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Asp. Aspergillus sp. lipazi

CAL Candida antarctica lipazi

CCL Candida cylindracea lipazi
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OZET

KEMOENZIMATIK REAKSIYONLARLA DiHIROBENZOFURANON VE
DiHIROINDOLON TUREVLERiININ ENANTIOSELEKTIF HiDROLIzi

Tugba DAYIOGLU

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Zerrin Zerenler CALISKAN

Dogal Urinlerde yaygin olarak bulunan benzofuranon ve indol tirevleri, stereomerkez
tasimalari nedeniyle asimetrik sentezde oldukg¢a 6nemlidirler.

Benzofuranon ve indol tirevleri ayni zamanda antillser, antioksidant, antidepresant,
antibakteriyel, antifungal, antibiyotik, antikanser, anti-HIV-1, antileichmanyal ve anti-
anjiyogenez ajan olarak da 6nemli biyolojik aktiviteler gostermektedirler.

Bu calismada zor metodlarla sentezlenen o6nci ilag hammaddelerinin yiliksek
enantiomerik fazlalikta, biyoteknolojik ve kimyasal yontemlerle, yiksek verim ve
secicilikte lipaz enzimleri ile sentezlenmeleri hedeflenmistir. Bu amacla oncelikle 6,7-
dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi sentezlendikten sonra, mangan (lll) asetat
asetoksilasyonu ile 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat bilesigine acillendirilmistir. Daha sonra
asetoksi benzofuranon tirevlerinin lipaz enzim katalizérligliinde ylksek verim ve
enantiomerik fazlalikta kinetik rezollisyonu gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dihidrobenzofuranon, benzofuranon, indol, regiosecicilik,
enantiomerik fazlalik, lipaz
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ABSTRACT

ENANTIOSELECTIVE HYDROLYSIS OF DIHYDROBENZOFURANONE AND
DIHYDROINDOLONE DERIVATIVES WITH CHEMOENZYMATIC REACTIONS

Tugba DAYIOGLU

Department of Molecular Biology and Genetics
MSc. Thesis
Adviser: Asist Prof. Dr. Zerrin Zerenler CALISKAN

Benzofuranone and indole compounds are presenses extensively in natural products
which are very important in asymmetric synthesis, since these type of derivatives
contain stereocenter in their structures. In addition Benzofuranone and indole
derivatives exposes important biological activities such as antiulcer, antioxidant,
antidepressant, antibacterial, antifungal, antibiotic, anticancer, anti-HIV-1,
antileichmanial and anti-angiogenesis agent.

In this study, robust synthetised drug precursor compounds aimed to obtain in high
enantiomerical purity, yield and selectivity with biotechnologic and chemical methods
by using lipase enzymes. For this purpose, firstly we synthetised 6,7-dihydro-6-
methylbenzofuran-4(5H)-one derivate, then acylated into 4,5,6,7-tetrahydro-6-methyl-
4-oxobenzofuran-5-yl acetate and 4,5,6,7-tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl
acetate by using manganese (lll) acetate-mediated acetoxylation, and followed by the
lipase enzyme-mediated kinetic resolution of acetoxy benzofuranone derivatives in
good yields and high enantiomeric excesses.

Keywords: Dihydrobenzofuranone, benzofuranone, indole, regioselectivity,
enantiomeric excess, lipase
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Stereomerkez tasiyan dihidrobenzofuranon ve indol yapisindaki bilesikler asimetrik
sentezde oldukga onemlidirler ve dogal urlnlerde yaygin olarak bulunmaktadirlar.
Benzofuranonlar (Sekil 1.1) antinosiseptif, anti-inflamatuar, antitimor, antibakteriyal,

antifungal ve antileichmanyal gibi biyolojik aktivitelere sahiptir [1].

O o
)
O N o

O

- 2(4H)-Benzof
2(3H)-Benzofuranone 6,7-Dihydro-4(5H)-benzofuranone (4H)-Benzofuranone

Sekil 1.1 Cesitli Benzofuranon Halkalari

Benzofuranonlar Ustiin 6zellikleri nedeniyle siklikla kullanilan bilesiklerdendir. R.C.
Mishra ve ark. mitoz safhasinda tibdlin baglanma ajani olarak calisan ve apoptozise
neden olan ve bu ozellikleri nedeniyle kanser tedavisinde tercih edilen kimyasal
bilesiklerden olan noscapine analoglarinin olusturdugu yan etkileri gidermek amaciyla
benzofuranon halkasi iceren noscapin analoglari sentezlemislerdir (Sekil 1.2).
Sentezlenen benzofuranon bilesiklerinin hayvanlar (zerindeki deneyleri ile bu

bilesiklerin kanser hiicrelerindeki tlbilin Gzerine etki gostererek antikanser 6zellikte



ilag 6ncli maddeleri olarak kullanilabileceklerini géstermislerdir [2]. R. Aneja ve ark.
sentezledikleri benzofuranon halkasi iceren halojenlendirilmis noscapine analoglarinin,
basit noscapine bilesiklerine kiyasla tibiline daha fazla baglandiklarini ve bunun

sonucunda kanser hiicrelerinin apoptozisinde daha etkili olduklarini saptamislardir [3].

Sekil 1.2 Noscapin ((S)-6,7-dimetoksi-3-((R)-4-metoksi-6-metil-5,6,7,8-tetrahidro-
[1,3]diokzolo[4,5-glizoquinolin-5-il) izobenzofuran-1(3H)-on)'in molekiler yapisi

Stobel tarafindan endofit bir fungus olan Pestalotiopsis microspora'dan (Sekil 1.3) 2002
yilinda izole edilen izobenzofuranon analogu izopestasin (Sekil 1.4); antifungal aktiveye
sahip olmasi yaninda serbest hidroksi radikalleri ve stper oksit radikallere karsi
antioksidan oOzellik de gostermektedir [4]. Harper ve ark. tarafindan Pestalotiopsis
microspora'dan izole edilen pestacin'in (Sekil 1.4) antioksidan o6zellik gosterdigi

saptanmistir [5].

Sekil 1.3 Pestalotiopsis microspora ve besiyeri kiltiiri



isopestacin (1) pestacin (2)

Sekil 1.4 izobenzofuranon analogu olan izopestasin ve pestacin molekiiler yapisi

Ayers ve ark. in vitro fare beyin homejenati inhibisyonunda, E vitaminiyle iliskili olan
benzofuranil tlrevlerinden piperazin'in etkin sivi otooksidasyonu gergeklestirdigini
saptamislardir [6]. Brezilya'nin Paraiba eyaletinden toplanan, %100 sitotoksik aktivite
gosteren kirmizi propolis'in metanol ekstresinden 2-(20,40-dihidroksifenil)-3-methyl-6-
metoksibenzofuran ve 2,6-dihidroksi-2-[(4-hidroksi-fenil)metil]-3-benzofuranon (Sekil
1.5) bilesiklerini izole eden Awale ve ark. bu bilesiklerin secici besiyerindeki insan
karaciger kanser hiicreleri PANC-1 Uzerinde segici sitotoksik aktivitesini gdzlemlemis ve

olumlu sonuclar elde etmislerdir [7].

Sekil 1.5 Kirmizi propolis'in metanol ekstresinden elde edilen 2-(20,40- dihidroksifenil)-
3-methyl-6-methoxybenzofuran (a) ve 2,6- dihidroksi-2-[(4-hidroksi-fenil)metil]-3-
benzofuranon (b)



Benzofuranon halka sistemi iceren kalkon analogu olan auronlarin (Sekil 1.6), anti-
malarial (sitma karsit)) ve anti-histamin 0Ozellik gostermelerinin  yani sira
antihiperpigmentasyona karsi insan melanosit tirosinaz inhibitori olduklari da

deneysel verilerle kanitlanmistir [8].

Aurone 5 4

Sekil 1.6 Auron molekiiler yapisi

Flavonlarin yapi izomeri olan flavanoidler grubundan auronlar (2-benziliden
benzofuran-3(2H)-on) bitkilerde altin sarisi rengin olusmasinda ve bitkiler tarafindan
mikrobik, fungal ve fiziksel uyaranlara kargi tretilen antimikrobiyal ve antifungal etkili
bir bilesik olmalarindan dolayi fitoaleksin olarak gorev almaktadirlar [9]. Boumendjel
2003 yilinda yayinladigi makalesinde aouronlarin tiroid hormon mekanizmasina etki
eden enzim inhibitori olarak gorev almalarina ek olarak parazitik ve mikrobiyal
enfeksiyonlara karsi savasan ajanlar olarak Ustlendikleri rol ile kanser
kemoterapisindeki potansiyel 6énemini vurgulamistir [10]. Auronlar ile ilgili ¢ikan
yayinlara gore hiicre donglisiiniin G2/M faziyla ¢cakisan antiproliferatif ajani olarak [11]
ve alzheimer hastaligindaki amiloid plaklarin goriintilenmesinde [12] kullanish
olduklari belirtilmistir. Auronlarin Pgp (P-glikoprotein) iceren multiilag dizenleyicisi
olarak kullanilabilirligi Gzerine cgesitli ¢alismalar yayinlanmistir [10], [13], [14], [15].
Auronun benzofuranon halkasi ile ATP molekilinin adenini arasindaki yapi ve
davranis benzerligi nedeniyle auronlarin inhibitér aktivitesine sahip oldugu
saptanmistir [10]. Boumendjel ve ark. bu hipotezi desteklemek amaciyla fare P-
glycoprotein sitosolik niikleotid baglanma boélgesine auronlarin baglanisini gésteren bir
calisma yapmislardir [13]. Ayni davranis flavonlarin kromenon halkasi icin gosterilmis

olsa da diger flavanoidlerle kiyaslandiginda auronlar Pgp diizenleyici olarak daha iyi

4



aktivite ve baglanma egilimi géstermistir [10], [14], [15]. Auronlarin bu Ustlin 6zellikleri
ATP-baglanma bdlgesi icin daha uyumlu tasiyicilar olarak kullanimlarini saglamistir [10].
Sim ve ark. sentezledikleri 4,6-dimetoksi auron turevlerinin (Sekil 1.7), ABCG2 (gogus
kanseri direng proteini) inhibitori olarak potansiyellerini arastirmis ve bazi hicre
dizilerine karsi distk antiproliferatif aktivite gosterdiklerini saptamislardir. Ek olarak
auronlarin, kanser hiicrelerinin gelisimini ve yayillmasini engelleyen bir kanser ilaci olan
ve ayni zamanda MS tedavisinde de kullanilan MX (mitoksantron)'in distik mikromolar
konsantrasyonlarinda ABCG2'yi ifade eden kanser hicrelerini yeniden duyarh hale
getirdigini gostermislerdir [16]. Yapilan ¢alismalar auronlarin ABCG2 ve ABCB1 (P-

glikoprotein) igin iyi inhibitorler olduklarini géstermistir [16].

@)
HO
O Q
R
4,6-dimetoksiauron 4'substitlie 5-hidroksiauron

Sekil 1.7 4,6-Dimetoksiauron ve 4'tlirevlendirilmis 5-hikroksiauron molekiler yapisi

H. Cheng ve ark. sentezledikleri 5-hidroksiauron tirevlerinin (Sekil 1.7), aktiflesen
endotel hicrelerinin uyarilmasiyla dizenli olarak ¢ogalan timor hicrelerinin uyari
mekanizmasi Uzerine etki ederek kanser hicrelerinin artisinda bir gerilemeye sebep
oldugunu ve kanser hicrelerinin besin saglamak amaciyla kan damari olusturma

durumu olan anjiyogenezi engellediklerini saptamislardir [17].

C.-Y. Lee ve ark. AhR/XRE ve Nrf2/ARE sinyal yollarini aktiflestirerek kanser olusumuna
neden olan NAD(P)H:quinon oksidorediktazin indirgenmesini gerceklestiren auron

tirevleri sentezlemislerdir [18].

F. Souard ve ark. her yil 1,5 milyonun Uzerinde insanin 6limiine neden olan sitma
hastaligi etkeni protozoal parazit sinifindan Plasmodium falciparum'a karsi,

anitimalaryal (sitma karsiti) 6zellikte dogal auron iceren otuzbes bilesik sentezlemistir.



Sentezledikleri bilesiklerin iginden 6zellikle bir azaauron tlrevi olan 4,6-dimetoksi-4'-
etilazaauron'un (Sekil 1.8) dikkate deger herhangi bir toksiditeye yol agmadan Ustin

antimalaryal 6zellik gdsterdigini saptamislardir [19].

OMe ©

Sekil 1.8 4,6-Dimetoksi-4'-etilazaauron molekiiler yapisi

Amiolid fibrilasyonunun inhibitori olarak da 6zellik gésteren benzofuranonlar, biyolojik
aktiviteleri ve bitki savunma mekanizmasinda Ustlendikleri ilgi ¢ekici rolleri nedeniyle,
dogal olarak meydana gelen bilesiklerin ana grubunu olusturmaktadir [20]. Alzheimer
hastaliginin erken tanisinda yardimci olabilmesi amaciyla M. Ono ve ark. sentezledikleri
auron tirevleri ile in vivo ve in vitro olarak 8-amiloid plaklaklarini gorintilemeyi
basarmislardir [12]. H. Watanabe ve ark. ise radyo-izslirlicli olarak tasarlamis olduklari
florlanmis ve iyotlanmis auron bilesiklerinin PET ve SPECT taramalari ile hastalarin
beyin dokusundaki 8-amiloid plaklaklarinin goériintiilenmesine kolaylik sunmusglardir

[21].

H. Nadri ve ark. Alzehimer hastalarinin hipotalamus ve korteks dokusunda biriken
asetilkolinesteraz'in (AChE) inhibitéri olarak yiksek aktivite gosteren benzofuranon

iceren bilesikler sentezlemislerdir [22].

a, 8 doymamis ketonlar olarak da bilinen ve flavanoid biyosentezinin oncilleri olan
benzofuranon yapisindaki kalkonlar; antinosiseptif ve anti-inflamatuar, antitimoral,
antibakteriyal, antifungal ve antileichmanyal 0ozellikler sergilemektedir [1].
Hidroksillenmis benzofuran tlirevi olan ve antifungal 6zellik gdsteren siserfuran’in,
bitkileri solduran bir cesit hastallk olan Fusarium solgununa karsi savunma

metabolizmasinda ana faktor oldugu belirlenmistir [23]. P. Padaratz ve ark. 3-[2-(2-



hidroksi-4, 6-dimetoksifenil)-2-oksoetil]-2-benzofuran-1(3H)-on'un  orjinal  kalkon
analoguna ve hatta bazi klinik ilaglara kiyasla daha Ustlin antinosiseptif 6zellikte
oldugunu gostermislerdir [24]. C.J. Gongalves, P. Padaratz ve ark. sentezledikleri cesitli
benzofuranon tirevlerinin antinosiseptif aktivitesini arastirmis, sentezledikleri kalkon
tirevi benzofuranonlardan 3-[2-(4-klorofenil)-2-oksoetil]-2-benzofuran-1(3H)-on'un
aktif 6zellikte oldugunu, 3-[2-(3-metoksifenil)-2-oksoetil]-2-benzofuran-1(3H)-on etkin

farmakokinetik ve antinosiseptif 6zelliklik gosterdigini kanitlamiglardir [25].

Epitel hicrelerini matrikse veya bazal laminaya baglayan integrin proteinlere karsi
antagonist ozellik [26] gosteren benzofuranon tirevleri; oksijen ve karbon merkezli
radikallere karsi antioksidan [27], [28], Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi

antibiyotik [1] ve polipropilen [28] 6zellikler de sergilemektedir.

S.H. Mehdi ve ark. hastalik yapici mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ve bdtil
kolinesteraz enzimine karsi segici inhibitor etki gosteren 4b,9b-dihidroksi-7,8-dihidro-

4bH-indeno(1,2-b]benzofuran-9,10(6H,9bH)-dion bilesigini sentezlemislerdir [29].

Blylime proteini, onkoprotein ve hiicre dlzenleyici proteinlerin sentezlenmesinde
etkili olan m(TOR)'un (mammalian target of rapamycin) timor hiicrelerinde fazla
Uretimi ise kanser tesvik edici 6zellik gostermesine neden olmaktadir. H.-R. Tsou ve
ark. sentezledikleri 2-(4-substitute-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)metilen-4-
hidroksbenzofuran-3(2H)-on bilesiginin, m(TOR)'un ATP yarismali inhibitori olarak

Ustiin 6zellikler sergiledigini saptamislardir [30].

Hindistan'da 6zellikle kandaki seker seviyesini kontrol etmek igin kullanilan Hint kino ya
da Bijay olarak da bilinen Pterocarpus marsupium’un 6z odunundan elde edilen odun
bardak (Sekil 1.9); diyare, ates, dis agrisi, Uriner sistem rahatsizliklari ve cilt
enfeksiyonlari gibi rahatsizliklara karsi da geneksel ilag olarak halen kullaniimaktadir
[31]. Birgok tibbi 6zelliginden dolayi Hindistan’da iginden su igilmesi yoluyla geleneksel
ilag olarak kullanilan Hint kino'nun igerigi arastirilmistir. Pterocarpus marsupium’un
bitki ekstresinin arastirilmasi sonucu polifenolik bilesiklerce zengin oldugu [32],

ozellikle yiksek oranda benzofuranon bilesigi icerdigi bildirilmistir [33], [34].



fe kabuk ~ Kambium

Sekil 1.9 Pterocarpus marsupium ve 6z odunundan elde edilen odun bardak

Gu ve ark. Rhus chinensis bitkisinden izole ettikleri benzofuranon tiirevlerinin (Sekil

1.10) HIV-1 replikasyonunu baskiladigini saptamislardir [35].

Sekil 1.10 Rhus chinensis bitkisi ve bu bitkiden izole edilen benzofuranon tirevleri

8



Dogal Urinlerde ve terapétik ajanlarda yaygin olarak bulunan benzofuranon bilesikleri
yaninda indol halkalari da tibbi kimyada 6nemli bir yere sahiptir [36]. Brassicaceae
familyasinda (turpgiller) ylksek miktarda glukobrassikin tirevi olan indol-3-
ilmetilglukosinolat bulunmaktadir [37]. Biyolojik aktivitesi yliksek olan ve heterosiklik
bilesiklerin 6nemli bir sinifini olusturan indol halkasi (Sekil 1.11); floresan boyanmasi,
ilaglarin sentetik analogu olmasi, antienflamatori ve leukotin gibi biyolojik aktivite
gostermesi nedeniyle organik kimyada siklikla kullanilmaktadir [38]. Koroner dilator
(kan damar genisletici) 6zellik gosteren ve antibakteriyal aktiviteye sahip olan indol
halkasi iceren bilesikler; bazi substutiye bis(indolil) tlirevlerinin, dokularin, organlarin,
Ozellikle nekroz hastaliklari ile miyokardiyal-serebral enfarktiisiin teghisi ve
gorintilenmesi icin kontrast ajani olarak medikal, biyokimya ve biyomedikal

uygulamalarda kullanilmaktadir [38].
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Sekil 1.11 indol halkasi genel sentez rotasi [39]
ES.H. El Ashry ve ark. 1,2-Dihidro-5-(1H-indol-2-il)-1,2,4-triazole-3-thion'dan
sentezledikleri S-gilikozid ve S,N-diglikozid'in, referans aldiklari kloramfenikol ve
baneosin'e kiyasla daha glicli inhibisyonla antibakteriyal ve antifungal aktivite

sergiledigini belirtmislerdir [40].



N-(1-methil-1H-indol-3-il)metilenamin tlirevleri ve 3,3-diaril-4-(1-metil-1H-indol-3-
il)azetidin-2-on bilesiginin 8 farkl tirevi lGzerinde yapilan ¢alismalar sonucu G. S. Singh
ve ark. sentezledikleri indol tlirevlerinin, Leishmania major'a karsi tibbi ila¢c olarak
kullanilan amfoterisin B'ye kiyasla Ustlin antileishmanyal aktivite gosterdiklerini

saptamislardir [41].

Bir indol tlrevi olan 1,3-dihidro-2H-indol-2-on'larin potansiyel antitliberkiloz [42],
[43]; antiviral [44]; antikonviilsant [45], [46]; anti-timOr terapo6tik [47]; antibakteriyal
[42], [48]; antifungal [42], [48]; anti-HIV [49] ve GAL3 reseptor antagonist [50] aktivite

gosterdikleri bilinmektedir.

M. Kumar ve ark. sentezledikleri 4-(1-aril-5-kloro-2-okso-1,2-dihidro-indol-3-
ilidenamino)-N-substitute benzensilfonamid serilerinin Gram pozitif, Gram negatif
bakterilere ve fungal suslara karsi in vitro antimikrobiyal aktivitesini arastirmis; N-(4-(5-
bromo-1- (4-klorobenzoil) -2-oksoindolin-3-ilidenamino)fenilsilfonil) -4-
izopropoksibenzamid bilesiginin en aktif antimikrobiyal ajan oldugunu saptamislardir
[51]. Sentezledikleri bilesiklerin fare 16semi monosit makrofaj (RAW 264.7) ve kolon
kanseri (HCT116) hiicre dizilerine karsi antikanser aktivitesini inceleyen M. Kumar ve
grubu kolon kanseri (HCT116) hicrelerine karsi 4-(5-bromo-1-(4-klorobenzoil)-2-
oksoindolin-3-ilidenamino)-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)benzen  silfonamid'in, fare
[6semi monosit makrofaj (RAW 264.7) hiicrelerine karsi 4-(5-bromo-1-(4-klorobenzoil)-
2-oksoindolin-3-ilidenamino)-N-(6-methoksipiridazin-3-il)benzene silfonamid ve N-(4-
(5-bromo-1-(4-klorobenzoil)-2-oksoindolin-3-ilidenamino)fenilstlfonil)-4-

izopropoksbenzamid'in en iyi potansiyel sitotoksik ajan oldugunu saptamislardir [51].
2-amino-4-(50-substitute 20-fenyl-1H-indol-30-il)-6-aril-4H-piran-3-karbonitril bilesigi
Uzerinden sentezlenen tilrevlerden 4-(50-subtitliye 20-fenyl-1H-indol-30-il)-6-aril-1,4-
dihidropirano[2,3-c]pirazol-3-amin analoglari Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, S. aureus, K.pneumoniae ve P. aeruginosa'ya karsi
antibakteriyal aktivite; 4-amino-5-(50-substitliye  20-fenil-1H-indol-3-il)-7-aril-1H-
pirano[2,3-d]pirimidin-2(5H)-on analoglari Aspergillus oryzae ve Aspergillus flavus'a
karsi antifungal aktivitenin yani sira antioxidant aktivite [52]; 6-metil-4-[1-(2-

substitiye-fenilamino-asetil)-1H-indol-3-il]-2-okso/thiokso-1,2,3,4-tetrahidropirimidin-
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5-karboksilik asit etil esterlerinin antimikrobiyal ve antikanser o6zellik gosterdigi

saptanmistir [53].

indol  halkasinin  sahip  oldugu  antimikrobiyal &zellikten faydalanilarak
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin (stesinden gelmek amaciyla birgok
calisma yapilmistir. Mide Ulseri ve mide kanserine neden olan Helicobacter pylori'ye
karsi anti bakteriyal 6zellik gosteren CJ-13,015, CJ-13,102, CJ-13,104 ve CJ-13,108 indol

analoglari tanimlanmistir [54].

