsrata ait 6w 3,44
ppm’deki 3a-H rezonansini igermedigi ve ayrica substratin on 5,33 ppm’deki ¢ift bag
proton resonansti ile 19-metil grubu resonanslarmnin agagi alana dogru 6nemli kaymalar
(swrast ile (AdH 0.42 ppm ve Adn 0.20 ppm) gosterdigi gozlendi. Bu degisiklikler
sonucunda subtratin 5-en-3B-hidroksil kisminin 4-en-3-keto kismina g¢evrilmesi ile

substratin androst-4-en-3,17-dion (5) bilesigine doniistiigi tespit edildi.

O O

HO 0O
9 5

Sekil 5.1. DHEA (9) bilesiginin P.hirsitum MRC 500372 ile inklibasyonu

Pregnenolon (3) bilesiginin P. hirsitum MRC 500372 ile inklibasyonu5 gin siiren Sekil
5.2.’de gosterildigi sekilde progesteron (2) bilesigi ile sonuglandi. Olusan metabolitin
'H NMR spektrumu incelendiginde subsrata ait Sy 3,50 ppm’deki 30-H rezonansmin
gbzlenmedigi ve buna ilaveten substratin dn 5,34 ppm’deki ¢ift bag proton resonansi
ile 81 1,01 ppm’deki 19-metil grubu resonanslarinin asagi alana dogru Onemli
kaymalar (sirast ile Adn 0.41 ppm ve Adn 0.20 ppm) gozlendigi anlasildi. Bu
degisimlerden subtratin 5-en-3fB-hidroksil kismmin 4-en-3-keto kismma dontistiigiinii
ve boylece substrat olan pregnenolon (3) bilesiginden progesteron (2) bilesiginin

olustugu degerlendirildi



HO O
3 2

Sekil 5.2. Pregnenolon (3) bilesiginin P. hirsitum MRC 500372 ile inkiibasyonu

P. hirsitum MRC 500372 ile gerceklestirilen DHEA (9) ve pregnenolon (3)
biyotransformasyonlarinda ilgili mikroorganizma tarafindan her iki bilesikte de 3f-
hidroksisteroid dehidrogenaz/A®>-A* izomeraz aktivitesi gosterdigi, ayrica
subsratlardaki 5-en-3p-hidroksil kismmin 4-en-3-keto kismina doniistigi ve
substratlarin diger kisimlarinda bir degisim olmadigi anlasildi. Sustratlardaki 5-en-
3B-hidroksil kisimlarinin 4-en-3-keto kisimlarina doniisiimii daha once bazi

Penicilium turleri tarafindan gerceklestirilmisti [38-47].

Kisaca P. hirsitum MRC 500372 DHEA (9) ve pregnenolon (3) bilesiklerini gosterdigi
3B-hidroksisteroid dehidrogenaz/A>-A* izomeraz aktiviteleri ile siras1 ile androst-4-en-
3,17-dion (5) ve progesteron (2) bilesiklerine doniistiirdiigi gézlendi. Penicillium
hirsitum MRC 500372 ve diger kifler ile steroid biyotransformasyonlari

calismalarimiz stirmektedir.

26



KAYNAKLAR

[1]

[2]
[3]
[4]

[5]

[7]
[8]
[9]
[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
[15]

[16]

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University. Bursa Uludag
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 35(1), s. 203-215. e-ISSN 2651-4044
https://dergipark.org.tr/tr/pub/bursauludagziraat.

EL-Khateeb, A. (2020). Pratik Biyokimya Prensipleri ve Teknikleri Yaklasimi.
Sova, J. (1975) Kardiyak glikozitler, Vnitrni lekarstvi.

Gheddar, L. Kintz, P. Raul, JS. (2021). Simultaneous testing for anabolic
steroids in human hair specimens collected from various anatomic locations
has several advantages when compared with the standard head hair analysis.
Drug Testing and Analysis, 13(7):1445-1451.

Ermolenko EV, Imbs AB, Gloriozova TA, Poroikov VV, Sikorskaya TV,
Dembitsky VM. (2020). Chemical Diversity of Soft Coral Steroids and Their
Pharmacological Activities. Mar Drugs, 18(12), 613.

Will A, Wynne-Edwards K, Zhou R, Kitaysky A. (2019), Of 11 candidate
steroids, corticosterone concentration standardized for mass is the most reliable

steroid biomarker of nutritional stress across different feather types. Ecol Evol,
9(20), 11930-11943.

Zbinden, VA. (2020), Anabolik steroidler. Haftalik Tepkiler, 30, 1788.

Christiansen, A. Anders, S. Dimitris, L. (2017), Erkeklerin fitness ve kuvvet
antrenman ortamlarinda anabolik androjenik steroid kullammina iliskin
tipolojinin ana hatlar1. Uyusturucu: Egitim, Onleme ve Politika, 24, 295- 305.