R. Balasubramanya ve ark. Daboia russelli pulchella yillaninin (Sekil 1.12) zehirinden

izole edilen PLA2 enzimlerini indol tiirevlerinin inaktive ettigini saptamislardir [55].

Sekil 1.12 Daboia russelli yilaninin morfolojik goriintlisi [56]

Antikanser/antitumor 6zellikleri nedeniyle indol tlirevleri bircok ¢alismaya konu
olmustur. 3-(Benzilthio)-5-(1H-indol-3-il)-1,2,4-triazol-4-aminlerin  Bcl-2 inhibitori
olarak antikanser 0Ozellik gosterdigi saptanmistir [57]. (aE)-a-(1H-indol-3-
ilmetilen)benzenacetik acit ve amid tirevleri DU145 hiicre dizisi Gizerinde (androjenden
etkilenmeyen insan prostat kanser hcreleri) secici antitiimor oOzellik yani sira
antiproliferatif aktivite gdstermistir [58]. Di-5-floroindol-3-il distilfid ve di-5-iyodoindol-
3-il dislilfid bilesiginin prostat kanser hiicresi PC-3'lin bliylimesini azalttigi saptanmistir
[59]. Pirano[3,4-b]indol-1(9H)-on tirevlerinin Hela (human cervix adenocarcinoma -
insan servikal adenokarsinomasi) hicrelerine karsi antikanser potansiyel tasidigi
belirtilmistir  [60]. 2-[1-(4-Kloro-3-nitrobenzil)-1H-indol-3-il]-2-okso-N-(piridin-4-
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il)Jasetamid bilesigi, HeLa/KB (human cervix carcinoma), L1210 (murine leukemia) ve
SKOV3 (human ovarian carcinoma) hiicre dizilerine karsi yiksek antitomor ozellik
gostermistir [61]. 2-(Substitliye benzo[c,d]indol-2(1H)-iliden)malononitril tiirevlerinin
MCF-7 (insan meme kanseri hiicresi) ve 7721 (insan karaciger kanseri hiicresi) hiicre
dizilerine karsi antikanser Ozellikte oldugu belirtilmistir [62]. P. Diana ve ark.
unsubstitiiye ve dimethoxy-pyrrolizinoindolone'un HL-60(TB) insan I6semi hiicre dizine
karsi, N-methy dimethoxy-pyrrolizinoindolone'un MOLT-4 16semi, A549/ATCC, HOP-92
ve NCI-H460 kiglk hiicreli disi akciger kanseri hiicre dizisi ile CAKI-1 renal kanser hiicre

dizisine karsi aktivite gosterdigini kanitlamistir [63].

N. R. Penthala ve ark. tarafindan sentezlenen 5-((1-aroil-1H-indol-3-il)metilen)-2-
thioksodihidropirimidin-4,6(1H,5H)-dion'lar (3a—z), SR (I6semi kanser hiicre dizisi),
OVCAR-3 (yumurtalik kanser hicre dizisi), HOP-92 (kicik hicreli disi akciger kanseri
hiicre dizisi) ve MDA-MB-435 (melanoma hiicre dizisi) insan timoér hiicre dizilerine
karsi gostermis oldugu sitotoksik aktivite ile kanser terapisi igin potansiyel olarak

gorilmektedir [64].

Aromatik doymus 5-((1-benzil-1Hindol-3-il)metilen)-1,3-dimetilpirimidin-
2,4,6(1H,3H,5H)-trion analoglarinin 60 tir insan tUmor hicre dizisine karsi in vitro
bliylime inhibisyonu ve sitotoksik aktivitesi arastiriimis; yumurtalik, renal ve go6gus

kanseri hiicre dizilerine karsi etkin oldugu kanitlanmistir [65].

DNA minor biylme alkilasyon ajanini degistiren secici hipoksi metabolizmasina etkiyen
nitro seco-1,2,9,9a-tetrahidrosiklopropalc]benz[e]indol-4-on (nitroCBlIs) tiirevlerinin

antitimor terapi icin 6nclil ilag olarak kullanilabilir oldugu saptanmistir [66].

Antimikrobiyal, antitimor o6zelliklerine ek olarak indollerin inhibitor ozellikleri de
bildirilmistir. 3-[2-indol-1-il-etil]-1Hindol analoglari, hiicre bélinme déngiisiiniin farkl
kontrol noktalarinda gorev alan siklin bagimli kinazlardan (CDKs) CDK4'lUn segici
inhibitord olarak [67]; 2-fenilindol analoglari, HCV (Kronik Hepatit C virlsi) replikasyon

inhibitorl olarak gorev almaktadir [68].

G. Groszek ve ark. sentezledikleri indol tiirevi enantiomerleri elektrografik, antiaritmik,

hipotansiyon ve spazm giderici 0Ozelliginden otiri al-, a2- ve B1l-adrenoseptor
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baglanma aktivitelerini arastirmis ve sentezledikleri indol tlrevlerinin kalp damar

hastaliklarinin tedavisi igin etkili olduklarini belirtmislerdir [69].

Azaindollerin (Sekil 1.13) 5HT6 reseptor, CRTH2 reseptor, DP1 reseptor, CCR2 ve VL4
antagonist (reseptori bloke eden); kannabinoid ve CB2 agonist (reseptori aktive
eden); JAK 2 kinaz, B-Raf kinaz, c-Met kinaz, GSK3 kinaz, IKK2 kinaz, mTOR kinaz, aurora
B/C kinaz, Abl/Src dual kinaz, cdc7 kinaz, CK2 kinaz, MAP kinaz, Rho kinaz, AKT kinaz,
PI3K kinaz ve PI3Ka kinaz, VEGFR-2 kinaz, protein kinaz ve protein kinaz B, CRTH2
reseptor, Trk, Cathepsin K, glioksalaz I, HIV baglanma ve HIV-1 inhibitor; Akt kinaz,
cytokinin, PPARg modilator, MCT1 blocker, 5-HT6 reseptdr ligand, hydrosteroid
hidrogenaz, antikanser etken, antimycobacterial ve antileishmanial 6zellik gosterdigi

belirtilmistir [70].
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Sekil 1.13 Biyolojik aktivite gosteren cesitli azaindoller [70]

CRTh2 receptor antogonisti olarak gorev alan indol tirevlerinin astim, alerjik rinit gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir [71]. indollerin anticalmodin
etkisi Attila Molnar ve ekibi tarafindan ortaya konmustur [72].
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10H-Benzol4,5]furo[3,2-blindol-1-karboksilik acit ve 5,10-dihidro-indeno[1,2-b]indol-1-
karboksilik acit bilesikleri potasyum kanal agici [73], 2-(5H-[1,2,4]triazino[5,6-b]indol-3-
ilthio)-N-(substitiye fenil)asetamid  bilesigi ise antidepresan [74] ozellik

gostermektedir.

N-piridinil(metil)-indol-3-ilpropanamid bilesiklerinin doku nakillerinde uygulama alani

olan immiinosupressif etkenlere daha az toksik bir alternatif oldugu saptanmistir [75].

Sizofreni tedavisinde kullanilan atipikal antipsikotik ilaglar temel alinak sentezlenen
indol tlrevi ilag 6nci maddelerin istenen biyolojik aktiviteleri sergiledikleri belirtilmistir

[76].

Biyolojik aktivitelerinin disinda indoller teknolojik cihazlarin tiretiminde, gelisen OLED
(Sekil 1.14) teknolojisinin altyapisinda kullanim alani bulmaktadir. Elastik veya kivrik
ekranli televizyon, bilgisayar ve i1sikli panolarda kullanilan electrofosforessent diod'lar
icin 3,6-bis(indol-1-il)-9-fenilkarbazol tirevleri elektroaktif mataryal olarak J. Keruckas

ve ark. tarafindan sentezlenmistir [77].

LTRA HD OLED TV“.,?,,,';

Sekil 1.14 OLED ekran teknolojisine sahip teknolojik trinler
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Benzofuranon ve indol halka yapisinda da bulunabilen kiral a-hidroksi ketonlar (Sekil
1.15), cogu biyolojik aktivite gosteren dogal Urin igin 6nemli yapi birimleridir [78].
Rasemik alkollerin kinetik rezoliisyonu igin etkin prokiral substratlardir [79]. Kiral a-
hidroksi ketonlar, antibiyotiklerin, antibakteriyellerin, antidepresyon ve anti-viriitik

ilaclarin sentezlenmesinde 6nemli yapi taslaridir [80].

0]

OH

Sekil 1.15 a-Hidroksi keton molekil formuli

Travmatik yaralanmalar, bogaz agrisi ve yilan isirmasina karsi tedavi edici 6zelligi olan
[81] Zanthoxylum podocarpum'dan (Sekil 1.16) elde edilen a, 8-doymamis ketonlarin,
enfeksiyon, alerji, tumefaksiyon (kabarti), rheumatoid arthritis ve kanser gibi
rahatsizliklara neden olabilen nitrik oksit Gretimini inhibe edici 6zellik gosterdigi

kanitlanmistir [82].

Sekil 1.16 Zanthoxylum simulans var. podocarpum bitkisi yaprak ve meyvesi [81]

Enantiosaf alkoller; genis ¢capta dogal Grlinin, kiral ligandlarin ve biyolojik olarak aktif
bilesiklerin sentezi icin ¢cok onemli yapi birimleridir [79]. Kiral bilesikler; kimyasal
katalizorler, sivi kristaller, aromalar, zirai ilaclar ve tibbi ilaglar olarak kimya ile ilag
endustrisinde buylk bir 6neme sahiptirler [83]. Ayrica 2-hidroksi propiyofenon

tlrevlerinin sentezinde anahtar ara Urlndurler. Aerolik asit antibiyotiklerin, anti-
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bakteriyel, antidepresyon, anti-virltik, potasyum kanal agicilari ve gesitli kalp ilaglarinin

sentezlenmesi icin 6nemli yapi taslaridir [84].

Optikce saf a-hidroksi ketonlar cesitli kimyasal ve enzimatik yontemlerle Uretilebilirler.
Biyokatalitik olarak enantiyose¢imli a-hidroksi ketonlarin eldesi aromatik aldehitlerden
C-C bagi olusumuyla, a-diketonlarin indirgenmesi, rasemik oa-hidroksi, perokso ve
asetoksi ketonlarin kinetik rezolisyonu ve derasemizasyonu yontemleri ile
gerceklestiriimektedir [84]. Tim hicre ya da izole enzimler olarak kullanilan
biyokatalizorler etkin kemo-, regio- (bolge-) ve steroselektiviteleri ile prokiral
ketonlarin steroselektif Uretimini katalizlemektedirler [83]. Y.K. Kosali a-hidroksi
ketonlarin enantiosecimli olarak Uretimini biyotransformasyonla gerceklestirmistir

[80].

Biyotransformasyon calismalari ile yeni kimyasal bilesiklerin eldesi, HelLa kanser hiicre
dizilerine karsi sitotoksik aktivie [85], antioksidan aktivite [86], gelistirilmis antimalaryal
(sitma karsit1) aktivite [87], yliksek antikanser Ozellik gosteren ilaglarin toksiditesini
gidererek kullanima uygun hale getirme [88], zenginlestirilmis katalitik aktivite [89] ve
kiral bilesiklerin enantiomerik olarak saf eldesi [90] gibi kimyasal yontemlerle elde

edilesi zor olan birgok sentez, gevreci bir yaklasimla elde edilmektedir.

Biyotransformasyon calismalarinda izole enzimler veya bu enzimlerin elde edildigi
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Tim hicre sistemi olarak genellikle fungus ve
bakterilerden faydalaniimaktadir, ancak bazi calismalarda doku kiltiirlerinden de
yararlanilmistir. C. Magallanes-Noguera ve ark. Gardenia jasminoides (Sekil 1.17) bitki

doku kiltiriinde sekonder alkollerin derasemizasyonunu gerceklestirmislerdir [91].

Biyotransformasyon calismalarinin her asamasinda siklikla kullanilan enzimler, katalizor
olarak sentetik organik kimyada biylik bir potansiyele sahiptir. Kinetik rezollisyonla
kiral synthonlarin hazirlanmasinda kullanilan enzimler; enantiyosegicilik, regiosegicilik
ve kimyasal segicilik 0zelliklerinden dolayr enantiosaf Urin eldesinde siklikla
kullanilmaktadir. T. A. Ayers ve ark. antioksidant 6zellikteki E vitamini 6ncil birimi olan
benzofuranil grubunun enantiomerik sentezini Candida rugosa lipaz araciligiyla

gerceklestirdikleri enzimatik biyokatalizle saglamislardir [6].
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Sekil 1.17 Gardenia jasminoides bitkisi

A. S. Demir ve ark. a-asetoksi aril ketonlarin enantiomerik hidrolizini Rhizopus oryzae
hicre kultlriinde ylksek enantiomerik fazlalk (e.e.) ile saglamislardir [92]. A. S. Demir,
Z. Caliskan ve ark. 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-il asetat ile 1-benzil-4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1(H)-indol-5-il  asetat bilesiklerinin ~ (Sekil 1.18) enzimatik
rezolisyonla enantiomerik sentezini yiksek enantiomerik fazlallk (e.e.) ile

gerceklestirmislerdir [93].
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Sekil 1.18 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-il asetat (2a,2b) ve 1-benzil-4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1(H)-indol-5-il asetat (5) bilesikleri enzimatik rezollisyonu (b)
Rasemik hidroksilli bilesiklerin biyotransformasyonu icin bu c¢alismada hidrolitik
enzimler kullanilmistir. Lipazlar ucuz ve kolay bulunabilmelerinin yani sira organik
¢Ozliclilere karsi yuksek dayaniklihga ve yiliksek enantiyosecicilik icin gerekli genis

17



substrat araligina sahip olmalarindan dolayi kiral bilesiklerin enantiosaf olarak elde

edilmelerinde diger enzimlere ve metodlara karsi uygulama Ustiinligi saglamaktadir.

Enantiomerlerin saf olarak elde edilmesi ila¢g sanayiinde &nemli bir konudur. Bir
enantiyomer ilgili aktiviteden sorumlu iken digeri inaktif olabilir, aktif enantiyomere zit
ozellik gosterebilir ya da istenilen veya istenilmeyen ayri bir aktiviteye sahip olabilir.
FDA’nin verilerine gore tek-enantiyomer formundaki kiral ilaglarin diinya piyasasindaki
degeri gittikce artan bir ivme gostermektedir. Rasemik haldeki kiral ilaglarin
kullanilmasinin istenmeyen yan etkilere sebep olmasi nedeniyle hedef bilesiklerin

enantiyomerikge saf olarak elde edilmesi amaglanmistir.

1.2 Tezin Amaci

insan sagligi Gzerinde olumlu etkileri saptanan ilag éncii ve ara maddeleri olan a-
hidroksi keton, indol ve benzofuranon tirevlerinden elde edilen kiral Grinlerinin

enantiomerik olarak saf eldesi, ila¢ sanayiinde artan bir 6neme sahiptir.

Amacimiz ilag 6ncii hammaddeleri sentezlemek ve setezlenen bilesiklerin yiksek
enantiomerik fazlalikta, yliksek verim ve secicilikte hidrolitik enzimler ile
saflastirilmasidir. Bu hedefle gerceklestirilen ilk sentezde o©ncelikle 6,7-dihidro-6-
metilbenzofuran-4(5H)-on  bilesigi (2) sentezlenerek, mangan (lll) asetat
asetoksilasyonu ile 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigine
(3) acillendirilendirilmistir. Cesitli lipaz enzimleri ve cesitli ¢ozlicl sistemleri kullanilarak
secici hidrolizi gercektestirilen asetoksi benzofuranon bilesigi kiral hidroksi tiirevlerine
donistirdlmistir. Reaksiyon kosullari optimize edilmis ve kiral hidroksi tlrevlerinin

HPLC analizleri yapilarak e.e. (enantiomerik fazlalik) degerleri saptanmustir.

Diger bir sentez 6,7-dihydro-6-methylbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) ile bir alkilaminin
ylksek sicaklik ve disik basingta reaksiyona sokulmasi ile elde edilen 1-benzil-6,7-
dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi (7) ile gergeklestirilmistir. 1-Benzil-6,7-
dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin (7) potasyum permanganat ile acilasyonu
sonucu 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-okso-1H—-indol-5-il asetat bilesigi (8)
sentezlenmistir. Asetoksillenen indol tiirevinin saflastirma c¢alismalarina devam

edilmektedir.
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1.3 Hipotez

Dogal Uriinlerde yaygin olarak bulunan benzofuranon ve indol tirevleri; antillser,
antidepresant, antibakteriyel, antifungal, antienflamatori, antibiotik ve antikanser gibi
onemli biyolojik aktiviteleri ve bitki savunma mekanizmasinda Ustlendikleri rolleri
nedeniyle bilimsel ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. indol ve benzofuranonlara ek
olarak a-hidroksi ketonlar; biyolojik olarak aktif dogal Urinlerin asimetrik
sentezlerinde yapi birimleri olmalar sebebiyle, endistri ve akademik ¢alismalar

acisindan biyuk bir 6nem tasimaktadirlar.

Calisma kapsaminda dogal iriinlerde ve terapotik ajanlarda yaygin olarak bulundugu
bilinen ve ylksek biyolojik aktivieye sahip ilag ©6nci hammaddeleri olan
dihidrobenzofuranon ve dihidroindolon tiirevlerinin kemoenzimatik metodlarla sentezi

gercgeklestirilmistir.

Reaksiyon kosullari optimize edilerek, bilesiklerin yiiksek saflikta eldesi (zerinde

calisiimis ve NMR, IR gibi yontemlerle molekdiler yapilari teyit edilmistir.
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BOLUM 2

STEROKIMYASAL KAVRAMLAR

Atomlarin ve molekiillerin uzaysal diizenlenmeleri ve lg¢ boyutlu yapisi ile ilgilenen

bolimi stereokimyayi olusturur [94].

2.1 Kirallik

Kiral s6zcligl Yunanca’da el anlamina gelen chiros kelimesinden gelmektedir. Ayna
gorintisu ile Ust Uste ¢akismayan nesne ya da molekdller kiral olarak tanimlanir (Sekil
2.1). Ayna goruntusi ile Ust Uste ¢akisan nesne kiral olmayip akiraldir. Bir akiral nesne
ya da molekil kendi ayna gorintisi ile aynidir (Sekil 2.1) [95]. Kiralite olgusu canli
sistemlerde yaygindir. Aminoasitler, niikleik asitler, lipitler, karbonhidratlar, metabolik

ara bilesikler ve diger bircok biyomolekul kiraldir [96].

¢ [

Sekil 2.1 Kiral (solda) ve akiral (sagda) nesnelerin ayna goruntuleri
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2.2 Stereojenik Merkez

Genel olarak w, x, y ve z gibi dort farkh atom ya da grubunun bagh oldugu karbon

iceren molekdiller kiral molekuller olarak adlandirilir; karbon merkezi sterojenik merkez

olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.2). Stereojenik merkez ayrica kiral merkez, asimetrik

merkez ve stereomerkez olarak da adlandirilmaktadir [80].

\\%

C.,
ol %
Z

W

Z

Stereojenik merkez

|7

X

«C
Y\\l N

Sekil 2.2 Kiral molekilde stereojenik merkez

2.3 Molekiiler Yapu ile ilgili Temel Tanimlar

izomerler, ayni molekiil formiliine sahip ancak farkli olan bilesiklerdir (Sekil 2.3).

Yapisal ve stereoizomerler olarak iki grupta incelenebilirler:

izomerler

(Ayni molekil formuliine sahip
farkli bilesikler)

Yapi izomeri

(Atomlari farkh baglanma
dlzeninde olan izomerler)

Steroizomerler

(Atomlarin baglanma diizeni
ayni, fakat uzaydaki
dizenlenmesi farkh olan
izomerler)

Enantiomerler

(Birbirinin cakismayan ayna
gorintisi olan izomerler)

Diasteroizomerler

(Birbirinin ayna goriintlsu
olmayan steroizomerler)

Sekil 2.3 izomerlerin alt siniflari
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» Yapisal izomerler ayni molekil formaliine sahip ancak atom ya da atom gruplarinin

baglantilari farkl olan bilesiklerdir (Sekil 2.4). Bu tir izomerlik gosteren bilesiklerin

yapilari ve fiziksel 6zellikleri birbirinden tamamen farklidir [80].

& o T 2
N~ CH C CH3
R o o cHy” Yo~
1- Propanol 2- Propanol Etil metil eter

Sekil 2.4 C3HgO’nun yapi izomerleri
» Stereoizomerler ise ayni molekiil formuliine sahip atom ya da atom gruplarinin

baglantilari ayni ancak uzaydaki dizilislerinin farkh oldugu bilesiklerdir [80].

Stereoizomerler de enantiyomerler ve diastereomerler olarak iki sinifa ayrilirlar:

v’ Enantiyomerler, birbirinin ayna goriintisiu olan stereoizomerlerdir (Sekil 2.5)
[80].

d H
|—|3,C|—|2C:i CH,CH>

(R)-(-)-2-Klorbiitan (S)-(+)-2-Klorbiitan

Sekil 2.5 2-Klorbitanin enantiyomerleri

v’ Diastereomerler, birbirinin ayna goéruntisi olmayan stereoizomerlerdir (Sekil
2.6) [80].

CH; CHa

Hom—? Hom— S

H_-EBA-BI' Br-—-i—s—-H
EH, CHs

mezo-2.3-Dibromobiitan (28.35)-2.3-Dibromobiitan

Sekil 2.6 2,3-Dibromobiitanin diastereomerleri
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2.4 Polarize Isik, Optikce Aktiflik ve Asimetrik Karbon

Kendisinden veya ¢ozeltisinden gegirilen polarize 1s1gin diizlemini gevirebilen bilesiklere
optikce aktif bilesikler denilmektedir [80]. Stereoizomerlerin saf cozeltileri diizlem
polarize 15181 ayni derecede ve farkli yonlerde gevirirler. Bu nedenle stereoizomerler,
optik izomerler olarak da adlandiriimaktadir [80]. Kiral bir molekiiliin her bir
enantiyomeri optikce aktiflik gosterirken [95] her iki optik izomerin esit miktardaki
karisimini iceren bir ¢ozelti, iki izomerin zit etkileri birbirini yok edecegi igin, diizlem
polarize 15181 cevirmez [80]. Bir kiral bilesigin enantiyomerlerinden esit miktarda iceren
karisim rasemik karisim olarak adlandirilir ve herhangi bir optikge aktiflik gostermez.
Akiral molekillerde optikge aktiflik gostermez. Bir maddenin optikge aktiflik
gosterebilmesi icin madde kiral olmali ve enantiyomerlerden birinin miktari digerinden

fazla olmalidir [98].

Optikce aktif bilesenlerin polarize 1sik dizlemini saga veya sola ne kadar cevirdigini

Olcmek igin polimetre denilen aygittan yararlanilir (Sekil 2.7) [80].

Cevirme acis1

Diizlemsel
Isik kaynag polarize 151k oL oL —
Na lambasi / |—= [ 7
\ B .
\ § i -
oo, 3
y I"I;“ '
polarizor numune tipi analizér |~

Sekil 2.7 Polarimetre 6gelerinin sematik gosterilisi

Kiral bir maddenin tek bir enantiyomerini iceren bir ¢ozelti icerisinden dizlem polarize
olmus 1sik demeti gecirildiginde bu 1518In, polarizasyon dizlemini a acisi kadar saga ya
da sola cevirdigi gozlenir (Sekil 2.7) [95]. Optikce aktifligin olclisii cevirme acisi ile
baglantilidir. Bir maddenin optikce aktifligi 6zgll cevirme olarak ifade edilir ve [a]

sembolii ile gosterilir [99].
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izomer polarize 15181 saat ydniinde cevirirse, D veya + (dexter = sag), saat yoéniiniin

tersine gevirirse L veya - (laevus = sol) olarak ifade edilir [80].

2.4.1 Ozgiil Cevirme Agisi

Ozgiil gevirme agisi: [alp’  [a]pe = % [80] (2.1)

2.4.2 Optikge Aktiflik

Optikge aktiflik, bir bilesigin polarize isik diizleminin yoniini ¢cevirmesidir [80].

% Optikge saflik = 100 * % (2.2)
% Enantiomerik asirilik (%ee) = {g;g * 100 (2.3)
% Optikge saflik = % Optikce verim = % Enantiomerik asirilik (2.4)

2.4.3 Mutlak Konfigiirasyona Ait R-S Tanimlama Sistemi

Konfiglirasyon, bir atoma bagglanmis gruplarin lg¢ boyutlu diizenlenmesidir. Asagidaki

kurallarla belirlenir (Sekil 2.8):

En dasuk atom
numarasina sahip

R S

Sekil 2.8 Mutlak konfiglirasyon gosterimi

» Stereojenik karbon atomuna bagli gruplar belirlenir ve atom numarasina gore

siralanir.
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» En az oncelikli atom ya da grup sayfa dizleminin arkasinda kalacak sekilde

molekil yonlendirilir.

» En oncelikli olan gruptan azalan oncelik sirasina gore (1 > 2 > 3 ) gidildiginde
saat ibresinin yoniinde gidilmisse mutlak konfiglirasyon R (rectus ‘““sag’”’) olarak,

saat ibresinin tersi yoninde gidilmisse S (sinister “sol”’) olarak tanimlanir.

Mutlak konfiglirasyon, bagil konfiglirasyon ve spesifik konfiglirasyon arasinda bir
baginti yoktur (Cizelge 2.1). Konfiglirasyonu D veya L olan ayni zamanda + veya -, R

veya S olabilir [80].

Cizelge 2.1 Konfiglirasyonlarin karsilastiriimasi

D-, L- Bagil Konfiglirasyon

Stereojenik merkezde atom veya gruplarin ti¢ boyutlu dizenlenmesidir.

Mutlak degil karsilastirmalidir.

R-, S- Mutlak Konfiglirasyon

Atom veya gruplarin stereojenik merkez etrafinda li¢ boyutlu
diizenlenmesidir.

(+), () Spesifik Rotasyon

d-, I- Polarize 1518In saga veya sola ¢evrilmesi ile belirlenir.

2.5 Enantiyomerler

Enantiyomerlerin genellikle fiziksel ve kimyasal 6zellikleri aynidir (Sekil 2.9). Ayni
kaynama noktasi, erime noktasi, yogunluk, cevirme acisi blyukligline sahiptirler.
Enantiyomerler,  kristalizasyon, ekstraksiyon vb. yontemlerle ayrilamazlar.

Enantiyomerlerin ¢evirme acilarinin yoni ve biyolojik aktiviteleri farklidir [80].
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H

S
S
)
3

CHs S.aCHj
Cl CF——S:f
) (S

H5CH,C CH,CH3

(R)-(-)-2-Klorbiitan (S)-(+)-2-Klorbiitan

Kaynama noktasi: 328.11[K] Kaynama noktas1: 328.11[K]
Erime noktasi : 149.26 [K] Erime noktas: : 149.26 [K]
Kritik Sicaklik : 512.09 [K] Kritik Sicaklik : 512.09 [K]
Kritik Basing: 37.59 [Bar Kritik Baswg: 37.59 [Bar
Kritik Hacim : 302.5 [em’/mol] Kritik Hacim : 302.5 [cn’/mol]
Gibbs Enerjisi : -31.57 [kj/mol] Gibbs Enerjisi : -31.57 [ky/mol]
LogP:21 LogP: 2.1

He;n‘y sabiti: 0.11 Henry sabiti: 0.11

Sekil 2.9 2-Klorbltan enantiyomerlerinin 6zellikleri
Enantiyomerler, lc¢ boyutlu uzayda atomlarin diizenlenmesine bagh olarak farkh
ozelikler gosterebilirler. Ornegin, R-(-) karvon nane yaginin ana bilesigi iken, S-(+)-

karvon ise kimyon koku yaginin ana bilesigidir (Sekil 2.10).

CH, CH,

C c
/N /N
CH, CH, CH, CH,
R-karvon S-karvon

Sekil 2.10 Karvon enantiyomerleri

2.5.1 Enantiyomerlerin Biyolojik Etkileri

Kiralitenin, biyolojik aktivite icin onemli olmasinin nedeni molekiiler seviyede
simetrinin biyolojik stireclere hakim olmasidir. Kiralite biyoaktivite icin 6dnkosul degildir;

ancak stereojenik merkeze sahip biyoaktif molekiillerde enantiyomerlerin
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aktivitelerinde bulytk farkliliklar gozlenmektedir. Canli organizmalarin molekiler
bilesenleri ¢ogunlukla kiraldir ve kiralite bu molekillerin biyoaktif maddelerle
etkilesimlerinde baskin bir rol oynamaktadir. ilac, insektisit, herbisit, tat -koku vericiler
ve gida katki maddeleri gibi tim biyoaktif maddelerde enantiyomerik yapinin

gorilmesi mimkinddr [97].

2.5.1.1 Tat ve Koku Vericiler

Tat ve koku algisi, dil ve burundaki reseptoérler ile aroma maddeleri arasindaki 6zel
etkilesimler ile belirlenir. Ornegin karvonun iki enantiyomerinin her birinin kendi
karakteristik kokusu vardir. (R)- ve (S)- karvon arasindaki koku farkliligi burundaki alici
sinir bolgelerine karsi farkli davranis gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Burundaki
alici sinirler kiraldir ve bir enantiyomer, alici sinirlerin bir boélgesi icin uygunken diger
enantiyomer farkli bir bdlge icin uygunluk gostermektedir [97]. Limonen bilesigi
enantiyomerinden (S)-Limonen limon kokusu; (R)-Limonen portakal kokusu olarak

algilanmaktadir (Sekil 2.11) [95].

3HC CHj
oHC CHy

Sekil 2.11 Limonen bilesigi enantiyomerleri

2.5.1.2 Zirai Kimyasallar

Bitkiler, bdcekler ve mantarlar gibi canli organizmalar Uzerinde etkili olan zirai
kimyasallar enantiyosecicilik sergilemektedir. Hedef organizmadaki enzim ya da
reseptor ile biyoaktif maddelerin etkilesimi sz konusudur. ilaglar ile kiyaslandiginda
pestisitlerin miktari milyon tonlar ile ifade edilmektedir; bu nedenle kiral pestisitlerin

tek bir optik izomer seklinde Uretimi gevre Gzerindeki kimyasal yukiin % 50 azalmasi
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anlamina gelmektedir. Tek bir izomer seklinde tasarlanan pestisitler disik dozlarda

daha etkili, daha segici ve daha ¢evre dostudur [95].

Herbisit tarimda istenmeyen otlarin yok edilmesinde kullanilan kimyasallarin genel
adidir. a-ariloksipropionik asitler herbisitlerin ticari olarak 6nemli bir sinifini
olusturmaktadir, timiinde herbisidal etki (R)-enantiyomerine aittir. (R)-enantiyomeri
herbisidal etkisini bitki blyliime hormonu olan indol-3-asetik asiti inhibe ederek
gosterir. Gecmis yillarda Hollanda hikimeti herbisitlerin rasemat seklinde kullanimini
sinirlamis ve bu nedenle bir herbisit olan karbetamit saf (R)-enantiyomeri seklinde

Uretilmistir [95].

Tarim zararhsi bdécekleri 6ldirmede kullanilan  kimyasal maddelere insektisit
denilmektedir. Néroaktif bir insektisit olan deltametrin (i¢ asimetrik merkeze sahiptir
ve mimkiin olan sekiz optik izomerinden sadece biri olan R,R,S izomeri seklinde
satilmaktadir. Deltametrin 1950°li yillardaki DDT kadar aktif olan ancak memeli ve

kuslara zarar vermeyen glinimuzdeki en etkili insektisit olarak gorilmektedir [95].

2.5.1.3 Farmasotikler

Dogal tedavi edici ajanlarin blyik cogunlugu kiral molekillerdir ve dogada tek
enantiyomer seklinde bulunmasina ragmen uzun yillar boyunca sentetik kiral ilaglar

rasemat seklinde satisa sunulmaktadir (Sekil 2.12).

AKIRAL
DOGAL VE 6 :
__ | YARISENTETIK TEK iZOMER
OLARAK SATILAN
475
461
KiRAL
s 469
iLACLAR
w675 | | RASEMAT SEKLINDE
i SATILAN
AKIRAL 8
720
i TEK [ZOMER
—| SENTETIK |- | OLARAK SATILAN
1200 58
KiRAL
- 480 RASEMET SEKLINDE
SATILAN
- 422

Sekil 2.12 Kiral ilaglarin tek bir enantiyomer ve rasemat seklinde kullanimi [97]
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1990 yilina ait satis gelirleri esas alinarak hazirlanan liste incelendiginde kiral sentetik

ilaglarda enantiyosafligin 6nem kazandig1 goriilmektedir (Cizelge 2.2) [95].

Cizelge 2.2 1990 yilina ait satis gelirleri

ILAC TERAPOTIK SINIFI SATIS TUTARLARI
(MILYON $)
O Ranitidin Antitlser 2370
+ Amoksisilin Antibiyotik 2000
+ Ampisilin Antibiyotik 1800
+ Kaptopiril ACE-inhibitéra 1520
+ Enalapril ACE-inhibitér 1500
. Ibuprofen NSAID 1400
O Nifedipin Kalsiyum antagonisti 1290
+ Sefaklor Antibiyotik 1040
0 Simetidin Antitlser 1030
) Atenolol Beta-bloker 1020
O Diklofenak NSAID 975
+ Diltiazem Kalsiyum antagonisti 960
+ Naproksen NSAID 950
+ Sefaleksin Antibiyotik 900
+ Lovastatin Antihiperkolesteromi 750
O Famotidin Antitlser 630
° Iyoheksol Kontrast madde 620
+ Seftriakson Antibiyotik 600
O Piroksikam NSAID 585
° Albuterol Bronsacict 555

+ Optikce aktif (10 ilag), * Rasemik (4 ilag), ¢ Akiral (6 ilag)

BCC research arastirma verilerine gore; global kiral teknoloji marketinin 2008 yilinda
%3,3 bliyimeyle toplamda yaklasik 4,3 bilyon dolar, 2009 yilinda ise toplamda 4,5
bilyon dolara yikseldigi bildirilmistir [100]. 2009 yilinda kiral sentez Urlinlerinin 3,6
bilyon dolar, kiral analiz marketinin ise 714 milyon dolar degerinde oldugu
hesaplanmistir (Cizelge 2.3). BCC research Nisan 2012 raporuna gore; 2011 yilinda
global kiral teknoloji marketinin toplamda yaklasik olarak 5,3 bilyon dolar degerinde
oldugu saptanmis, kiiresel kiral teknoloji marketinin 2011 yilindan 2016 yilina kadar
yillik bilesik biyiime oraninin (CAGR) %6,5 artarak toplamda 7,2 bilyon dolara ulasacagi
ongorilmektedir [100] (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.3 BCC researh 2007-2014 kiral teknoloji market raporu

4,500 4

Kiral sentez B Kiral analiz (JKiral rezolisyon

Cizelge 2.4 BCC researh 2011-2016 kiral teknoloji market raporu

6,000 7

5,000 A

4,000 |

3,000 J

Milyon $

2,000 4

1,000 4

2011 2012 2013 2016

[ Kiral sentez B Kiral analiz (Jkiral rezoliisyon

Enantiyomerlerin kiral ayrimi; 6zellikle ila¢ endustrisi, klinik analizler, gida analizleri ve
adli analiz alanlari icin olduk¢a 6nemli bir calisma alanidir. Bir enantiyomer, arzu edilen
psikolojik, farmakolojik, farmakodinamikler ve farmakokinetik ozelliklere tesir
edebilirken; diger enantiyomerler cok farkh psikolojik rol, canli organizmalarla farkli
etkilesimler ve kimyasal ve biyoteknolojik proseste farkh aktivite sergileyebilmektedir

[101].

Enantiyomerler farmakolojik etkilerine gére eutomer ve distomer olarak adlandirilir.
Tedavi edici aktif izomer igin ‘eutomer’ terimi, daha az etkili inaktif izomer igin

‘distomer’ terimi kullanilir. Bir rasemik ilacin tedavi edici olmayan inaktif izomeri
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(distomer) istenmeyen safsizlik olarak nitelendirilir ve farkli farmakolojik etkiler

gosterir [95];

A. Her iki enantiyomer bagimsiz veya birlikte tedavi edici etkiye sahiptir.
B. Enantiyomerlerden biri aktif digeri inaktif 6zellik gdsterebilir.

C. Enantiyomerler birbirinin tam tersi bir etki gdsterebilirler.

A. Her iki enantiyomer bagimsiz veya birlikte tedavi edici etkiye sahiptir;

Her iki enantiyomer bagimsiz tedavi edici etkiye sahip olabilir. Bir kiral ilacin her iki
izomeri istenen, ancak farkli tedavi etkisi gdsterebilir. Ornek olarak dekstropropoksifen
analjezik bir ajan iken, levopropoksifen etkili bir &ksiriik dnleyicidir (Sekil 2.13). ilging
olan birbirinin ayna goriintisi olan bu iki molekdl iki farkli ilag olarak Eli Lilly firmasi

tarafindan piyasada satiimaktadir [95].

a) (2R,3S)-(+)-Dekstropropoksifen  b) (2S,3R)-(-)-Levopropoksifen
Sekil 2.13 Dekstropropoksifen ve levopropoksifen molekiiler yapisi

Her iki enantiyomer tedavi icin avantaj saglayabilir. Her iki enantiyomerin istenen
tedavi etkisini saglamada farkli yollardan katkida bulundugu kiral ilaglar mevcuttur.
Ornegin, diiiretik olarak kullanilan indakrinonun R-(+)-enantiyomeri aktif bir diiiretiktir.
R-enantiyomeri Urik asit olusumunu engelleyerek istenmeyen yan etkiler gosterirken,
S-enantiyomeri (rik asit salgisini artirarak R-izomerinin antagonisti (karsiti) olarak

gorev yapar. Bu gibi durumlarda ilaglarin rasemat seklinde satisi iyi bir fikir olarak
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gorilebilmektedir, ancak yapilan ¢alismalar iki enantiyomeri 9/1 oraninda igeren

karisimlarin tedavi icin daha uygun oldugunu gostermistir [97].
B. Enantiyomerlerden biri aktif digeri inaktif 6zellik gosterebilir;

Distomerin ciddi yan etki gostermedigi durumlar igin kiral ilaglar rasemat seklinde
uygulanir. Ornegin beta blokerler, adrenerjik reseptorlerin bloke edilmesi yoluyla
antihipertensif etki (kan basincinin diismesi) gosterirler. Beta blokerlerin neredeyse
timinde S-enantiyomerinin tedavi edici etkiye sahip olmasinin nedeni S-
enantiyomerinin adrenerjik hormon olan noradrenaline vyapisal olarak ¢ok
benzemesidir (Sekil 2.14). Piyasada li¢ 6nemli beta-bloker olan propanolol, atenolol ve
metoprolol'lin rasemat seklinde satilmasinin nedeni klasik yontemler ile ayrilmalarinin

zor olmasi ve distomerlerin ciddi yan etkiler gostermemesidir [95].

‘ )\ OH
o N HO g

a HO b
Sekil 2.14 a) (S)-Propanolol, b) Noradrenaline

Eger beta-blokerler yeni ilaglar olarak bugiin tanimlanmis olsaydi, hemen hemen hepsi
tek bir enantiyomer seklinde satilirdi. Clink(i rasemat seklinde satilanlarda distomer

gereksiz bir izomerik yik olusturmaktadir [95].

Beta blokerlere ek olarak iltihap giderici bir madde olan ibuprofen'in (Advil, Motrin,

Nuprin) yalnizca (S) izomeri etkindir (Sekil 2.15) [103].

CHg CHs
HsC—C—CH, CH—C—OH
H O

Sekil 2.15 ibuprofen bilesigi

32



Yiksek tansiyona karsi kullanilan bir ilag olan metildopa (Aldomet) etkisini yalnizca (S)

izomeriyle gostermektedir (Sekil 2.16) [103].

CHs

H, |

G —C—COH
NH,

HO

OH

Sekil 2.16 Metildopa bilesigi

Kiral bir bilesik olan Kloroamfenikol rasemat seklinde satilan ilaglar arasindadir. (R,R)-
Kloroamfenikol antibakteriyal 6zellik gosterirken, (S,S)-Kloroamfenikol inaktif 6zellik

gostermektedir (Sekil 2.17) [102].

OH OH
OH HO
NHCOCHCI; NHCOCHCI
0N NO,
N Chloroamphenicol - .
(R.R) antibakteriyal (S.S) inaktif

Sekil 2.17 Kloroamfenikol’'un enantiomerik formlari

Orneklerden anlasilacagl Uzere; ilaclarin rasemik olarak kullaniimasinda, viicuda
alinmasi gereken birim miktardaki etken maddeyi karsilamak icin iki kat rasemik
karisim almak gerekmektedir. Kaynaklarin ve {riiniin yarisinin bosa harcanmis olmasi
bakimindan, ilaglarin bir enantiomeri etkisiz olsa dahi rasemat seklinde satilmasi
ekonomik agidan istenmeyen durumdur. Sonug olarak tek bir enantiomer her zaman

icin rasemik karisima gore daha fazla tercih edilmektedir [102].
C. Enantiyomerler birbirinin tam tersi bir etki gosterebilirler;

Distomer istenmeyen yan etkiler gosterebilmektedir. Distomerin ciddi yan etkilere
sebep oldugu bilinen ilaglara en iyi 6rnek talidomit yani N-ftalilglutamik asit amid'dir.
(Sekil 2.18). Talidomit'in her iki enantiyomerini bir arada iceren ve 1957 vyilinda
Almanya’da satisa sunulan, gebelerin mide bulantisi gibi sikintilarini gidermek amaciyla
zamanla kullanimi yayginlasan ilacin gebeler tarafindan tiketilmesi ile binlerce sakat

dogum gerceklesmistir. ilacin etkisi ancak 1963’te kesfedilmistir. Talidomidin
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teratojenik (fetlsiin normal gelisimini engelleyen ve gesitli anomalilere yol agan)
etkisinden dolayr meydana gelen dogum anomalileri tarihteki en &6nemli ilag

facialarindan bir olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.18) [98].

Sekil 2.18 Talidomit ilaci, ilaca bagh dogum anomalileri ve Talidomid’in Kanada’daki
kurbanlarinin dernek logosu

Facia neticesinde yapilan inceleme ile talidomidin (R)-enantiyomerinin sinirleri
yatistirici, (S)-enantiyomerinin teratojenik etki gosterdigi tespit edilmis (Sekil 2.19);
sadece (R)-enantiyomeri iceren ila¢ kullanilmasi halinde bu facianin yasanmayacak

oldugu aciklanmistir [98].