Perry, JC. Schuetz, TM. Memon, MD. Faiz, S. Cancarevic, 1. (2020), Anabolic
Steroids and Cardiovascular Outcomes. The Controversy. Cureus, 12(7), 9333.
Keha, E. E., Kiifrevioglu, O. I. (2005), Biyokimya (4. Baski, ss. 185-188). Aktif
Yayinevi.

Lemke, T. Williams, D. (2012), Foye’s Principles of Medicinal Chemistry (7th
Ed.). Wolters kluwer Health Adis.

Schenk, C. (2001), Elevated Cholesterol Levels Present Major Risk for
Cardiovascular Disease, Published.

Onat, T. Emerk, K. Sézmen, E. Y. (2002), Insan Biyokimyas: (ss. 481-659)
icinde. Palme Yayincilik.

Acconcia, F. Marino, M. (2018). Steroid hormones: synthesis, secretion, and
transport (pp. 1-31). Principles of endocrinology and hormone action.

Labrie, F. (2010). DHEA, important source of sex steroids in men and even
more in women (pp. 97-148). Progress in brain research.

Genazzani, A. D. Lanzoni, C. Genazzani, A. R. (2007). Might DHEA be
considered a beneficial replacement therapy in the elderly (173-185). Drugs &
aging.


https://www.semanticscholar.org/author/A.-EL-Khateeb/1422190882
https://www.semanticscholar.org/author/J.-Sova/12261007
https://www.semanticscholar.org/venue?name=Vnitrni%20lekarstvi

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[26]

[27]

[28]
[29]
[30]

[31]

[32]

Song, M., Fu, R., Cai, S., Jiang, X., Wang, F., Xu, W., & Xu, W. (2023). 7a and
78 Hydroxylation of Dehydroepiandrosterone by Gibberella sp. and Absidia
Coerulea Biotransformation. Catalysts 2023, 13, 272. Microbial Biocatalysis,
71.

Singh, R. (2017). Microbial Biotransformation: A Process for Chemical
Alterations. J Bacteriol Mycol Open Access. 4(2), 47-51.

Yilmaz, F. Ertekin, E. Tezel, U. (2019). Benzalkonyum klortrlerin
Pseudomonas sp. BIOMIG1 tarafindan farkli  kosullar altinda
biyotransformasyon kinetigi. Pamukkale Universitesi Mihendislik Bilimleri
Dergisi, 25(3), 286-291.

Karadag, A. Demirci, F. (2020). Matrin ve oksimatrinin mikrobiyal
transformasyonu ve metabolitlerinin in vitro biyolojik aktivitelerinin
incelenmesi. Mersin Universitesi Saglik Bilim Dergisi, 13(1), 24-34.

Anjos, C. (2021). An overview of neonicotinoids: biotransformation and
biodegradation by microbiological processes. Environ Sci Pollut Res, 28,
37082-37109.

Prakash, A. (2023). A Review on Bioremediation Using Nanobiotechnology
and Microbial Heavy Metal Resistance Mechanisms. Current Materials
Science 17(4), 289-303.

Xiang, L. Zheng, Y. (2020). Biotransformation of lignin: Mechanisms,
applications and future work. Biotechnol Prog. 36(1), €2922.

Lai, Y. (2013). Biotransformation of artonin E by locally isolated
microorganisms. Universiti Teknologi Malaysia.

Rossmassler, K. Kim, S. (2019). Impact of primary carbon sources on
microbiome shaping and biotransformation of pharmaceuticals and personal
care products. Biodegradation. 30(2-3), 127-145.

Tong, H. Chen, M. (2018). Effects of humic acid on pentachlorophenol
biodegrading microorganisms elucidated by stable isotope probing and high-
throughput sequencing approaches. European Journal of Soil Science, 69(2).

Loraine, J. Smith, M. Genetic Techniques for Manipulation of the Phytosterol
Biotransformation Strain Mycobacterium neoaurum NRRL B-3805. Microbial
Steroids: Methods and Protocols, 93-108.

Qin, D. Dong, J. Multi-Level Optimization and Strategies in Microbial
Biotransformation of Nature Products. Molecules, 28(6), 2619.

Adegoke, T. (2023). Microbial Enzymes Involved in the Biotransformation of
Major Mycotoxins. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 71(1), 35-51.

Zizic, M. (2022). Biotransformation of selenium in the mycelium of the fungus
Phycomyces blakesleeanus. Anal Bioanal Chem. 414(20), 6213-6222.

Ozer, G. (2019). Mercimekte (Lens culinaris M.) Hizli Islah Teknikleri
Kullanilarak Generasyon Siiresinin Kisaltilmasi. Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitiisii Dergisi. 28(2), 103-111.