Sekil 2.19 Talidomit'in sinirleri yatistirici (R)-enantiyomeri ile teratojenik etki gosteren
(S)-enantiyomeri
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Distomerin istenmeyen yan etkiler gosterdigi diger bir 6rnek ise ketamindir. Ketamin
anestezik ve analjezik olarak kullanilan bir maddedir. Rasemat seklinde
uygulanmasindan dolayr anestezi sonrasi hastalarda halusinasyon ve zihinsel
karisikhklar gozlenmistir. Ketaminin enantiyomerleri arastirildiginda S-(+)-Ketaminin
anestezik oldugu, istenmeyen yan etkilerin biyilk ¢ogunlukla R-(-)-Ketamin ile iliskili

oldugu gorulmustar (Sekil 2.20) [95].

H,C H H. _CH
. 3
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N
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a

Sekil 2.20 a) S-(+)-Ketaminin ve b) R-(-)-Ketamin

Ornegin viicudun agir metal zehirlenmesinde antipod olarak kullanilan ve bir a-amino
asit olan penisilaminin D- ve L-enantiomerleri farkh etki gostermektedirler. D-
penisilamin agir metallerin viicuttan atilmasina yardimci olurken L-penisilamin korliige

neden olmaktadir (Sekil 2.21) [102].

NH,
HaC H4C
HsC COOH H,C COOH
HS

HS
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D-Penisilamin L-Penisilamin
Sekil 2.21 D-L Penisilamin

Orneklerden anlasilacagi lizere distomerlerin ciddi yan etkilere neden olabilmesi

ilaclarin kesinlikle tek bir enantiyomer seklinde Uretimini zorunlu hale getirmektedir

[95].

35



BOLUM 3

KiRAL iLACLAR

Kiral ilaglarin gerek maliyet, gerekse insan sagligina olumsuz etkilerinden o6tiri
enantiyomerik olarak saf Gretimlerinin 6neminin giderek artmasi, kiral bilesenlerin
enantiyomerik saflastirilmasini da gerekli hale getirmistir. Bu amacgla ¢esitli ydéntemler
kullanilmakta ise de en bilylk basariya, hammaddeye bagl olmak lzere canli

sistemlerde ya da canli sistemlerin enzimleriyle ulasiimistir.

Bu calismada insan saghgi lizerinde olumlu etkileri saptanan ilag dncli ve ara maddeleri
olan indol turevleri, a-hidroksi ketonlar, benzofuranonlar gibi kiral bilesiklerin ya da
UrGnlerinin enantiomerik fazlalastirilmasi amaciyla; ucuz, tekrar kullanilabilir, yesil
kimya prosesine uygun, diislik aktivasyon enerjisi sartlari saglayan ve optikcge safligi cok
yliksek olan enzimler ile biyotransformasyonundan bahsedilmistir. Bu amagla;
kullanilan bilesiklerin, enzimlerin ve cesitli reaksiyonlarin aciklamalari yapilmis, avantaj

ve sinirliliklari degerlendirilmistir.

3.1 ilacin Tanimi, Gelisimi ve Tiirkiye’nin ilag Sektoriindeki Yeri

Diinyadaki gelisen tim olaylarin odak noktasinda insan yer almaktadir ve her olay insan
Uzerine dayandirilmaktadir. Konu insan lzerine gelince, insan yasami dolayisiyla, insan
sagligl 6n plana gegcmektedir. insan sagliginin korunmasi ve tedavisinde ila¢ en énemli

rolii oynamaktadir [104].

ilk ilac M.O. 1500 yillarinda Misir’da kullanilmaya baslanmistir. M.O. 1500’den M.S.
1930°lu vyillara kadar cok az sayida ilag mevcuttu ve bunlar bazi hastaliklarin
iyilestirilmesinde veya belirtilerinin giderilmesinde, uykuyu kolaylastirmada ve agri

dindirmede kullanilan doga kdkenli ve sentetik olmayan ilacglardi. Sentetik kdkenli
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ilaglarin bulunmasi 1930’lu yillara rastlamaktadir. Sulfanilamidlerin kesfiyle terapotik
devrim adi verilen sire¢ baslanmistir [104]. 1950'lerden sonra ilag metabolizmasinin

gelisiminde;

» ilag bilimcilerin istenmeyen ilag yan etkilerine neden olan metabolitler

Uzerindeki galismalarinin artmasi,
metabolik reaksiyonlarin 6nemi ve gesitliligi ile ilgili farkindahginin artmasi,
ilag oncllleri Gzerindeki ¢igir agan galismalar,

analitik cihazlarin hizla gelismesi,

YV Vv VYV V¥V

bilimsel kabul goren bilimsel didaktik kitaplarin yayinlanmasi etkili olmustur

[105].

Bilimsel olarak kabul géren didaktik kitaplardan en énemlileri R. T. Williams tarafindan
yayinlanan ‘Detoxication Mechanisms’ (Detoksifikasyon Mekanizmalari) ve o6zellikle
1959 yilindaki ikinci baskisidir [105]. 1950'lerden sonra ilag metabolizmasi ile diger
xenobiyotiklerin metabolizmalari tGizerindeki galismalar; kimya (analitik, fiziko, organik,
organomekanik, yapi vb.), biyoloji (biyokimya, enzimolji, genetik vb.), yapi egilimi
(absorpsiyon, dagilma, yigilma, ekstresyon, farmakokinetik), cevre bilimleri, farmakoloji
ve toksikolojinin (molekdler ve klinik) birlikte degerlendirildigi multidisipliner bir bilim

dali haline gelmistir.

Ulkelerin hizla gelisen ila¢ sektoriiniin gelisimindeki payi A, B, C1, C, ve D olmak iizere
cesitli gruplara ayrilmistir. A grubunda yer alan llkeler, blylk ve ¢agdas ilag sanayiine
sahip, blinyelerinde Ug¢ cesit ilag firmasini bulundurmakla beraber biyik birlesen
firmalarin sektore hakim oldugu Ulkelerdir. B grubunda yer alan (lkelerde ila¢ sanayii
sadece bulus yapan ve kopya eden firmalardan olusmustur. C grubunda yer alan
Ulkelerde ilag¢ sanayii cogunlukla kopya eden firmalar tarafindan olusturulmus olmakla
birlikte faaliyet gosteren firmalar ithal edilen girdileri tretimde kullanarak mamul ilag
haline getirilmektedirler. Tlrkiye C grubunda terapo6tik parcaciklar ve nihai (riin
(mamul ilag) Ureten (lkeler arasinda yer almaktadir. D grubunda yer alan ulkelerde ise
pazar pay! kiiclik oldugundan ve ilag Giretimi olmadigindan talep tamamen ithalat yolu

ile karsilanmaktadir [104].
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3.2 ilag Tasarimi

"llag adayi tasarimi" arastirmalari, genellikle molekiil yapisi bilinen molekiiller (izerinde
yogunlastirilmistir.  “Rasyonel ila¢ tasarimi" olarak adlandirilan yontemde amag;
biyoinformatik ve islemsel biyoloji gibi bilgisayar yontemlerini kullanarak, hedef
protein veya diger molekillerin aktif veya islevsel bolgelerine karsi uyum gosterecek
molekdillerin bilgisayar ortaminda tasarimi yapilarak tespit edilmesidir. “Rasyonel ilag
tasarimi" ayni zamanda tedavi edici 6zelligi olan yeni etkin maddelerin bulunmasini
hizlandiran yodntemleri de icermektedir. Ornegin, bilgisayar destekli tasarim ve
molekiiler modelleme kullanilarak yeni bilesiklerin tasarlanmasi mimkin olmaktadir.
llag aday tasarimi calismalari sonucunda secilmis olan kimyasal molekiillerin
sentezlenmesi, etkinlik derecelerinin belirlenmesi ve etkenligi saptanan molekiillerin
daha ileri ¢alismalar yapilarak ilag olarak kullanilabilmesi, ilag gelistirmedeki diger

asamalari olusturmaktadir [106].

3.2.1 ila¢ Tasariminda Benzofuranon Tiirevlerinin Yeri

Heterosiklik organik bir bilesik olan furan halkasini (Sekil 3.1) iceren bilesikler; a-amino
asitler, B8-laktamlar, indilozinler, quinolizidinler ve piperidin alkoloidler gibi pek ¢ok
dogal Urlnlin sentezinde dnemli yapi taslaridir [107]. Furan bilesigi sentezi icin, elde
edilmek istenilen bilesige 6zgli yontemler kullaniimaktadir. Ornegin, 1,3-
siklohekzandion'dan kloroasetaldehit katalizorlGgu ile 4-okso-4,5,6,7-

tetrahidrobenzofuran bilesigi sentezlenmektedir [108].

O

\ /

Sekil 3.1 Furan halkasi

2-kloro-1-(furan-2-il)etanol ve 2-kloro-1-(furan-2-il)etil asetat bilesiklerinin sentezi icin
a-haloketonlarin asimetrik hidrojen transferi ile indirgenmesi veya kiral olmayan
ortamlarda indirgeyici gruplarla olusturulan rasemik karisimdan biyokatalizorlerle

kinetik rezoliisyon yontemi kullanilabilmektedir (Sekil 3.2) [102].
38



OH OAc
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Sekil 3.2 2-Kloro-1-(furan-2-il)etanol (1), 2-kloro-1-(furan-2-il)etil asetat (2) bilesikleri

Furan bilesigi tirevlerinden olan benzofuran halkasi incelendiginde benzer sekilde
biyolojik aktivite gosterdigi gdzlenmektedir. Ornegin, insan bagirsak ve pankreasinda
kanserojen etki gosteren glikojen sentaz kinaz 38 (GSK-38) inhibitori olarak gorev
yapan benzofuran-3-il-(indol-3-il)maleimides bilesiginin; kanser terapisi ve merkezi
sinir sisteminde (MSS) bozukluklarina karsi 6nemli uygulamalari bulundugu

saptanmistir (Sekil 3.3) [109].

H
Q=M. _.0
hihxaa
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X Me ¥

Sekil 3.3 Benzofuran-3-il-(indol-3-il)maleimides bisesigi molekiiler yapisi ve ana sablonu

Benzofuranonlarin, antimalaryal [8], [19]; anti-HIV-1 [35]; secici sitotoksik aktivite [7];
multi ila¢ dlzenleyici aktivite [16]; antinosiseptif [1], [23]; anti-inflamatuar [1];
antitimor [1], [2], [7], [10], [18]; anti-anjiyogenez [17]; antibakteriyal [1], [9];
antifungal [1], [4], [9]; antileichmanyal [1] gibi bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica amiloid plaklarinin goériintilenmesinde [12], [21]; MS [16] ve
Alzehimer [22] hastaliklarinin tedavisinde kullanim alani bulan benzofuranon
bilesikleri, oksijen ve karbon merkezli radikallere karsi antioksidan olarak [27] gbrev

yapmasl yaninda, polipropilen [28] 6zellik de géstermektedir.
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3.2.2 ilag Tasariminda indol Tiirevlerinin Yeri

indol tiirevleri tizerinde yogun arastirmalar yapilmasinin baslica nedeni, bircok indol
tirevinin genis bir biyolojik aktiviteye sahip olmasidir. Ornegin, Brassicaceae
familyasinda  (turpgiller) yiksek miktarda glukobrassikin  tirevi indol-3-
ilmetilglukosinolat bulunmaktadir [37]. Bitki hormonu indolil-3-asetik asit (IAA),
merkezi sinir sisteminde onemli etkinlikleri olan bir nérotransmitter olan serotonin (3-
(2-aminoetil)5-5 hidroksiindol) ve kanser oOnleyici 06zelligi olan brassinin dogal

Urinlerden izole edilen indol tiirevleridir (Sekil 3.4) [110].

H
N "_%-.-
_—~COOH — e
/ MH f’“‘x
Efﬁ\g HD\Eﬁ\% 2 S % i
o~
N Z N v “N
H H
Indolil-3-asetik asit Serotonin Brassinin

Sekil 3.4 Dogal Urlnlerden izole edilen indol tiirevleri

indol halkasi tasidig terapétik deger nedeniyle medisinal kimya igin dnemli kondanse
halkalardan biridir. indol azotu doymus olsun ya da olmasin, halkanin 3. konumu her
zaman reaksiyonlara acik bir durumda bulunmaktadir. Agik olan 3. konum, bir elektrofil
ile doyurularak benzenin aromatizasyonunu bozmadan kararli bir ara Grin
olusturulmasini saglamaktadir. indol halkasinin iki totomerik formda bulunmaktadir.
Bunlar; daha kararl olan enamin ve 3H-indol ile imin formlaridir. indol halkasindaki 2.
ve 3. karbonlar arasinda yer alan pi bag sikloadisyon reaksiyonlarina imkan
saglamaktadir (intramolekiiler sikloadisyonlar, intermolekiiler olanlara kiyasla daha
kolay olusmaktadir) [111]. indol halkasinin bu &zelliklerinden faydalanilarak

sentezlenen bilesiklerde bir¢ok biyolojik aktivite saptanmistir.

indol halkasi iceren bilesiklerin, koroner dilator (kan damari genisletici) 6zellik [38],
antibakteriyal [40], [42], [48], [51], [53], [54]; antifungal [40], [42], [48];
antileishmanyal [41], [70]; antitliberkiloz [42], [43]; antiviral [44]; antikonvilsant [45],
[46] anti-timor [47], [51], [53], [57], [58], [59], [60], [61], [62], [63], [64], [65], [66],
[67]; antiproliferatif [58]; antidepresan [74]; HCV (Kronik Hepatit C virlisi) replikasyon
inhibitor [68]; anti-HIV [49] ve GAL3 reseptor antagonist [50] aktivite gosterdikleri
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bilinmektedir. Ustiin biyolojik aktiviteler gdsteren indoller; astim, alerjik rinit [71], kalp
damar rahatsizliklari [69], sizofreni tedavisinde [76] uygulama alani bulmaktadir. OLED
teknolojisinin altyapisinda kullanim alani bulunan [77] indollerden; dokularin,
organlarin ve 6zellikle nekroz hastaliklari ile miyokardiyal-serebral enfarktisiin teshisi

ve gorintilenmesi icin kontrast ajani olarak da yararlaniimaktadir [38] .

Sentetik olarak Uretilen ve ila¢ aktif maddesi olarak kullanilanlar indol tirevlerine
ornek olarak; agri kesici ve ates diistrlict etkisi olan indomethasin, migren tedavisinde
kullanilan sumatriptan, ylksek tansiyon ve kalp ritmi tedavisinde kullanilan pindolol,
6semi tedavisinde kullanilan vincristin ve anti-timor 6zellik gosteren mitomisinler ile

bazi elipsin tlrevleri verilebilmektedir (Sekil 3.5) [110].
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Sekil 3.5 Sentetik olarak uretilen ve ilag aktif maddesi
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3.2.2.1 indol Kimyasi ve Reaksiyonlari

indoliin kimyasal olarak pek c¢ok degisik modifikasyonu bulunmaktadir. indol
molekiliniin tercih edilen sistematik adi 1-benzo[b]piroldiir [112]. indol halkasi;
benzen ve pirol halkalarinin birlesimiyle meydana gelmesine karsin, kendisini olusturan
iki bilesikten farkli aromatik karakterler sergilemektedir. Yapisindaki azot atomu
Uzerindeki ortaklanmamis elektronlarinin, halkadaki m-elektronlarina dahil olmasiyla

naftalin gibi 10 n-elektronuna sahip, aromatik bir bilesiktir (Sekil 3.6) [110].
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Sekil 3.6 Benzen, pirol, naftalin ve indol bilesiklerinin molekiler yapilari

indolleri sentezlemek icin kullanilan reaksiyonlar genel olarak;
— Fisher indol sentezi
— Reissert indol sentezi
— Leimgruber-Batcho indol sentezi
— Madelung indol sentezi
— Bischler indol sentezi
— Bartoli indol sentezi
— Gassman indol sentezi
— Fukuyama indol sentezi
— Sugasawa indol sentezi
— Nitrenlerin halkalasmasi yoluyla indol sentezi

— Nenitzescu indol sentezi
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seklinde siralanabilir. Genel bilinen indol sentez reaksiyona ek olarak daha 6zel sentez
reaksiyonlari da bulunmaktadir [108], ancak iglerinde en eski ve en ¢ok kullanilanina

deginirsek:

3.2.2.1.1 Fisher indol Sentezi

Fisher indol sentezi; arilhidrazonlarin bir asit katalizérliglinde isitilmasi ve yapidan

amonyak ayrilmasini iceren bir halkalasma reaksiyonudur (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 Fisher indolizasyonunun mekanizmasi
Halkali indol (14); arilhidrazon (26); fenil hidrazin (27); aldehit veya ketonlar (28)

Reaksiyon genel olarak iki asamada incelenebilmektedir. Birinci asamada fenil hidrazin
turevleri aldehit veya ketonlar ile kondenzasyon reaksiyonu vererek arilhidrazonlari
olusturmakta; ikinci asamada ise olusan arilhidrazonu, bir asit veya bir Lewis asidi ile
yuksek sicakliklarda yapidan amonyagin uzaklastirilmasi ile halkali indol yapisi elde

edilmektedir [110].
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3.2.3 ilag Tasariminda a-Hidroksi Keto’nun Yeri ve Eldesi

Enantiyomerik olarak saf a-hidroksi ketonlar, biyolojik aktif bilesiklerin sentezinde
onemli yapi taslaridir ve c¢esitli maddelerin asimetrik sentezi igin baslangi¢
molekdilleridir. Endistriyel agidan énemliilaglarin ve dogal Grlnlerin sentezi icin gerekli
olan kiral alkollerin iretiminde kullaniimalarinina ek olarak 2-hidroksi propiyofenon

trevlerinin sentezinde anahtar ara trtinlerdir.

Kimyasal olarak; kiral triazolyum tuzlarinin katalizor olarak kullanildigi C-C bag olusum
tepkimeleri ve C-C bagi olusumuna dayanmayan optikce aktif enolatlarin stereosecimli
oksidasyonu, optikce aktif okzaziridinler kullanilarak prokiral enolatlarin oksidasyonu,
kiral titanyum onalatlarinin segimli oksidasyonu ve silil enol esterlerin asimetrik

oksidasyonu yollariyla yapilmaktadir [97].

Biyokatalitik olarak; enantiyose¢imli a-hidroksi ketonlarin sentezi ise aromatik
aldehitlerden C-C bagi olusumuyla, a-diketonlarin indirgenmesi, rasemik a-hidroksi,
perokso ve asetoksi ketonlarin kinetik rezollisyonu ve derasemizasyon yontemleri ile

gerceklestirilmektedir [97].

Ornek olarak bir a-hidroksi keton olan benzoinin rasemik benzoin asetattan hidroliz

tepkimesi ile enantiomerik sentezi Sekil 3.8’de goriilmektedir [107].

O 0
I 'ﬁ‘ |
G\c + H,0 Lipaz C + C\c;
b—c—CH, < O—C—CHj
I 2l l
8] O
Rasemil Benzoin Asetat (5)-Benzom (F)- Benzoin Asetat

Sekil 3.8 Rasemik benzoin asetatin lipaz katalizli hidroliz tepkimesi

a,8-Doymamis ketonlarin asetoksillenmesi reaksiyonlarinda Mangan (lll) asetat da
yaygin olarak kullaniimaktadir (Sekil 3.9) [103]. Mangan (lll) asetat ve Mangan (ll)
asetatin katalizledigi doymamis ketonlarin asetoksillenme reaksiyonlari [113];

potasyum permanganat araciligiyla da gerceklestirilmektedir [114].
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Sekil 3.9 a,8-Doymamis ketonlarin o’-asetoksillenmesi

Kiral a-hidroksi ketonlar, biyolojik aktivite gosteren dogal tiriinler icin dGnemli yapilardir.
Rasemik alkollerin kinetik rezollisyonu igin iyi prokiral substratlardir [79]. Kiral a-
hidroksi ketonlar, antibiyotik [80]; antibakteriyel [80]; antifungal [23]; antinosiseptif
[23], [24], [25]; antidepresyon [80]; anti-virttik [80] etkilerine ek olarak potasyum
kanal agicilari [97] ve cesitli kalp ilaglarinin [97] sentezlenmesinde 6nemli yapi
taslaridir. a -Hidroksil ketonlarin enfeksiyon, aleriji, timefaksiyon (kabarti), rheumatoid
arthritis ve kanser gibi rahatsizliklara karsi tstlin 6zellikler gosterdigi de saptanmistir

[82].

3.3 Saf Enantiyomer Kaynaklar

Enantiyomerikge saf ilaglarin ve zirai kimyasallarin sentezlenmesi igin kullanilan saf
enantiyomerler baslica (i¢ kaynaktan elde edilmektedir (Sekil 3.10) [97]. Birinci kaynak
saf enantiyomer seklinde dogal olarak var olan karbonhidrat, terpen, alkoloid tirevi
kiral molekillerin bitki ve hayvan materyallerinden ekstraksiyon yoluyla elde
edilmesidir. ikinci kaynak, ucuz ve bolca bulunan karbonhidrat kaynaklarindan De novo
fermentasyonu ile mikroorganizmalarca Uretilmesidir. De novo fermentasyonu; laktik
asit, tartarik asit ve L-amino asit gibi basit yapili kiral molekiiller ile antibiyotikler,
hormonlar ve vitaminler gibi daha kompleks molekiillerin dnemli Giretim kaynagidir. Saf
enantiyomerlerin elde edilmesi icin Uglinci kaynak ise kiral veya prokiral baslangi¢

maddelerinden kimyasal veya biyokimyasal olarak sentezlenmesidir [95].
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Sekil 3.10 Baglica saf enantiyomer kaynaklari

Kiral havuz; ucuz ve dogal olarak bulunan {Urinler veya tirevleri olarak
tanimlanmaktadir. Kiral molekiller konfiglirasyon dénisimi ya da kiralite transferi

gibi kimyasal yollarla sentetik Grlinlere dontstiriilmektedir [95].

3.4 Enantiyomerleri Ayirma Yontemleri

Esit miktarda enantiyomer iceren karisima “rasemat” denilmektedir. iki enantiyomeri
iceren karisimdan istenen enantiyomerin ayrilmasina ise “rezoliisyon” denilmektedir.

Rezollisyon yontemleri asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
— Enantiyomerleri Kristallendirerek Ayirma
— Enantiyomerleri Diastereomerlere Donlistlirme
— Asimetrik Sentez
— Kinetik Rezollisyon
— Dinamik Kinetik Rezollisyon

— Kromatografik Yontemle Ayristirma

3.4.1 Enantiyomerleri Kristallendirerek Ayirma

Konglomerat (kiimelesmis) tilrde kati kristallere uygulanabilen bir yontemdir.
Enantiyomerlerden birinin kristallenmesi, digerinin kristallenmemesi icin asi kristalleri

veya katki maddeleri eklenerek tercihli kristalizasyon saglanabilmektedir [98].
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3.4.2 Enantiyomerleri Diastereomerlere Doniigtiirme

Diastereomerlerin 6zelliklerinin farkli olmasindan vyararlanilarak uygun yodntemle
ayirma islemi gergeklestirilir. Diastereomerler ayrildiktan sonra, kiral bileseni ve

ayrilmis olan enantiyomeri elde etmek icin tepkimeler gergeklestiriimektedir (Sekil

3.11) [98].
(R+S) <+ R » (R-R) + (R-S)
Enantiyomer Kiral Diastereomer
Cifti Tepken Uriin
(Ayrilamaz) (Ayrilabilir)

Sekil 3.11 Enantiyomerlerin distereomerlere dénistirilmesi

3.4.3 Asimetrik Sentez

Asimetrik sentezde optikce aktiflik (kiralite); kullanilacak olan kiral grup, kiral cevre ve
kiral baslangic maddesi ile baglantilidir. Optik¢e aktiflik igin reaktiflerin segiminde

asagidaki durumlar dikkate alinmalidir:
» Yiksek enantiyosegicilik,
» Kullanilan grubun reaksiyon sirasinda yeni bir kiral merkez olusturmasi,

» Reaksiyon bittikten sonra rasemizasyona neden olunmamali ve ortamdan

kolayca uzaklastirilabilmeli,

» Kullanilan kiral grubun enantiomerik fazlaliginda degisiklik olmadan ytiksek

verimle geri kazanilabilmeli,

» Kiral grubun elde edilmesi ucuz ve hizl olmalidir [102].

3.4.4 Kinetik Rezoliisyon

Rasemik karisimdaki enantiyomerlerin kiral katalizorler yardimiyla baska bir kiral
bilesige donlisimi sirasinda enantiyomerlerin biri digerine gore daha hizli hareket
etmektedir. Olusan hiz farkindan yararlanilarak enantiomerlerin ayristiriimasina kinetik

rezollisyon denilmektedir. Kinetik rezollisyon;
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— Kimyasal kinetik rezoliisyon
— Enzimatik kinetik rezollisyon

olarak ikiye ayrilir. Kiral katalizor farklihgi, enantiomerlerin Griine donisimi sirasinda
olusturduklari gegis komplekslerinin aktivasyon enerjilerinde degisiklige neden
olmaktadir. Dusik aktivasyon enerjisine sahip gegis kompleksini olusturan
enantiyomerin Uriine donidsiimi daha hizh gerceklesmektedir (Sekil 3.12). Aktivasyon
enerjileri arasindaki fark arttikca dusik enerjili olan enantiomerin dontsim hizi,
ylksek enerjili olan enantiyomere gore daha yiksek olacagindan enantiomerik fazlalik
(e.e.) artmaktadir [102].
kr=kg
(RS-A —» B + (S)-A

Sekil 3.12 Rasemik karisimin %50 verimle kinetik rezolisyonu [112]

3.4.5 Dinamik Kinetik Rezoliisyon

Kinetik ve dinamik kinetik rezollisyonda, (R)-enantiyomer, (S)-enantiyomerden daha
hizli tepkimeye girererek (R)-enantiyomeri R-Urline doénustlrilir. Kinetik ve dinamik
kinetik rezollisyon arasindaki fark, kinetik rezollisyonda (S)-enantiyomeri reaksiyona
girmeden kalirken; dinamik kinetik rezoliisyonda (S)-enantiyomeri (R)-substrata, (R)-
substrat ise (R)-lrtine donlismektedir (Sekil 3.13). Sonug olarak teorikte %100 verime

ulasilmaktadir [98].

(a) (b)

kR kR
R - P R ~ P
hizh hizh
krac
K Ks
Y Q0§ e > Q
yavasg yavasg

Sekil 3.13 Rasemik karisimlarin kinetik resollisyonu
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(a) Kinetik resollsyon, (b) Dinamik kinetik resollisyon; R, S= Substrat enantiyomerleri,
P, Q=Uriin enantiyomerleri, kg ks=6zgiin iiriin degismezleri (kg» ks), krac=rasemizasyon
degismezleri (kac 2kg) [115]

3.4.6 Kromatografik Yontemle Ayristirma

Enantiyomerlerin, kiral bilesiklerle etkilesimlerinin farkli olmasindan faydalanilarak
hazirlanan kiral maddelerle yikli kolonlar ile rasemik karigimlarin ayrimi

gerceklestirilebilmektedir.

Her bir enantiyomerin kiral maddelerle etkilesiminin farkli olmasindan o6tiri Rf
degerleri farkli olmaktadir. Rf degerleri farkindan yararlanilarak enantiyomerlerin
birbirinden ayristirilmasi  saglanmaktadir. Ayrim icin kullanilan kromatografik

yontemler; ince tabaka, kolon, gaz ve sivi kromatografisidir [102].
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BOLUM 4

BiYOTRANSFORMASYON

Biyotransformasyon; biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizor olarak
kullanilmasiyla gerceklestirilen, kimyasal donlisiim reaksiyonlariyla endistriyel 6neme
sahip bilesiklerin elde edilmesi olarak tanimlanir. Biyotransformasyon reaksiyonlarinda
biyolojik sistemlerin, dogal yasam alanlarinda dogal substratlari Gzerinde
gerceklestirdikleri biyosentezden farkl olarak; dogal substratlari olmayan molekiller
Uzerinde meydana getirdikleri dontisiimler s6z konusudur. Gliniimizde 6nemi giderek
artan biyoteknolojik ¢alismalarin 6nemli bir alanini olusturan biyotransformasyon
reaksiyonlari, asagida siralandigi gibi pek cok kullanim alani disinda toksik enddstriyel
atiklarin yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi ¢evre sorunlarinin

giderilmesi amaciyla da uygulanabilmektedir [116].
> ilag etken maddeleri tiretimi,

» Koku maddeleri Giretimi,

> Gida katki maddesi Gretimi,

» Enerji Gretimi,

» Antibiyotik Giretimi,

» Aminoasit Uretimi.

Biyokatalizorlerin  kullanimi, kimya prosesinde alisilagelmis olan izomerizasyon,
rasemizasyon, epimerizasyon ve yeniden diizenleme problemlerini de minimize eder.
Ustelik immobilize mikrobiyal hiicre ya da enzimler, biyoddniisim prosesi esnasinda

geri dondsturdlebilir ve tekrar kullanilabilirler. [115].
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Kimya ve ilag endistrisinde enantiyomerik saf ara Grln eldesi, tGrin verimliligi ve
ekonomik Griin eldesi olduk¢a 6nemlidir. Esterazlar, lipazlar ve proteazlar rasemik
karisimlardan, prokiral veya mesokiral bilesiklerin ya da diasteromerik karigimlardan
enantiyomerik  olarak  saf  bilesiklerinin  hazirlanmasinda  genis  6lglide
kullanilmaktadirlar. Biyoddnlsim prosesi hazirlarken sirasiyla su konulara 6nem
verilmelidir; ylksek enantiyomerik saflik, yliksek verim, Uriin standardizasyonu.
Biyokatalizin, mikemmel bolge segilik ve stero segicilik gibi 6zelikleri zor sentezlerin

basarilmasini mimkin kilmaktadir [115].

4.1 Baglica Biyotransformasyon Reaksiyonlari
Bu reaksiyon tipleri yedi sekilde gruplandirilabilir [117]:
— Oksidasyon
— Reduiksiyon
— Hidroliz reaksiyonlar
— Katiim ve kondenzasyon
— izomerlesme
— Yeni C-C baglarinin olusumu

— Yeni hetero atomlarin ilavesi

4.2 Kiral Segicilik

Kiral tanima ya da kiral secicilik; canli sistemlerdeki kiral alicilarin veya kimyasal
bilesiklerin, bir kiral molekiiliin enantiyomerlerinden biri ile segici olarak etkilesmesidir
[95]. Ozellikle biyolojik etkilesimlerde kiral segicilik baskin sekilde rol oynamaktadir.
Canli sistemlerde bir kiral molekiliin enantiyomerlerini ayirt edebilen yapilar enzim ve

reseptorlerdir.

Canli sistemlerde dis ve i¢ ortamda meydana gelen kimyasal, fiziksel, elektriksel gibi
tim degisiklikler serbest sinir uclari veya sinirlerin bagh olduklari duyu almacglari olan

reseptorler tarafindan algilanir. Fizyolojik fonksiyonlari ne olursa olsun reseptérlerde
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ortak olan nokta hepsinin kiral molekiller olmasidir. Bu nedenle reseptdérlerin uyarici

molekdillerine baglanmalarinda enantiyosecici davranmalari beklenmektedir [97].

Protein yapisinda olan ve canlilarda kimyasal tepkimeleri katalizleyen biyokatalizorlere
enzim denilmektedir. Canli sistemlerde ¢ogu biyokimyasal tepkime enzimler tarafindan
katalizlenir. Enzimler kiraldir ve tek bir enantiyomer halinde bulunmaktadirlar.
Uzerlerinde kimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi asimetrik bir bélge (aktif merkez)
vardir ve bu sekilde enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlarin cogunda {rtinin yalnizca

bir enantiyomerik sekli olusmaktadir [95].

Biyotransformasyon reaksiyonlari; tim hicre biyodonlsimi ve serbest enzim
reaksiyonlari olarak iki ana biyokatalitik bashga ayrilirlar ve biyotransformasyonda

kullanilan bes teknik vardir [118].

4.3 Biyotransformasyon Teknikleri

Biyokatalitik biyotransformasyon yontemlerinden tim hiicre biyodoénisiiminde
bliylyen hicrelerle, stasyoner hiicrelerle, sporlar ile, immobilize hiicrelerle olmak
Uzere dort; serbest ve immobilize enzimler ile gerceklesen biyotransformasyonlarda bir
teknik uygulama alani bulmaktadir [116]. Altinci teknik olan c¢ok fazli sistemler ile
biyotransformasyon ise hem tim hicre hem enzim sistemlerinde kullaniimaktadir

[119].

4.3.1 Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon

Hlcreler ideal besi ortaminda Uretilir. Yapilan on testlerle belirlenen konsantrasyonda
ortama biyotransformasyona ugratilacak substrat katilir [116]. Mikrobiyal Greme
sirasinda tepkime ortamina eklenen substrat icin optimum ekleme zamani belirlenir.
Biyotransformasyon, asilamadan sonra maksimum verime ulasincaya kadar

sirdarilmelidir [119].
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4.3.2 Stasyoner hiicreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizmanin ideal besi ortaminda Uretimi, filtrasyon ile ayrimi,
biyotransformasyon ortaminda dagilmasi ve substrat ilave edilmesi esasina dayanir

[116].

ilk adimda mikroorganizma optimum kosullar altinda ¢ogaltilir. Biyokditle, filtrasyon ile
ya da santrifij ile ayrilir. ikinci adimda hiicreler substrat iceren optimum pH
degerindeki destek ¢Ozeltisi ya da su eklenerek sispansiyon hale getirilir. Bazi
durumlarda biyotransformasyon ortaminin glikoza benzeyen bilesen ve kolay
metabolize olan tuzlar ile desteklenmesi gerekmektedir. Boylelikle, kofaktor
rejenasyonu ile hiicre Omrinli uzatarak enzim aktivitesinin  korunmasini

saglanmaktadir [119].

Bliyiyen hicrelerde gercgeklestirilen biyotransformasyonlara karsi Gstinlikleri

sunlardir;

» Substratin ya da Urliniin mikroorganizma blylimesine olan negatif etkisi

ortadan kaldirilir.
» Her adimda substrat optimizasyonu yapilmaktadir.

» Ortam bilesenleri mikroorganizma kontaminasyonuna neden olmaz ve steril

olmayi gerektirmez.
» Optimum donlsim oranini hizini veren hiicre derisimi kolaylikla belirlenir.

» Ortam karmasik olmadigindan triin uzaklastirmasi kolaydir [119].

4.3.3 Sporlar ile biyotransformasyon

Mikroorganizmalar spor olusumu icin ideal kosullarda Uretilir ve sporlar misellerden
ayrilip sogukta saklanir. Biyotransformasyon vyapilacagi zaman bu sporlardan

yararlanilir [116].

4.3.4 immobilize hiicreler ile biyotransformasyon

Mikroorganizmalar Urilin ve substratin gecisine izin veren bir polimer matrikste tutulur.

[116]. Tutuklanmis hiicreler ile gerceklestirilen biyotransformasyonlar, serbest hiicreler
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ile gerceklestirilenlere goére daha kararh isletme olanagina sahiptir. Tutuklanmisg
hiicreler  biyotepkime ortamindan  kolaylikla  uzaklastirilabilir ~ ve  tekrar
kullanilabilirdirler.  Tutuklanmis  biyokiitle = ortamda  tutulabilidigi  o6lctide
biyotransformasyon siirekli olarak gerceklestirilebilirdir. Uriin olusum hizi yiiksektir ve
inhibisyon etkisi minimumdur. Boylelikle biyokatalizériin kararlihgr ve maksimum
etkinligi korunmus olur. Tutuklamanin ek maliyet getirmesi ve diflizyonun neden

oldugu kisitlamalar bu yontemin dezavantajlarindandir [119].

4.3.5 immobilize enzimler ile biyotransformasyon

immobilize hiicreler ile gerceklestirilen tutuklama yénteminin tek bir enzime 6zgii olan
cesididir. immobilize hiicrelerin biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilmasi daha
ekonomik olmasina ragmen ¢ok basit yapili bir hiicre bile binlerce enzim icerdiginden
istenmeyen yan reaksiyonlarin olusmasi ve ortamin bu reaksiyonlarin Grlnleri ile
kirletilmesi s6z konusudur. Yalniz biyotransformasyonu katalizleyen enzimin

kullanilmasi durumunda bu sakinca ortadan kalkmaktadir [116].

4.3.6 Cok fazh sistemler ile biyotransformasyon

Lipofilik bilesiklerin (steroidler ya da terpenoidler gibi yagda ¢6ziinen bilesiklerdir)
biyotransformasyonu, mikroorganizmalarin sulu ortamda Uremeleri ve ¢Oziinmis
substrat ile enzim-substrat kompleksi olusturamamalari nedeniyle sinirlidir. Suda
¢Ozlinen cozlculerin eklenmesi ile biyotransformasyonun etkinliginin arttiriimasi
mimkin olmaktadir; ancak vyiksek yogunluktaki ¢06zlicli, inhibisyona neden
olabilmektedir. Olusan inhibisyonu 6nlemek amaciyla biyotepkime ortamina kati ya da
sivi faz sonradan eklenmektedir [119]. Mikroorganizma ya da enzim sulu fazda, lipofilik

substrat ise organik fazdadir.

Biyotepkime substratin uygunluguna, sudaki ¢ozlntrligline ve iki faz arasindaki
araylzeye baghdir. Suda az ¢6ziinen substratin biyotransformasyonu, su ile karisabilen
¢Ozlici varhginda etkin bir sekilde gerceklesebilmektedir. Kullanilan ¢6zlici su ile
karisabilmeli, substrat ve Urin icin ylksek ¢6zinirlige sahip olmali ve biyokatalizér
Gzerine toksik etki yapmamalidir [119]. Cok fazl sistemlerin avantajlari genel olarak
asagidaki gibidir;
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v' Sudaki ¢éztnurlugu dusik olan  substrat ve/veya Urlnlerin  yiksek

derisimlerinde galisiimasi mimkiinddr.

v' Tepkimenin dengesi, ilgili fazlar arasinda Griin ve substrat dagilimi ile

degistirilebilmektedir.
v’ Su aktivitesinin azalmasiyla tepkime dengesi degismektedir.
v’ Substrat ve Grin inhibisyonu azaltilmaktadir.
v’ Biyokatalizér ya da trlini uzaklastirmak kolaydir.
v" Mikroorganizma bulasma riski diistiktur.
v’ Biyokatalizérler daha kararhdir.

v' Tepkime hizi yiiksektir [119].

4.4 Tim Hiicre Biyodoniisiimii ve Serbest Enzim Reaksiyonlarinin Karsilastiriimasi
Biyotransformasyonda saf enzim kullaniminin nedenleri asagida belirtilmistir;
» Hucre zari, uygun substrat ve lGrinin gegcmesini 6nlemektedir.

» Hiucre igerisindeki reaksiyona yonelik olmayan enzimler Grlinlerin bozunmasina

ya da istenmeyen yan tepkimelere neden olmaktadir.
> llgili enzim biyokiitleden uzaklastirildiktan sonra kolayca saflastiriimaktadir.

» Kullanilan enzimler ticari kullanim alanina sahip olabildiklerinden hazir alimlari

mUmkundar.

» Enzimler hayvan ve bitki dokularindan veya mikroorganizmalardan elde

edilebilmektedir.

» Tum hicre biyotransformasyonlarinda, antibakteriyel veya antifungal 6zellik

gosteren maddeler ile ¢alisiimasi miimkiin olmamaktadir.

Ticari olarak elde edilemeyen enzimlerin saflastirma islemi uzun zaman alan, yorucu ve
pahali bir yontemdir ve hicrenin parcalanmasi, ekstraksiyon, deristirme,
fraksiyonlama, coktlirme ve kurutma gibi basamaklari gerektirmektedir [119]. Ticari

olarak elde edilebilen enzimlerin ise maliyetleri ylksek olabilmektedir.
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4.5 Biyodoniisiim Calismalarinda Enzimler

Temelde tim biyotransformasyon reaksiyonlari enzimatik olarak gerceklesmektedir
[116]. Enzimlerin segicilik ve hizlandirilmis reaksiyon oranlari biyodoniigim
calismalarinda blyik avantajlar saglamaktadir. llimh reaksiyon kosullarindan dolayi
yesil kimya proseddrleri tarafindan taninmiglardir. Sulu ortamda, ihmli sicaklik ve pH
degerlerinde calismaktadirlar, bununla birlikte sira disi kosullarda reaksiyon veren

enzimler de bilinmektedir [115].

4.5.1 Enzimlerin Avantajlari:

4.5.1.1 Enzimler ¢ok hizli galisan biyokatalizérlerdir

Enzimatik bir reaksiyon, enzimsiz gerceklesen ayni reaksiyona gére 10%-10'° kez daha
hizhdir. Hiz orani degeri kimi zaman 10" diizeyine ulasabilmektedir ki kimyasal
katalizorlerin ulasamayacag bir hizi ifade etmektedir. Kimyasal bir katalizérin islevini
gerceklestirmesi icin genellikle % 0,1-1 mol miktarina ihtiya¢ duymaktadir, ancak

enzimatik bir reaksiyonda bu miktar % 10°-10"* mol diizeyine diismektedir [116].

4.5.1.2 Enzimler genis substrat spesifikligine sahiptir

Enzimler dogal substratlari olmayan sentetik substratlar (zerinde de etkili
olabilmektedirler. Enzimlerin bifazik (iki fazli) ortamlarda ¢alisabilmesi organik

¢Ozlcilerin kullaniimasini gerektiren durumlar icin bir avantajdir [116].

4.5.1.3 Enzimlerin genis bir reaksiyon spektrumu vardir

Tum katalizorler gibi enzimler de reaksiyonlari hizlandirmaktadir, ancak reaksiyonun
termodinamik dengesi yoniinde etkileri olmadigindan, bazi enzim katalizli reaksiyonlar
her iki yonde de gergeklesebilmektedir. Ayrica organik reaksiyonlarin hemen her tipine
karsilik gelen bir enzimatik reaksiyon bulunmaktadir. Ornek olarak; ester, amid, lakton,
laktam, eter, asit anhidrit, epoksit ve nitrillerin hidrolizi ya da sentezi, alkan, alken,
aromatik, alkol, aldehit ve keton, sulfid ve silfoksitlerin yikseltgenmesi ya da
indirgenmesi, halojenleme ve dehalojenleme, alkilleme ve dealkilleme, izomerlesme,

alkiloin ve aldol reaksiyonlari verilebilir [116].
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4.5.1.4 Enzimler iimh kosullarda galisirlar

Enzimatik reaksiyonlar pH=5-8 (genellikle pH=7) ve 20-40°C (genellikle 30°C)
kosullarinda gergeklesir. Bu ilimh kosullar sayesinde istenmeyen yan reaksiyonlar

minimum dizeye indirgenmektedir [116].

4.5.1.5 Enzimler ayni ortamda birbirlerini etkilemeden kalabilirler

Enzimlerin ¢alisma kosullari benzer ya da ayni oldugundan tek bir ortamda cesitli
biyokatalitik reaksiyonlar gergeklestirilebilir.  Multienzim  sistemleriyle ardisik

reaksiyonlar gerceklestirilebilmesi, karmasik reaksiyonlari kolaylastirir [116].

4.5.1.6 Enzimler istiin segicilik gosterirler:

4.5.1.6.1 Kimyasal segicilik

Fonksiyonel grubun bir tek tipi lzerine segicilik gosterilmektedir. Enzimlerin kimyasal

seciciligi, yan (irin olusumunu azaltarak reaksiyon verimini arttir [116].

4.5.1.6.2 Bolgesel segicilik

Enzimlerin kompleks Gg¢ boyutlu yapilari, ayni substrat molekilin farkh bolgelerindeki

fonksiyonel gruplara secicilik gdsterirmelerine neden olmaktadir[116].

4.5.1.6.3 Enantiyomerik segicilik

Enzimlerin substratlara karsi kiral segiciligidir. Enantiomerik olarak ylksek saflikta

istenen Griinin hazirlanmasinda oldukca 6nemli bir 6zelliktir [116].