Mahato, S. B. Garai, S. (1997). Review Advances in microbial steroid
biotransformation. Indian Institute of chemical biology. 62, 332-345

28



[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

Fernandes, P. Cruz, A. Angelova, B. Pinheiro, H. M. Cabral, J. M. S. (2003).
Microbial conversion of steroid compounds: Recent developments. /n Enzyme
and Microbial Technology. 32(6), 688-705.

Nassiri-Koopaei, N. Faramarzi, M. A. (2015). Recent developments in the
fungal transformation of steroids. In Biocatalysis and Biotransformation.
33(1), 1-28).

Donova, M. V. Egorova, O. V. (2012). Microbial steroid transformations:

current state and prospects. Applied microbiology and biotechnology. 94,
1423-1447.

Hanson, J. R. (1995). An Introduction to Biyotransformations in Organic
Chemistry, W. H. Freeman and Company. 1-62.

Faber, K. (2003). Biotransformations in Organic Chemistry (5th ed., pp 1-407)
Springer-Verlag.

Kotek, T. Szpineter, A. Swizdor, A. (2008). DHEA, pregnenolon ve
androstenedion'un Penicillium lilacinum AMI111 ile Baeyer-Villiger
Oksidasyonu, Steroids. 73, 1441-1445

Panek, A. Lyczko, P. Swizdor, A. (2020). Microbial modifications of
androstane and androstene steroids by Penicillium vinaceum. Molecules.
25(18), 4226.

Kofek, T. Szpineter, A. Swizdor, A. Steroidlerin Baeyer-Villiger oksidasyonu
iizerine ¢alismalar: Penicillium camemberti AM83°’te DHEA ve pregnenolon
d-laktonizasyon yollar1. Steroidler. 74, 859-862.

Yang, B. Wang, Y. Chen, X. Feng, J. Wu, Q., Zhu, D. Ma, Y. (2014).
Biotransformations of steroids to testololactone by a multifunctional strain
Penicillium simplicissimum WY 134-2. Tetrahedron, 70(1), 41-46.

Swizdor, A. (2013). Baeyer-villager oxidation of some C19 steroids by
penicillium lanosocoeruleum. Molecules. 18(11), 13812—13822.

Huang, L. H. Li, J. Xu, G. Zhang, X. H. Wang, Y. G. Yin, Y. L. Liu, H. M.
(2010). Biotransformation of dehydroepiandrosterone (DHEA) with

Penicillium griseopurpureum Smith and Penicillium glabrum (Wehmer)
Westling. Steroids. 75(13-14), 1039-1046.

Kozlowska, E. Urbaniak, M. Kancelista, A. Dymarska, M. Kostrzewa-Sustow,
E. Stgpien, L. Janeczko, T. (2017). Biotransformation of

dehydroepiandrosterone (DHEA) by environmental strains of filamentous
fungi. RSC advances. 7(50), 31493-31501.

Liu, H. M. Li, H. Shan, L. Wu, J. (2006). Synthesis of steroidal lactone by
penicillium citreo-viride. Steroids. 71(11-12), 931-934.

Panek, A. Lyczko, P. Swizdor, A. (2020). Microbial modifications of
androstane and androstene steroids by penicillium vinaceum. Molecules. 25,
4226.

Swizdor, A. Panek, A. Ostrowska, P. (2018). Metabolic fate of pregnene-based
steroids in the lactonization pathway of multifunctional strain penicillium
lanosocoeruleum, Microbial Cell Factories. 17, 100.

29



[48] Lone, S. H. Bhat, K. A. (2015). Phytosterols as precursors for the synthesis of
aromatase inhibitors: Hemisynthesis of testololactone and testolactone,
Steroids. 96, 164-168.

[49] Tait, A. D. (1972). Characterisation of the products from the oxidation of
progesterone with os mium tetroxide, Steroids. 20, 531-542.

30


https://www.sciencedirect.com/journal/steroids/vol/96/suppl/C
https://www.sciencedirect.com/journal/steroids

EKLER

EK A. NMR spektrumlari
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Sekil A.2. Androst-4-en-3,17-dion (5) bilesiginin 'H NMR spektrumu
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Sekil A.4. Androst-4-en-3,17-dion (5) bilesiginin '*C NMR spektrumu
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Sekil A.6. Progesteron (2) bilesiginin '"H NMR spektrumu
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Sekil A.8. Progesteron (2) bilesiginin '3C NMR spektrumu
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e 2020-2021 willar1 arasinda Dermansiit Gida firmasinda gida miihendisi olarak
calist1.

e 2021-2024 yillar1 arasinda Garanti Gida firmasinda proses ve girdi kontrol
sorumlusu olarak calisti.

e 2024 yilindan beri Giinesoglu Siit Gida firmasinda gida miihendisi olarak
calismaktadir.
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