Organik sentez yontemleriyle gerceklestiriimesi ¢ok zor ya da imkansiz reaksiyonlar

enzimatik olarak kolayca gerceklestirilebilir.

Enzimatik reaksiyonlarin sagladigi 6énemli avantajlardan 6tirl biyotransformasyon
uygulamalari, kimyasal reaksiyonlarla karsilastirildiginda 6nemli Gstlnllklere sahiptir

[116]:

v' Gida katki maddeleri gibi cesitli kimyasallarin, ilaglarin ve zirai kimyasallarin

hazirlanmasinda,
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v Dogal olarak ya da kimyasal olarak sentezlenmis bilesiklerin 6zel tirevlerinin

hazirlanmasinda,
v’ Bilesiklerin yapi-etki iliskilerinin arastirilmasi icin tirevlerin hazirlanmasinda,
v’ Biyolojik sistemlerdeki metabolizma olaylarinin agiklanmasinda,
v’ Biyolojik sentezler ile biyolojik sistemlerin taklit edilmesinde,

v Biyodegredasyonda (cevre, cevrebilim, geri donisim, biyokitle, biyoenerji

konularinda) 6n plana ¢gikmaktadirlar.

Enzimlerin tim bu ozellikleri nedeniyle biyotransformasyon reaksiyonlari daha

ekonomik ve cevre dostu olarak nitelendirilmektedirler [116].

4.5.2 Enzimlerin Sinirhiliklan

Enzimler, 6zellesmis katalizérde oldugu gibi sinirhliklara sahiptir. Enzim segciciliginin
dikkat cekici 6zelligi, substrata 6zel baglanma yapisi ile basli basina bir reaksiyon tiri
olmasidir. Segciciligin dezavantaji ise organik kimyada sentezlenmek istenilen kimyasal
icin bircok 6zel enzim gerektirebilmesidir ve bu gibi 6zel durumlarda enzim ihtiyaci

hazirda uygun halde olmayabilmektedir [115].

Reaksiyon kosullari, pH ve sicaklik gibi etkenlere karsi toleransli olan enzimlerin
kimyasal ozellikleri de sinirlilik meydana getirebilmektedir [115]. Enzimlerin 50-60°C
araliginda bozunarak parcalanmalari biyotransformasyonlar icin sorun teskil etmesine
ragmen enzimlerin yiksek sicaklklardaki reasiyonlari oda kosullarinda saglamasi,
enzimlerle yiksek sicakliklarda calisiimasini gereksiz kilmaktadir. Zorunlu durumlarda
siradisi kosullarda calisan enzimlerin varligi ile reaksiyonlari sirdiirmek teknik olarak
mumkiin olmasina ragmen, enzim spesifikligi ve siradisi enzimlerin elde edilmesinden
kaynaklanan zorluklarin maliyetlerini arttirmasi nedeniyle yiksek sicakliklarda

enzimlerle galisiimasi tercih edilmemektedir.

Cogu kimyasal ve polimer suda c¢o6ziinmediginden suda ¢Oziinmeyen substratlar
enzimatik reaksiyonlar icin uygun degildir [115]. Bifazik sistemler, tutuklanmis enzim
veya uygun organik ¢ozlcli kullanimi (lipazlarda) ile enzimlerin su fazindaki sinirli

aktivitelerinin Gstesinden gelinmesi miimkiin olmaktadir.

58



4.5.3 Genel Enzimatik Reaksiyonlar ve Enzim Siniflari

Enzimlerle katalizlenen hemen hemen tim reaksiyon tipleri asimetrik sentezde

uygulanmaktadir; amid ve ester baglarinin hidrolizi, ketonlarin rediksiyonu, alkol ve

aldehitlerin oksidasyonu, C-C baginin formasyonu, ekleme, eliminasyon ve de-

halojenasyon reaksiyonlari gibi. Baslica enzimatik dontgimler ve karsilikli enzim

siniflari Cizelge 4.1.'de 6zetlenmistir [115].

Gizelge 4.1 Enzim siniflari ve reaksiyonlari

Enzim siniflari

Reaksiyon tipi

1 Oksidorediiktazlar

2 Transferzlar

3 Hidrolazlar

4 Liyazlar

5 izomerazilar

6 Ligazlar

Oksidasyon-rediiksiyon: C-H, C-C, C=C baglarinin
oksijenasyonu, ya da kapsamli giderme ya da hidrojen

atomu esdegeri katilma

Gruplarin transferi: aldehidik, ketonik, agil,seker, fosforil ya

da metil.

Esterlerin, amidlerin, laktonlarin, laktamlarin,epoksitlerin,

nitrillerin, anhidritlerin, glikozidlerin hidrolizi-formasyonu

C=C, C=N, C=0 baglarina kiiciik molekiillerin eklenmesi-

eliminasyonu.

Rasemizasyon, epimerizasyon gibi birkag¢ izomerizasyon.

Trifosfat-yarilma ile beraber C-O, C-S, C-N, C-C badlarinin

formasyonu-yarilmasi.

International Union of Biochemistry (IUB) (Uluslararasi Biyokimya Birligi)'nin

adlandirma sistemine gore (1965):

» Reaksiyonlar ve onlari katalizleyen enzimler 6 sinifa ayrilmaktadir ve her sinifin

4-13 alt sinifi bulunmaktadir.

» Enzim adi 2 kisimdan olusmaktadir: (substrat veya substratlarin adi) + (katalize

edilen reaksiyon tipi)-az. Ornegin; L-malat = NADP + oksirediiktaz.
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» Reaksiyon igin ilave bilgi gerektigi durumlarda parantez iginde gosterilebilir.
Ornegin; L-malat + NADP + Piruvat + CO2 + NADPH + H + L-malat : NADP +

oksirediiktaz (dekarboksile eden)

» Her enzimin bir kod numarasi bulunmaktadir (Sekil 4.1). 1. sayi reaksiyon tipini,
2. sayi alt sinifi, 3. sayi alt alt sinifi, 4. sayi ise enzim igin spesifik 6zelligi

tanimlamaktadir [120].

EC25 75121 2: Transferaz

7: Fosfat transferi
1: Fosfat transferi gérevini yapan alkoldur

1: Glukozun 6. karbonuna fosfat transferi
yapan hegzokinaz

Sekil 4.1 Enzim siniflandirmasindaki kodlarin transferaz enzimi 6rneginde gésterimi

4.5.3.1 Oksidorediiktazlar

Oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarini katalizlemektedirler. CH-OH, CH=CH, C=0, CH-
NH2, CH-NH gibi gruplarin indirgenme ve ylikseltgenme reaksiyonlarini katalizleyen

enzim grubudur [116]. Genel reaksiyon tipi Sekil 4.2’deki gibidir;

Sekil 4.2 Oksidoredtktazlarin genel reaksiyonu

&-B

B-C

Alt gruplar:
— E.C.1.1 CH-OH bagina etki edenler
— E.C.1.2 C=0 bagina ekti edenler
— E.C.1.3 C-C bagina etki edenler
— E.C.1.4 C-NH2 bagina etki edenler
— E.C.1.5 C-NH- grubuna etki edenler

— E.C.1.6 NADH veya NADPH’a etki edenler [121]
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4.5.3.2 Transferazlar

Fonksiyonel gruplarin transferini katalizlemektedirler. Fosfat, asetat, glikozil ve acil gibi
fonksiyonel gruplarin bir substrattan baskasina eklemesini saglarlar [116]. Genel

reaksiyon tipi Sekil 4.3’deki gibidir:

+ :.-. | *—h [| + l
C A ELC

Sekil 4.3 Transferazlarin genel reaksiyonu

Alt gruplari:
— E.C.2.1 Tek karbon grubu aktaranlar
— E.C.2.2 Aldehit ya da keton grubunu aktaranlar
— E.C.2.3 Agil transferazlar
— E.C.2.4 Glikosiltransferazlar
— E.C.2.5 Alkil benzeri gruplari aktaranlar
— E.C.2.6 Azotlu gruplari aktaranlar

— E.C.2.7 Fosfor iceren gruplari aktaranlar [121]

4.5.3.3 Hidrolazlar

Ester, glikozit, amit ve peptit hidrolizini katalizleyen enzim sistemleridir [116]. Genel

reaksiyon tipi Sekil 4.4’deki gibidir:

|-+ —B

- B-OH

B 2

Sekil 4.4 Hidrolazlarin genel reaksiyonu

61



Alt gruplar::
— E.C.3.1 Ester bagini hidroliz edenler
— E.C.3.2 Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
— E.C.3.3 Eter bagini hidroliz edenler
— E.C.3.4 Peptid baglarini hidroliz edenler
— E.C.3.5 Peptid disinda kalan C-N baglarini hidroliz edenler

— E.C.3.6 Asit anhidrit baglarini hidroliz edenler [121]

4.5.3.4 liyazlar

Genelde H-X seklindeki fonksiyonlarin C=C, C=0 ve C=N cifte baglarina katilimini veya
cikisini saglayan reaksiyonlari katalizini gergeklestiren enzim sinifidir [116]. Genel

reaksiyon tipi Sekil 4.5’deki gibidir:

)
& B &-B

Sekil 4.5 Liyazlarin genel reaksiyonu

Alt gruplar:
— E.C.4.1 C-C bagini bolenler
— E.C.4.2 C-O bagini boélenler
— E.C.4.3 C-N bagini bolenler
— E.C.4.4 C-S bagini bolenler

— E.C.4.5 C-halojeniir bagini bélenler [121]

4.5.3.5 izomerazlar

Cifte bag bolge degisimi, Z/E ve cis/trans izomerizasyon, rasemizasyon ve
epimerizasyonlari katalizlemektedirler [116]. Genel reaksiyon tipi Sekil 4.6’deki gibidir:
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b E—

A Iso &
Sekil 4.6 izomerazlarin genel reaksiyonu
Alt gruplari:
— E.C.5.1 Rasemaz ve epimerazlar
— E.C.5.2 Cis-Trans izomerazlar
— E.C.5.3 Molekiiller arasi oksido-rediiktazlar
— E.C.5.4 Molekiiller arasi transferazlar

— E.C.5.5 Molekdller arasi liyazlar [121]

4.5.3.6 Ligazlar

ATP enerijisi sayesinde C-O, C-S, C-N ve C-C gibi katilimlari katalizleyen enzim grubudur
[116]. Genel reaksiyon tipi Sekil 4.7’deki gibidir:

—

B X=AGUC
() . PER ™ F:LLP P)
& XTP

Sekil 4.7 Ligazlarin genel reaksiyonu

Alt gruplar:
— E.C.6.1 C-O baglarini olusturanlar
— E.C.6.2 C-S baglarini olusturanlar
— E.C.6.3 C-N baglarini olusturanlar

— E.C.6.4 C-C baglarini olusturanlar [121]
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4.5.4 Enzimlerin Asimetrik Sentez ve Kinetik Rezoliisyonda Kullanimi

Biyoteknolojik yontemler, kimyasal katalizérlerle yapilan asimetrik sentez metotlarina
kiyasla Ustiin 6zellikler gostermektedir. Enzimler kimyasal katalizorlere gore aktivasyon
enerjisini daha fazla dusirdiiklerinden etkili ve segicidirler. Genel asimetrik sentez
metodlariyla ¢ok daha zor kosullarda hatta bazen iki veya daha fazla basamakta
sentezlenebilen kiral bir bilesik, bioteknolojik metodlarla normal kosullarda (Normal pH
degeri, oda sicakliginda, 1 atm’de v.b.) vyiksek enantiomerik fazlalikta

sentezlenebilmektedir [102].

Enzimlerin  kullanim alanlarinin  bir digeri ise, rasemik karisimlarin kinetik
rezolliisyonudur. Enzimler substratin baglanmasiyla olusturduklari E-S (Enzim-Substrat)
gecis kompleksiyle reaksiyonun aktivasyon enerjisini dusurirler (Sekil 4.8). Enzimlerin
spesifikligi, E-S kompleksi olusumundaki aktivasyon enerjisiyle dogrudan ilgilidir.
Enantiomerik karisimlar icin E-S kompleksinin aktivasyon enerjisi faklidir ve bu fark
arttikca segicilikte artmaktadir. Rasemik karisimlarin ayrilmasinda enzimlerin bu

ozelliklerinden yararlaniimaktadir [102].

rz A —> 5P

E

z
™

[Ef —E +Q

Reaksryon koordinat:

Sekil 4.8 Enzimatik kinetik rezollisyon enerji diyagrami

(E= enzim, A ve B=enantiyomer cifti, P ve Q= enantiyomerik (riinler, [EA] ve [EB]=

enzim-substrat kompleksi, AAG= aktivasyon enerjileri farki)

Enzimatik kinetik rezollsyon ile rasematlarin ayristirilmasinda en ¢ok kullanilan enzim
sinifi hidrolazlardir. Kullanilan hidrolazlarin blylk c¢ogunlugunu lipaz enzimleri

olusturmaktadir [102].

64



4.6 Lipaz Enzimi

Lipazlar “serin hidrolaz” grubuna ait enzimler olup genis bir substrat araligina
sahiptirler. Bilinen diger isimleri; gliserol ester hidrolaz, triagil gliserol hidrolaz ve

tributiraz'dir [121].
— E.C.3. Hidrolazlar
— E.C.3.1. Ester bagina etki edenler
— E.C.3.1.1. Karboksilik ester hidrolazlar
— E.C.3.1.1.3 Triagilgliserol lipaz [121]

Lipazlar, secicilik gosterdikleri substratin hidroliz reaksiyonlari yaninda esterlesme, ic

esterlesme ile trans-esterlesme reaksiyonlarini da kolaylikla katalizlemektedirler [102].
Genel reaksiyon formuli:

Triacylglycerol + H,0 = diacylglycerol + a carboxylate [122] (4.1)
seklindedir.

Reaksiyon modeli Sekil 4.9’de verilmistir:

esterlesme (-H,O)

RCH,OH + R!COOH < RCOOCH,R,
hidroliz (+H,0) -

+ +

R2COOCH,R? R’COOCH,R’?
ic esterlesme fransesterlesme

R’COOR R2COOCH,R!

+ +
R3CH,OH RCOOCH,R?

Sekil 4.9 Lipaz katalizli reaksiyonlarin genel semasi

Serin hidrolazlarin katalitik bolgesi; aspartik asit, histidin ve serin amino asit iceren
“katalitik triad” Gc¢li grubundan olusur. Reaksiyon {cli grup (zerinden
gerceklesmektedir. Katalitik bolge ve reaksiyon mekanizmasi birgok lipaz enzimi igin

benzerlik gostermektedir (Sekil 4.10) [102].
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Lbhasamak Asp

\4\/
IL.hasamak

Ni

0

).K H,0 0 R3NH, )K
Ry OH \ )K / Ry NHR2

hdroliz amit olusumu

5
/ acil-enzim ara b1le‘,1g1\ )k

Rz Ro. R; = alkal. anl. N(R4)»

a;ll taransfer perasn olusumu

Sekil 4.10 Serin hidrolaz mekanizmasi

4.6.1 Lipazlarin Katalizledigi Tepkimeler

Lipazlar; hidroliz, esterlesme ve transesterlesme tepkimelerini katalizlemektedir (Sekil

4.11, 4.12) [123].

0
0=—0

[2]

H o
/\/R2 + H,0 I R1/ \o/ + 7N

R o R, H
Sekil 4.11 Lipazlarin katalizledigi hidroliz tepkimeleri
o 2 + H,0
/C H + Rz/ \H — R1/ \0/ 2

Sekil 4.12 Lipazlarin katalizledigi esterlesme tepkimeleri
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Transesterlesme tepkimeleri esterdeki acil grubu degisimini, bir asit ile yapiliyorsa
asidoliziz; alkol kullaniliyorsa alkoliziz; baska bir ester kullaniliyorsa interesterlesme;

amin kullaniliyorsa aminoliziz ismini almaktadir (Sekil 4.13) [123].

A, Asidoliziz

0 0 0 0

| [ R

C Ry, * C H +
2 N R N R o7 TR N
B. Interesterlesme

o 0 9 o
SN Ra,f‘:xﬂ,f“* R o7 T r o
C. Alkoliz

" ﬁ

|| N

Sekil 4.13 Lipazlarin katalizledigi transesterlesme tepkimeleri

4.6.2 Lipazlarin Avantajlari

Lipazlarin dogal substratlar trigliseridlerdir ancak; esterler, amidler, poliol/poliasit
esterleri ve bunlarin alkolleri de lipaz enzimi tarafindan substrat olarak kabul
edilmektedir. Lipazlar, kiral asit esterlerinin hidrolizine kiyasla kiral alkol esterlerinin
hidrolizi i¢in daha uygundurlar. Lipaz enziminin; hidroliz ve esterlesme reaksiyonlarini
katalizleme 6zelligi, substrat araliginin genis olmasi, distk fiyath ve bitin canlilarda
bulunmasindan dolayr kolay elde edilebilirligi organik sentez reaksiyonlarinda

kullanimlarinin artmasini saglamaktadir [102].

Lipazlarin organik c¢ozicide aktivite gosterebilmesi 06zelligi ile sulu ortamda

¢Ozlinemeyen bilesiklere uygulanabilirligi saglanmistir. Enzimler genellikle ince bir su
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tabakasiyla (hidrat kabugu) kaplidirlar. Hidrat kabugu ile lipazlar, organik solventlerde
kararhhgini koruyarak aktivitesini yitirmemektedir. Ornegin, Parain Pankreatik lipazi
toluen ya da dekanol icinde 100°C’'de birkac saat kararl kalabilmektedir. Lipaz katalizli
reaksiyonlar organik solventte gerceklestirildiginde enzim aktivitesi icin solvent
secimine dikkat edilmesi gerekmektedir. Segilen organik solvent enzimin hidrat
kabuguna zarar vermemelidir. Lipaz enzimi ile en ¢ok kullanilan organik solventler;
benzen, toluen, n-hekzan, siklohekzan, heptan, oktan, izo-oktan, nonan, petrol eteri,
triasetin, karbontetraklorir, kloroform ve etil asetattir. Organik solvent kullanimi,
reaksiyon tamamlandiktan sonra filtrasyonla enzimin geri kazanihp tekrar

kullanilmasina imkan saglamaktadir [102].

4.6.3 Yaygin Olarak Kullanilan Lipaz Cesitleri

Enzim katalizli esterifikasyon ve hidroliz reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan
lipazlar “sampiyon lipazlar” olarak adlandirilan Candida tiru lipazlar, Pseudomonas

tard lipazlar, Mucor tiri lipazlar ve Porcine Pancretic lipazlaridir [102].

4.6.3.1 Candida tiirii lipazlar

Candida tiri lipaz enzimleri, Candida lipolytica, Candida antarctica ve eskiden Candida
cylindracea olarak tanimlanan Candida rugosa mayalarindan elde edilmektedir.
Candida enzimleri, sekonder alkol esterlerinin rezoliisyonunda ve a-substutiye
karboksilatlarin rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Candida cylindracea
(C. Rugosa) lipazi ticari olarak bircok kaynaktan elde edilebilmektedir. Farkli
kaynaklardan izole edilen Candida cylindracea’nin  aktivitesinde degisiklik

gorilebilmesine karsin secicilikleri benzer olmaktadir [102].

Candida cylindracea'nin substrat olarak kalabalik grup iceren esterleri tercih
etmesinden o6tirld halkali yapiya sahip alkol esterlerinin hidrolizinde C. cylindracea

enzimleri yaygin olarak kullaniimaktadir [102].

(R-S)-ketoprofen’in enantiyosecilimi amaciyla Candida antarctica lipaz B (CALB)'nin

enzimatik mebran reseptorleri Uzerindeki etkinligi arastiriimis; yiksek reaksiyon
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kapasitesi, iyi termal duraganlik ve tekrar kullanilabilirlik gibi avantajlarinin oldugu

saptanmistir [124].

4.6.3.2 Pseudomonas tiirii lipazlar

Pseudomonas Fluorescens, Pseudomonas Aeruginosa, Pseudomonas Cepacia ve
Pseudomonas Glumae’den izole edilmis bakteriyal lipazlar etkin segicilik gdsteren
biokatalizorlerdir. Aktif bolgeleri X-ray analiziyle aydinlatildiginda bu bdlgelerinin
Candida Cylindracea’ya gore daha dar oldugu belirlenmistir. Pseudomonas lipazlar
blyik substratlarla etkilesmede basarili olamamalarina ragmen substrat molekilinde
meydana gelen kii¢lik dallanmalarla ¢ok yiiksek segicilige ulasabilmektedirler. Sekonder

alkollerin R-ester hidrolizi icin Pseudomonas enzimleri tercih edilmektedir [102].

4.6.3.3 Mucor tiirii lipazlar

Mucor lipazlari olan Mucor Miehei ve Mucor Javanicus biyotransformasyon amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Mucor enzimleri, katalizledigi substratin yapisi ve
hidrolitik segicilikleri bakimindan Pseudomonas tiirli lipazlara benzerler. Mucor tiiri
enzimlerin aktif bolgelerinin lg¢ boyutlu yapisinin aydinlatiimasiyla aktif bélgelerinin
diger lipaz enzimlerine uygun olarak “Asp-His-Ser” (gllusinl (triad) igerdikleri

bildirilmistir [102].

4.6.3.4 Porcine Pancreatic Lipaz (PPL)

PPL, piyasada "porcine" ya da "hog" olarak taninan ve Tirkce karsihgi "domuz"
anlamina gelen domuz pankreasindan izole edilen ve ucuz oldugu icin yaygin olarak
kullanilan bir enzimdir. Saf olarak izole edilmeyen karisimlari, PPL’in yaninda birgok
hidrolaz enzimi icerir. Safsizlik olarak nitelendirilen hidrolazlarin baslicalari;
kolesterolesteraz, fosfo lipazlar, karboksipeptidaz B ve diger bilinmeyen hidrolazlardir.

PPL enzimi primer alkollerin esterlerinin hidrolizinde kullanilir [102].

4.6.3.5 Aspergillus Lipaz

Aspergillus’lar yeryliziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir. Toprakta

curiyen bitki materyalleri dogal yasam ortamini olusturur. Bu mantarlar Urettikleri
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enzimler sayesinde organik maddeleri ayristirarak kullanir ve saprofit olarak yasarlar.
Uygun kosullarda bitki, hayvan ve insanlarda patojen hale gecebilirler. Ureme hizlari
ylksektir. Aspergillus tiirleri zincirler halinde ¢ok miktarda konidi Uretirler ve bunlar
olgunlastiklarinda ortama dagilirlar. Konidyumlar genelde 2-5 u ¢apindadirlar ve hava
ile taginirlar. Konidyumlar bir hiicreli, duvarlari diiz veya puruzll, dikenli; seffaf veya

pigmentli olabilirler (Sekil 4.14) [125].

Sekil 4.14 Aspergillus niger morfolojik goriintiisi [126]

Aspergillus tiirl olan Aspergillus niger icin minimum gelisme sicakligl 6-8°C, optimum
35-37°C ve maksimum 45-47°C'dir. Kserofilik bir kif olup, 35°C'de 0.77 a
gelisebildigini belirtmistir. Yiksek su aktivitesine sahip ortamda pH=2'nin altinda
gelisme gostermektedir. Aspergillus niger sitrik asit, glukonik asit gibi organik asitleri ve
alfa amilaz, glukoz oksidaz, invertaz, pektinaz, lipaz gibi enzimleri sentezlemektedir

[127].

4.6.3.6 Amano Lipaz

Ticari olarak Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas cepacia'dan

izole edilen amano lipazlar; allilik ve alifatik klorohidrinler [128], rasemik a-fenilalanin
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amidlerin [129], asetamid fenilpropanoik asit ve tirevlerinin [129] reaksiyonlarinda ve

ozellikle sekonder alkollerin enzimatik kiral hidrolizinde gérev almaktadirlar [130].

4.6.3.7 Rhizopus Lipaz

Flamentli funguslardan olan Rhizopus'tan elde edilen lipazlar, primer alkollerin 1 ve 3.
bolgelerindeki  Gstiin  segicilikleri  nedeniyle  kimyasal sentezlerde sikga
kullanilmaktadirlar [126]. Ozellikle triagilgliserolden bazi 6zel endistriyel Griiniin
hidrolizi, Rhizopus lipazlarinin 1,3-regiosecicilikleri ile katalizlenmektedir [131].
Rhizopus lipazlari bu ustlin 6zellikleri nedeniyle enantioselektif kataliz ile kimyasal

olarak degerli saf Grlin eldesinde tercih edilmektedirler [126].

Rhizopus niveus'tan elde edilen lipaz enziminin (RNL) sn-2 pozisyonundaki oleik asite

etki ederek doymus yaglarin interesterifikasyonunu arttirdigl saptanmistir [132].

Optimum kosullari pH=8,5 ve 40°C olan Rhizopus oryzae lipazlari (ROL) Pichia pastoris

ve Saccharomyces cerevisea'den elde edilebilmektedir [126].

Filamentli bir fungus olan Rhizopus arrhizus'dan hiicre ici ve hiicre disi elde edilen lipaz
enzimleri, doymus ve doymamis yaglarin interesterifikasyonundaki Gstlinleri nedeniyle
ilag sanayinde siklikla kullanilmaktadirlar [133]. Rhizopus arrhizus lipazinin (RAL)
8

pH=6,9 ve %95 su ortaminda 0,3 mm partikil boyutlu bugday kepegi lzerine 1.10

spor/ml konsantrasyonda maksimum enzim aktivitesi gosterdigi saptanmistir [134].

4.6.3.8 Wheat Germ Lipaz (WGL) (Bugday Ruseym Lipazi)

Besleyici degerinin cok yliksek olmasinin yani sira, tat ve lezzetinin de glizel olusu
nedeniyle bugday ruseymi (Sekil 4.15), gida maddelerinin protein ve vitaminlerce
zenginlestirilmesine kullanilabilecek cok uygun bir kaynaktir. Ozellikle de ekmekte,
biskivilerde, keklerde, bebek mamalarinda ve bazi et {riunlerinde kullanildigi
bilinmektedir [135].

Ruseym bugday ununa gore, daha fazla protein (3 kat), yag (7 kat), seker (15 kat),
mineral madde (6 kat) icerigine sahiptir. icerdigi proteinlerin biyolojik degeri, hayvansal
kaynakli proteinlere yakindir. Yapilan calismalar bugday ruseymi ve ekstraktlarinin

antikanserojenik 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. Tokoferollerin (E vitamini) en
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zengin kaynagl olan ruseym; ayni zamanda B grubu vitaminlerin, doymamis yag
asitlerinin (6zelliklede oleik, linoleik ve a-linoleik asit) ve fonksiyonel ozellikli
fitokimyasallarin (flavonoidler ve steroller), esansiyel amino asitlerin oldukg¢a zengin bir

kaynagidir [135].

Sekil 4.15 Bugday ruseymi

Bugday tanesi distan ice dogru; perikarp (%3,5- 5,5), testa (%0,5), hiyalin tabakasi
(%2), aleron hiicreleri (%6-9), unsu endosperm tabakasi (%80-85), tanenin ucunda yer

alan embriyo (%2-3) ve sakal kisimlarindan olusmaktadir (Sekil 4.16) [136].

Epidermis

Hypodermis

Capraz hicrelor
Boru hiscreler

Tohum kabugu(testa)
Renk maddelen

Aleurone hicre labakas:

T

Kepek (Bran)
Tahil tanesinin cok katmanl dig kabugunu olusturan kisimdir.Daha
sert yapisiyla tahiln diger iki kiseun gines 151, zaradilar, su ve
her e bulasmaya karsi koruyucu gdrev yapar. Onemdi
antioksidaniar, B vitaminleri ve lif igerir.

Endosperm

Embriyonun besin kaynad: olup,yeni bitki kok salip boy atincaya
kadar gerekh olan besini bitkiye sajfar. Tahil tanesinin nemli bir
kismini olugturur, Bonyesinde nisastall karbonhidratiar, proteinier
ve duguk miktardarda vitamin ve minareliér bulunar.

Riigeym (Germ) «—

Tahilin yeni bir bitki olugturmak Uzere ¢imlenme yetenedine sahip
olan embriyosudur. Pek gok E, B vitamini, baz: proteinieri, mneral
ve yararl yaglan banndinr

Sekil 4.16 Bugday tanesinin kisimlari
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Bugday tanesinin kimyasal bilesimi; karbonhidratlar (%65-75), proteinler (%7-18), su
(%8-14), lipitler (%1-3), mineral maddeler (%1-2) ve eser miktarda vitaminler ile
enzimlerden olusmaktadir. Bu maddelerin tanedeki oranlari; ceside, yetisme

kosullarina ve iklime bagh olarak degismektedir [136].

Bugday ruseymi lipazi olan wheat germ lipazinin (WGL) optimum calisma degerleri;

pH=7,5'da 30°C sicaklik ve 3.30 x 10V3 IU/ml konsantrasyon olarak belirlenmistir [137].
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BOLUM 5

MATERYAL METOD

Proje kapsaminda Aldrich ve Alfa Aesar firmalarindan ticari olarak elde edilen 5-metil-

1,3-siklohekzandion bilesigi Gizerinden gesitli kimyasal reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Saflastirmalar 6ncelikle kolon kromatografisi ile Merck silika jel 60 (0,063- 0.200 mm)
kullanilarak yapildi. Kolon kromotografisi ile saflastirilamayan bilesikler preparatif
tabaka kromatografisi yontemiyle saflastirildi. Reaksiyon ve saflastirma sonuglari ince
tabaka kromatografisi (ITK) ile Merck silika jel 60 F,s4 ve UV lambasi camag UV (254nm)
kullanilarak belirlendi. TLC (iTK) sonugclari hazirlanan p-anisalhehit boyasi ile boyanarak

1st yardimi ile sabitlendi.

Sentezlenen bilesiklerin yapi tayini, uluslararasi standart TMS (tetrametilsilan),
standart ¢ozlici olarak CDCl; (dotorokloroform) (*H: 6= 7.27) (*C: 6= 77.0, 96.4)
kullanilarak Niikleer Manyetik Rezonans Spekroskopisiyle (NMR) (Bruker Avance 11l 500
Mhz) gerceklestirildi. IR spektrumlari Perkin ElImer Spectrum One cihazinda belirlendi.

Erime noktasi tayini Blichi Melting Point B-540 cihaziyla yapildi.

Kemosentez reaksiyonlarinda kullanilan lipazlar; Aspergillus lipaz (Aspergillus sp. Lipaz)
BioChemika (84205), CCL (Candida cylindracea Lipaz) BioChemika (62316), CAL
(Candida antarctica Lipaz) BioChemika (62299), HPL (Hog pancreas Lipaz) BioChemika
(62300), RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz) BioChemika (62305), RNL (Rhizopus niveus Lipaz)
BioChemika (62310) lipaz basic kit ve WGL (Wheat germ Lipaz) BioChemika (62306)

extension kit olmak lizere Fluka’dan, Amano Lipase PS Aldrich’den temin edildi.
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5.1 Kullanilan Kimyasallar
Kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 5.1’de gosterilmistir.

Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasallarin marka kodlari

Kimyasal Adi Marka Kod Numarasi
5-Methylcyclohexane-1,3dione %98 (C;H100,) Alfa Aesar A15280
(5-Methyl-1,3-cyclohexanedione)

(5-Metil-1,3-siklohekzandion) Sigma Aldrich | 279951
Benzen Merck 1.01783.2500
Dietil eter Merck 1.00091.5000
Kloroform Merck 1.02445.2500
n-Hexane for HPLC Merck 1.04391.2500
2-Propanole for HPLC Merck 1.01040.2500
Kloroform Teknik -

Hegzan Teknik -

Etil asetat Teknik -

Aseton Teknik -

Asetik asit (AcOH) Merck 1.00063.2500
Etanol Merck 1.00983.2500
Siklohekzan Merck 102832
Fosfor pentoksit Merck 21-470-1
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Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasallarin marka kodlari (devami)

Asetonitril Merck 1.00003.1000
Toluen Merck 1.08323.2500
Tetrahidrofuran Merck 1.08114.2500
Dikloromethan Merck 1.06050.2500
Dimetilsilfoksit Merck 1.02952.2500
Sodyum bi karbonat (NaHCO3) Teknik -

Sodyum hidroksid Merck 106482
Sulfirik asit Merck 1.00731.2500
Magnezyum sulfat (MgSQO,) Teknik -

Potasyum karbonat (K,COs) Teknik -

pH 7.00 +/- 0.01 Buffer sollisyonu Merck 1.09439.1000
pH 4.00 +/- 0.01 Buffer solisyonu Merck 1.09435.1000
Hidroklorik asit Tekkim TK.080230.01000
Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) Merck 1.05101.1000
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck 1.04873.1000
Mangan Il asetat Fluka 63537
Potasyum permanganat (KMnQy) Merck 1.05082.0250
Mangan (lll) asetat Merck 805929.0100
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Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasallarin marka kodlari (devami)

p-anisaldehit Aldrich 88107
(4-Methoxybenzaldehyde) Merck 8.22314.0250
H,O0 Ultra saf -
Kloroasetaldehid Aldrich 31,727-6
Diklorometan Merck 106049
Benzilamin Aldrich 185701

Silica Gel 60 F,54 25 TLC alliminyum sheet 20x20 Merck 1.05554.0001
Silica Gel 60 (0,063-0.200 mm) for coloumn Merck 1.07734.2500
chromatography

Silica Gel 60 GF;s4 for thin-layer chromatography Merck 107730.1000
Silica Gel 60 HF,s4 for thin-layer chromatography Merck 107739.1000
Silica Gel 60 HF 54366 for thin-layer Merck 1.07741.1000
chromatography

TLC Silica Gel 60 F,s4 25 glass plates 20x20 cm Merck 1.05715.0001
Lipase basic kit Fluca 62327

CCL (Candida cylindracea Lipaz) Fluca 62316

CAL (Candida antarctica Lipaz) Fluca 62299

HPL (Hog pancreas Lipaz) Fluca 62300

RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz) Fluca 62305
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Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasallarin marka kodlari (devami)

RNL (Rhizopus niveus Lipaz) Fluca 62310
Aspergillus Lipaz (Aspergillus sp. Lipaz) Fluca 84205
Lipase extencion kit Fluca 62323
WGL (Wheat germ Lipaz) Fluca 62306
Amano Lipase PS, from Burkholderia cepacia Aldrich 534641
(Pseudomonas cepacia)

5.2 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Cizelge 5.2’de gosterilmistir.

Cizelge 5.2 Kullanilan cihazlarin marka modelleri

Cihaz Adi Markasi Modeli

Su Distilasyon Cihazi Millipore Milli-Q Academik A10
Evaporator Bucci Rotavapor R-200
Ultrasonik Su Banyosu Bandelin RK-31

Vakum pompasi Welch 2522C-02

Manyetik Isitici Karistiric IKA Yellow Line MSC Basic C

Calkalayici Su Banyosu

Gfl Gesellschaft

Labortechnik

1083/1086

pH Metre

Hanna Instruments

pH Microprocessor pH

Meter- 520518

Zaman ayarli etliv

WTC binder

1505330000202 #980706
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Cizelge 5.2 Kullanilan cihazlarin marka modelleri (devami)

Otomatik pipet Socorex Acura Acura Manuel 825-
16061880

Analitik Terazi Precisa 320-9204-007 XB 220A
SCS/ W50124

Erime Noktasi Tayini Cihazi | Blchi Melting Point B-540

HPTLC CAMAG Linomat5-

(YUksek performansliince 022.7808/150428

tabaka kromatografisi) Reglotar3-
022.9610/150515

HPLC (Yuksek basingli sivi | Shimadzu Kontrolor CBM-20A

kromatografisi)
UV Dedektori | SPD-M20A

230V

Pompal LC-6AD
Kolon firini CTO-20AC

IR Perkin Elmer Spectrum One
OD-H Kiral Analitik Kolon Daicel Corporation- Chiral | 14325
(Cellulose tris(3,5- | 250x4.6 mm, 5 pm
dimethylphenylcarbamate)) (Analytical)

OJ-H Kiral Analitik Kolon Daicel Corporation- Chiral | 17325

(Cellulose tris(4-

methylbenzoate))

250x4.6 mm, 5 um

(Analytical)
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Cizelge 5.2 Kullanilan cihazlarin marka modelleri (devami)

AD Kiral Analitik Kolon Daicel Corporation- Chiral | 19025

(Amylose tris(3,5- | 250x4.6 mm, 10 um
dimethylphenylcarbamate)) (Semi-Prep)

UV lamba CAMAG 022.9120/1305
NMR Bruker Avance Il 500 Mhz

5.3 izolasyon ve Yapi Tayininde Kullanilan Yéntemler

5.3.1 Anisaldehit Ayiraci

Projede kullanilan benzofuranon ve indol gibi bilesiklerin TLC yontemiyle aliiminyum
tabakalardaki konumlarinin ve Rf degerlerinin belirlenmesinde kullanilan floresans
Ozellik gosteren anisaldehit boyasindan vyararlaniimaktadir. Boyanan tabakanin
isitilmasi ile bilesiklerin renk degistirerek konumlarinin belirlenmesi esasina dayanir.
Sirasiyla 169 ml %95'lik EtOH (etanol), 6,25 ml H,SO, (sllfirik asit), 1,875 ml AcOH
(asetik asit) ve 9 ml p-anisaldehit 151k gecirmeyen bir kapta karistirilarak hazirlanan

anisaldehit sogukta muhafaza edilmelidir.

5.3.2 Kromatografik Yontemler

Kimyasal reaksiyonlar ile elde edilmesi istenen saf maddelerin izolasyonu amaciyla,
kolon kromatografisi (CC), ince tabaka kromatografisi (TLC), yiksek performansli ince
tabaka kromatografisi (HPTLC) kullanilmigtir.  Biyotransformasyon c¢alismalari
sonucunda elde edilen bilesiklerin igeriklerinin belirlenmesinde ise ylksek basingli sivi

kromatografisi (HPLC) kullanilmistir.

5.3.2.1 Kolon Kromatografisi (CC)

Sentezler sonucu elde edilen bilesiklerin saf madde izolasyonu icin dncelikle kolon

kromatografisinden vyararlanilmistir. Bu amacla kolon kromatografisinde ayrimi
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yapilacak karisimlarin 6nce ince tabaka kromatografisi sonuglari incelenmis, gelistirme
calismalari  dogrultusunda uygun c¢o6ziici belirlenerek uygun sistem kolon

kromatografisinde uygulanmistir.

Kolon kromatografisi cam kolonlarda dolgu maddesini 1slak ylkleme yaparak
gerceklestirilmistir. Ekstre uygun bir ¢ozliciide ¢ozlilmustlr ve ardindan icine silika jelin
bir miktari eklenmistir. Kolona ilk olarak silika jel doldurulmus ve vakum pompasi
yardimiyla kolon icine iyice oturmasi saglanmistir. Silika jelin kolon icindeki Ust tabakasi
dizlestirildikten sonra toz silika jel ve ekstre karisimi kolona doldurulmustur. Tekrar
vakum pompasi yardimiyla bu ikinci katmanin kolona dizgiin bir sekilde oturmasi

saglanmistir.

5.3.2.2 ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

ince tabaka kromatografisi, bilesiklerin hassas saflastirma gerektiren izolasyonlarinda
kullanilmistir. Camag TLC hazirlama aparati ile 0.5 um kalinhiginda hazirlanan plaklar ile
ticari olarak hazir elde edilen Merck cam (105715) ve aliiminyum (105554) hazir plaklar
ince tabaka kromatografisinde kullaniimistir. Hazir plaklar daha ince ayirma gerektiren
durumlarda kullaniimistir. Laboratuarda hazirlanan plakalar icin 100 g Silika Jel 60 G
(1/2; Silika Jel 60 Fys4/Silika Jel 60 HF,s4) ve 50 g Silika Jel 60 Hjss366 bir balon jojeye
doldurulmus ve icerisine 350mL distile su eklenerek karisim akiskan hale gelene kadar
calkalanmistir. Elde edilen slispansiyon Camag TLC hazirlama aparati yardimiyla 20 x 20
cm boyutlarindaki cam plaklarin Gzerine 0.5 pum kalinhginda c¢ekilmistir. Hazirlanan
plaklar kullanimdan 6nce oda sicakhgin kurutulmus ardindan etiivde 100°C'de bir saat
siire ile aktive edilmistir. ince tabaka kromatografisi ¢oziicii sistemine karar verilen
madde karisimi uygun ¢oziiclide ¢ozindurilerek, aliminyum plaklarin tabanindan 1 cm
yukariya ince kapiler boru yardimiyla ekilmistir. Ekim yapilan plaklar uygun ¢ozicilerin
bulundugu cam tanklarin igerisine yerlestirilerek ylritme islemi gergeklestirilmistir.
Yirime islemi ¢ozlicl siniri plagin en (st noktasina geldiginde durdurulmustur. Bu
plaklar yapilan ayrimin goérilmesi icin karanlik odada Camag marka UV lamba altinda
254 nm ve 366 nm'de degerlendirilmistir. Daha disik dalga boylarinda absorbans
veren maddelerin belirlenmesi amaciyla anisaldehit belirteci degerlendirme yapilacak

plakanin bir kismina puskirtililmis ve hotplate Uzerinde isitilarak UV isikta
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gériinmeyen maddelerin gériinmesi saglanmistir. ince tabaka kromatografisinde
kullanilan ¢ozilict sistemleri literatiirdeki veriler ve ayrimi yapilacak karisimin verdigi

tepkiler dogrultusunda deneme yanilma ile bulunmustur.

5.3.2.3 Yiiksek Performansl ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC)

Ekstrelerin icerdigi maddelerin birbirleriyle karsilastirilmasinda, saf maddelerin Rt
degerlerinin bulunmasinda ve zor ayrilan maddelerin saflastirilmasinda yliksek
performansh ince tabaka kromatografisi kullanilmaktadir. Galismalarda kullanilan
Camag marka HPTLC; Limomat 5 TLC ekim moduili, AMD2 TLC ylritme moddili, ADC2
TLC ylrdtme modili, TLC Scanner 3 UV tarama modilli, ve Reprostar 3 TLC

gorintileme modiliinden olusmaktadir (Sekil 5.1) [138].

ent Girigleri  Kamera Vakum Pompasi  Enjeksiyon Unitesi ~ Linomat v:
) Azot Girig

Linomat 5
Madde Ekimi

Sekil 5.1 HPTLC sistemi ve modiilleri

HPTLC cihazi ile birbirinden zor ayrilan maddelerin ayrilmasi i¢in hazir cam ve
aliminyum TLC plaklart kullanilmistir. Yapilan sistem ¢alismalari ile en iyi ayirimin
oldugu c¢o6zicl sistemi belirlenmistir. Proje kapsaminda HPTLC cihazinin Linomat 5
Madde Ekimi Unitesi ve Enjeksiyon (initesinden faydalanilmis preparatif TLC plakalarin

hassas ekim saglanarak uygun ¢oziici sisteminde ayrim gerceklestiriimeye calisiimistir.

TLC sonuglarinin gorintiilenmesi fotograflanmasi amaciyla Reprostar 3 birimi ve

kamerasindan yararlaniimistir.
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5.3.2.4 Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek basingh sivi kromatografisi; madde karisimlarindan saf maddelerin
izolasyonunda (preparatif) ve madde miktarlarindaki oran ve degisimler gibi etkenlerle
kalitatif ve kantitatif tayininde (analitik) kullaniimaktadir. Arastirmada kullanilan
Shimadzu marka HPLC CBM-20A model kontroldr, 2 adet LC-60AP pompa, SPD-M20A
Diode Array UV dedektori ve CTO-2AC kolon firini modillerinden olusmaktadir. Sekil
5.2'de HPLC cihazi ve modiilleri goriilmektedir. HPLC'de yapilan calismalarda OD-H, OJ-

H ve AD-H kiral analitik kolonlar kullaniimistir.

HPLC sistemlerinde, ¢Ozlici ve ayrimi yapilan madde ¢ozeltisi igerisinde bulunan
¢O6ziinmis hava kromatogramda hayalet piklere neden olabilmektedir. Kullanilacak
¢Ozlicli sistemininde ¢6zlinmis olarak bulunan hava ultra sonik banyo kullanilarak
uzaklagtirilir. HPLC cihazinda galismaya baslamadan 6nce cihazdaki solvent borulari
icerisinde ve dedektor hiicresinde kalmis olabilecek hava bosluklarinin sistemden
atilmasi icin sistem sadece mobil faz ile bir middet calistiriir. Ayrica bu esnada
kromatogramlarda mobil fazin dedektérde verdigi sinyallerin gérilmemesi icin bu
sinyaller sifirlanir. Mobil faz igerigi, mobil faz akis hizi, maksimum ve minimum basing
degerleri, analiz slresi, firin sicakligi gibi analiz parametreleri bilgisayardan girildikten
sonra uygun bir ¢cozliclide (Merck 2-propanol) hazirlanan madde enjeksiyon portundan
loopa enjekte edilir. Looptan maddenin kolona aktarilmasi ile beraber ayirma islemi
otomatik olarak baslamaktadir. HPLC cihazinda yapilan ayirmalarda analiz kosullari
(mobil faz tird, mobil faz akis hizi v.b.) literatiirde verilen degerlerden faydalanilarak
yapilan ¢6zici ve analitik kolon degisimleriyle, deneme vyanilma yontemi ile
bulunmustur. Analitik ayirmalarda analiz edilecek madde karisiminin, enzimatik
reaksiyon oncesi ve sonrasi maddelerin dedektdrde gorildikleri zamanlar belirlenerek
optimum pik standardizasyonu gergeklestirilmistir. HPLC cihazinin pik alan verileri
kullanilarak enzimatik biyoddnlisimlerin enantiomerik fazlalik (e.e.) degerleri

saptanmis ve basari ylizdeleri kiyaslanmistir.
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Solventler UV Dedektorii :

RID Dedektorii

" Kontrolér

Sekil 5.2 HPLC cihazi ve modadilleri.

5.3.3 Spektroskopik Yontemler

5.3.3.1 Infra-Red Spektroskopisi (IR)

Saf maddelerin infra red spektrumlari Perkin Elmer Spectrum One cihazinda
belirlenmistir. Sekil 5.3'te kullanilan IR spektrometresi gorilmektedir. Infra red
spektrumlari cekilecek az miktardaki saf maddeler uygun bir ¢ozliclide ¢ozuldikten
sonra cihazda ATR kristalinin Gizerine bir damla olarak damlatilmistir. Céziicii tamamen
ugurulduktan sonra spektrum alinmistir. Miktari yeterli maddelerde ise madde kristalin
Uzerini oOrtecek sekilde konulup spektrum alinmistir. Infra red spektrometresinde

maddenin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplar belirlenebilmektedir [138].

Sekil 5.3 IR spektrometre
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5.3.3.2 Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

Saf maddelerin yap! tayininde temel olarak niikleer manyetik rezonans spektroskopisi
kullanilmistir. Calismalarda Bruker Avance Il 500 Mhz model NMR kullaniimistir (Sekil
5.4). NMR spektrumlari Uzman Pinar Caglar tarafindan g¢ekilmistir. Yapi tayinlerinde
maddelerin bir boyutlu, iki boyutlu, ¢oklu puls, NMR spektrumlari alinmistir. NMR

spektroskopisinde tek boyutlu yéntemlerinden *H NMR ve **C NMR kullanilmistir.

Sekil 5.4 NMR cihazi

5.3.4 Erime Noktasi Tayini

Saf maddelerin erime noktalari Buchi marka B-540 model erime noktasi tayin cihazi ile
bulunmustur (Sekil 5.5). Maddelerin erime noktalarini saptamak amaciyla cihazin 6zel
tiplerine saf madde doldurulmus ve sikistiriimistir. Cihaza yerlestirilen tlipler 6nceden
hazirlanan isitma programiyla erime noktasina kadar 1°C artimlarla isitilmistir. Erime

noktasi kati maddenin homojen siviya donistligi noktada olctilmistir [138].

Sekil 5.5 Erime noktasi tayin cihazi
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5.4 Sentez Rotasi

Asagidaki sentez rotasi takip edilmistir:

o)
I
H,C
o)
(4)
£ E
& g
] p}
Y
i
HaC o L H3C
o)
HsC o HaC o)
@ O.__CHs (3)
I
o +
+ 0
0 HO I
I | N\
A\
| HC 0
H,C o (5)
OH
(6)

Sekil 5.6 Reaksiyon rotasi

5.4.1 6,7-Dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on Sentezi
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8 ml H,0 icersine 1 g NaHCO3 ve %40'lik 2 ml kloroasetaldehit (CIOC,Hs) eklenmistir.

Karisim 0-5°C'ye sogutularak 9 ml H,O icindeki 10 mmol 5-metil-1,3-siklohekzanedion

bilesigine (1) dakikada 0,4 ml damlatilarak ilave edilmistir. Reaksiyon oda sicakliginda
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devam etmistir. 17 saat sonunda karisima 10 ml etil asetat (EtOAc) eklenmis ve
reaksiyonun pH'I dlgllerek (~8,63) pH=1'e ayarlanmistir. 1 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirilan reaksiyonun organik faz ayrimi potasyum karbonat (K,COs)
sollsyonu ile gergeklestirilmistir. Ayirma hunisinde reaksiyon ortamindan uzaklastirilan
organik faz, magnezyum silfat (MgSQ,) ile kurutulmustur. Cozlcli ortamdan
evaporator vasitasiyla uzaklastirilmistir.

ﬁ 11

aNF° | A\

t

N @)
H,C O H3C

(1) (2)

Sekil 5.7 5-Metil-1,3-siklohekzandion bilesiginden (1) 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-
4(5H)-on (2) sentezi

Saflastirma, sentezlenen kristallerin  petrol eteri ile yikanmasi yoluyla
gerceklestirilmistir. Saflastirma islemi sonucunda 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-

on bilesigi (2) elde edilmistir (Sekil 5.7, 5.8).
6, 7-dihidro-6-metilbenzofuran-4({5H)-on (2)

5-metil-1,3-siklohekzanedion (1)

Sekil 5.8 Benzofuranon sentezi TLC sonucu

6,7-Dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) icin (Sekil Ek 1,2 ve 11);

Erime noktasi: 52,1 °C
Rs: 0,75 (Silika jel, 1:1 EtOAc:Hekzan)

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.2 (d, J= 6.5 Hz, 3H, -CHs), 2.26 (dd, J= 11.4, 16.3
Hz, 1H, 5-H), 2.47 (m, 1H, -CH), 2.56 (m, 2H, -CH,), 2.98 (dd, J= 4.7, 15.7 Hz, 1H, 5-H),
6.68 (d, J= 1.8 Hz, 1H, -CH), 7.34 (d, J= 1.8 Hz, 1H, -CH)
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13C NMR (500 MHz, CDCl5) & (ppm): 21.35; 30.74; 31.49; 46.33; 106.60; 120.92; 142.32;
166.56; 194.46

IR (CHCl5) y(max): 1658.10 cm™

5.4.2 Mangan (lll) Asetat Katalizorii ile Asetoksi-Benzofuranon Sentezi

7,4 mmol Mn(OAc)s, 55 ml benzen:asetik asit (10:1) karisimi icersinde yan kollu
balonda Dean-stark-trap diizeneginde reaksiyon ortami targin kahverengisi oluncaya
kadar reflux edilmistir (Sekil 5.9). Daha sonra 1,8 mmol 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-
4(5H)-on bilesigi (2) yan kollu balona eklenmis, reaksiyon takibi TLC ile yapilmistir (Sekil
5.10). Deney 63 saatte sonlandirilmistir. Eter ile seyreltilen organik fazin ayrimi,
doymus tuz cozeltisi ile ayirma hunisinde gerceklestirilmistir. MgSO, ile kurutulan

organik fazi yogunlastirmak amaciyla evaporator kullaniimistir.

Sekil 5.9 Yan kollu balonda Mn(OAc); reaksiyonu
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Sekil 5.10 Mn(OAc)s reaksiyonu dnemli deney takip TLC'leri

Saflastirma islemi; 6énce kolon kromatografisi 1:8 (EtOAc:Hekzan) sisteminde, ardindan
preparatif TLC tabakalarda 2:9:18 (EtOAc:CHClz:Hekzan) sisteminde gergeklestirilmistir.
~%72 verimle 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomerleri karisik olarak elde

edilmistir (Sekil 5.11, 5.12) ancak, ayri ayri izole edilememistir.

o

o i
| HaC o '
N\ Mn(OAc); \“/ | AN | A\
| Benzen o +
HyC O  Glasiyal asetik asit HaC o) HsC @)
® b oo

©) ~
@ 3

Sekil 5.11 6,7-Dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) 4,5,6,7-tetrahidro-
6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-7-il asetat bilesigi (4) sentezi

6,7-Dihidro-6-metilbenzofuran-4{5H}-on (2)

4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3)
4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4)

Sekil 5.12 Mn(OAc)s reaksiyonu TLC sonucu
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4,5,6,7-Tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-

metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomerleri icin (Sekil Ek 3,4, 5, 6 ve 12);

Rs: 0,50 (Silika jel, 1:8 EtOAc:Hekzan)
IR (CHCI3) y(max): 1690.06, 1745.95 cm™

4,5,6,7-Tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) icin;

'H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1,04 (d, J:6.9 Hz, 3H, -CHs), 2.16 (s, 3H, -COCHs),
2.53-2.72 (m, 2H, 7-H), 3.06 (dd, J= 5.2, 17.3 Hz, 1H, 6-H), 5.19 (d, J= 11.9 Hz, 1H, -CH),
6.60 (d, J= 1.8 Hz, 1H, 3-H), 7.31 (br s, 1H, 2-H)

3C NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 13.83; 20.80; 29.71; 33.78; 76.49; 106.69; 119.49;
143.88; 164.45; 170.12; 187.77

4,5,6,7-Tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat bilesigi (4) icin;

'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,15 (d, J= 6.5 Hz, 3H, -CHs), 2.19 (s, 3H, -COCHs),
2.70- 2.79 (m, 2H, 7-H), 3.19 (dd, J= 5.4, 17.4 Hz, 1H, 6-H), 5.54 (d, J= 4.3 Hz, 1H, -CH),
6.61 (d, J= 1.8 Hz, 1H, 3-H), 7.34 (br s, 1H, 2-H)

13C NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 18.01; 20.67; 30.66; 35.32; 78.76; 106.79; 119.91;
143.66; 164.95; 170.43; 187.92

5.4.3 Asetoksi-Benzofuranon  Bilesgiklerinin  Lipaz  Katalizli  Esterifikasyon

Reaksiyonlari

0,024 mmol'ar 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomer karisimina, 1 ml organik
¢Ozlicli eklenmistir. pH=7 olan tampon ¢ozeltisinden 300 pl ilave edilen sollisyona lipaz
enzimi konularak 37°C’de reaksiyon gerceklestirilmistir. Katalizor ylzeyi ile substrat
difizyonunun saglanmasi amaciyla reaksiyonda calkalayici su banyosu kullaniimistir.
Reaksiyon belirli araliklarla TLC ile takip edilerek %50 doéntsime ulasildiginda
sonlandirilmistir (Sekil 5.13).
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Sekil 5.13 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomerlerinin esterifikasyonu

4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-
metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomerlerinin biyodonistumleri icin, 4 farkl
¢Ozict (DMSO, THF, asetonitril, toluen) ve 8 farkli enzim (Aspergillus sp. Lipaz, CCL
(Candida cylindracea Lipaz), CAL (Candida antarctica Lipaz), HPL (Hog pancreas Lipaz),
RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz), RNL (Rhizopus niveus Lipaz), WGL (Wheat germ Lipaz) ve
(Burkholderia cepacia'dan elde edilen) Amano Lipaz PS denenmistir. Coziicl ve lipaz
enzimlerinin kiral kataliz Uzerindeki etkisini incelemek icin HPLC kullanilarak,
enantiomerik fazlalik (e.e.) degerleri saptanmistir (Cizelge 5.3). HPLC analizleri OD-H
kiral kolonda, akis hizi 1 ml/dk ve 2-propanol:hekzan (1:15) ¢ozlici sisteminde
yapiimistir (Sekil Ek 14, 15, 16, 17 ve 18). Rasemik a-asetoksi-benzofuranon
enantiyomer ciftine ait HPLC piki ~9,5. dk ve ~11. dk'da; rasemik y-asetoksi-

benzofuranon enantiyomer ciftine ait HPLC piki ~11,5. dk ve ~12. dk'da gozlenmistir.

Cizelge 5.3 HPLC analiz sonuglari

a. Asetoksi y. Asetoksi Negatif
benzofuranon | benzofuranon | segicilik

(3) e.e. (4) e.e.

INREL[UA | Asetonitril | 5sa,30dk %94 %74 X
Lipaz
DMSO 50dk %42 %13 X
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Cizelge 5.3 HPLC analiz sonuglari (devami)

8sa, 40dk %92 %76

Asperglllus Asetonitril  5sa,30dk %64 %18

3sa,20dk %81 %63

DMSO 4sa,50dk %37 %33

Toluen 10sa %4,4 %25

DMSO 5sa,51dk %76 %66

Toluen 2sa,20dk %21 %14

DMSO 143sa,43dk %55 %27

Asetonitril  7sa %50 %47

8sa, 20dk %36 %21
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5.4.4 Asetoksi-Benzofuranon Bilesigininin Seal Tiip Reaksiyonu

2,9 mmol'ar 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomer karisimi, %20'lik 5 ml
etanol:H,0 ve 16,8 mmol benzilamin ile ~0 atm basin¢ta seal tipe konulmustur.
145°C'de 12 saat boyunca reaksiyon devam etmistir (Sekil 5.14). Distile su ve
diklorometan kullanilarak reaksiyon karisimindan ekstrakte edilen organik faz, MgSQ,4

ile kurutulmus ve evaporatdrde yogunlastirimistir.

O
HaC o A HyC 0 X
Y | AN Benzilamin \||/ | AN
(0) L
o %20 EhOH © N
H3C 145 °C HC
3) (8)
i I
| AN Benzilamin | A\
%20 EhOH N
o)
H3C 145°C FsC
O.__CHy O
O o
4 o
H,C (9)

Sekil 5.14 indol sentezi reaksiyon semasi

Saflastirma islemi icin sirasiyla 1:1 (EtOAc:Hekzan); 2:5:1 (EtOAc: CHCls:Hekzan);
6:31:19 (EtOAc: CHCls:Hekzan) ve 2:3 (EtOAc: CHCl3) ¢oziicli sistemleriyle kolon
kromatografisi yapilmistir. Ancak saflastirma islemi gerceklestirilemedigi icin yapi

aydinlatilamamistir.

5.4.5 Benzofuranon Bilesiginin Seal Tiip Reaksiyonu

6,25 mmol 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginin (2) %20'lik 5 ml
etanol:H,0 ve 16,8 mmol benzilamin ile 145°C ve ~0 atm basin¢ta 12 saat boyunca seal
tlpte reaksiyonu gergeklestirilmistir (Sekil 5.15, 5.16, 5.17). Distile su ve diklorometan
ile ekstrakte edildilen organik faz, MgSO, ile kurutulmus ve evaporatorde

yogunlastirimistir.
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Y

| \ Benzilamin | \
%20 EhOH
H,C 0 145 °C HaC N

Sekil 5.15 6,7-Dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) benzilamin aracih 1-
benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H)-on (7) sentezi

Sekil 5.16 Sivi azot yardimi ile basinci uzaklastirilan seal tlipin kapatilmak lizere
hazirlanmasi

Saflastirma icin sirasiyla kolon kromatografisi 9:7:31 (EtOAc:CHCl5:Hekzan) ve 1:1
(EtOAc:Hekzan) c¢oziici sistemi kullanilmistir. 1-Benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-

4(5H)-on bilesigi (7) %76 verimle sentezlenmistir.

6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-4{5H}-on (2)

1-benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H}-on (7)

Sekil 5.17 TLC sonucu

1-Benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi (7) icin (Sekil Ek 7, 8, 9 ve 13)

139];

Erime noktasi: 108,5°C
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Rs: 0,47 (Silika jel, 1:2 EtOAc:Hekzan)

IR (CHCl3) y(max): 1638.18, 2964.80 cm™

5.4.6 Potasyum Permanganat Katalizorliigiinde Asetoksi-indol Sentezi

55 ml benzen:asetik asit (10:1) karisimi icerisine 1,8 mmol KMnO,4 konularak yan kollu
balonda Dean-stark-trap dizeneginde reaksiyon ortami mordan kahverengi olana
kadar reflux edilmistir. Daha sonra 0,6 mmol 1-benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-
4(5H)-on bilesigi (7) reaksiyon ortamina eklenmistir. Deneyin takibi TLC ile yapilmistir.
Kloroform ile seyreltilen organik fazin ayrimi, doymus NaHCO; ¢ozeltisi ile ayirma
hunisinde gerceklestirilmistir. MgSO, ile kurutulan organik faz, evaporatérde

yogunlastirilmistir.

Saflastirma islemi icin sirasiyla 2:9:18 (EtOAc: CHClz:Hekzan) ve 1:7 (EtOAc: CHCIs)
¢Ozlicli sistemleriyle kolon kromatografisi, ardindan preparatif TLC tabakalarda 1:1
(Petrol eteri:Dietil eter) ve 1:7:1 (EtOAc: CHCls:Hekzan) ¢oziict sistemleri kullaniimistir.
Yapinin anlasilmasi amaciyla kullanilan NMR spektrometrisi analiz sonuclari, yapida
istenmeyen safsizliklar oldugunu gostermistir. Saflastirma c¢alismalarina devam

edilmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Dinyadaki gelisen tim olaylarin odak noktasinda insan yer almaktadir ve dolayisiyla,
insan sagligi 6n plana gegmektedir. insan sagliginin korunmasi ve tedavisinde ilag etken

maddelerinin sentezi 6nemli rol oynamaktadir [104].

Dogal urunlerde bulunan ve sentetik olarak tiirevleri sentezlenen benzofuranon ve
indol tlrevi bilesiklerinin sahip oldugu bircok biyolojik aktivite sebebiyle ila¢ sanayinde
onemli ilag etken maddeler olarak kullanildigi bilinmektedir. Bu g¢alismada yliksek
biyolojik aktiviteleri nedeniyle kiral hidroksi benzofuranon ve indol tirevleri
sentezlenmesi hedeflenmistir. Sentezlenen kiral hidroksi benzofuranon bilesiklerinin
enzimatik rezollisyonu gerceklestirilerek enantiomerik fazlahk (e.e.) degerleri

saptanmistir.

6.1 indol Tiirevlerinin Sentezi

Reaksiyon iki farkhi yoldan yiritilmistir. ilk olarak, 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il
asetat (4) izomerininin seal tlp reaksiyonu gerceklestirilmis; hedeflenen Griin (8)
reaksiyon sonucunda olusmamistir. Reaksiyonun diger sentez rotasinda ise 6,7-
dihydro-6-methylbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) seal tiip reaksiyonu ile
sentezlenen 1-benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin (7) potasyum
permanganat aracili reaksiyonu gergeklestirilmis ancak, hedeflenen Uriin (8) istenilen

saflikta elde edilememistir.

Reaksiyonlar sonucu elde edilen bilesiklerin saflastirma ve analizlerine ilerleyen

¢alismalarda devam edilerek, biyoaktivite testlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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6.2 Benzofuranon Tirevlerinin Sentezi

ilk asamada 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) sentezlenmistir. Daha
sonra 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) mangan (lll) asetat
asetoksilasyonu ile 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigine
(3) acillendirilendirilmistir. Saflastirma islemleri sonrasinda 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-
4-oksobenzofuran-5-il  asetat bilesigi (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-

oksobenzofuran-7-il asetat (4) izomeri literatirde ilk defa sentezlenmistir.

6.3 Lipaz Enzimlerinin ve Organik Géziiciilerin Kiral Rezoliisyon Uzerindeki

Etkilerinin incelenmesi

Cizelge 5.3 incelendiginde, Candida antarctica Lipaz (CAL) ve Candida cylindracea
Lipazin (CCL) 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat (4) bilesiklerinin enantiyomerlerine
karsi negatif secicilik (reverse selectivity) gosterdigi belirlenmistir. Kullanilan enzimlerin
a-asetoksi benzofuranon (3) ve y-asetoksi benzofuranon (4) bilesiklerindeki
enantiomerik fazlaligin (e.e.) kullanilan organik ¢o6zlcli ile degistirilebilir ve

gelistirilebilir oldugu saptanmistir.

Enzimatik rezoliisyon sonucu her iki izomerin (3), (4) en yiksek enantiomerik fazlahk
(e.e.) degerleri, toluen ortamindaki Amano PS lipaz enziminde (%99.7 e.e. (3); %92.8
e.e. (4)) oldugu saptanmistir. 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat
bilesiginde (3) gbzlenen en disik enantiomerik fazlalik (e.e.) toluendeki Candida
antarctica Lipaz (CAL) enziminde (%4.4 e.e.); 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-7-il asetat bilesiginde (4) gozlenen en dusik enantiomerik fazlalk
(e.e.) degerinin ise DMSQO'daki Hog pancreas Lipaz (HPL) ve Rhizopus niveus Lipaz (RNL)
enzimlerinde (%11 e.e.) oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.3). Ayrica, en kisa sureli
biyodonilisimiin DMSO c¢oziiclisindeki Aspergillus sp. lipaz enzimiyle 48 dakikada (%88
e.e. (3); %76 e.e. (4)); en uzun sireli biyodonlsimlerin ise DMSO ¢o6zicusindeki
Rhizopus niveus Lipaz (RNL) (%29 e.e. (3); %11 e.e. (4)), Hog pancreas Lipaz (HPL) (%43
e.e. (3); %11 e.e. (4)) ve Rhizopus arrhizus Lipaz (RAL) (%55 e.e. (3); %27 e.e. (4))
enzimleriyle sirasiyla 23 giin 6 saat 55 dakika, 13 glin 4 saat 20 dakika ve 5 gilin 23 saat
43 dakikada gerceklestigi saptanmistir (Cizelge 5.3).
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En yliksek ve en disik biyodonlisiim zamanlarinin ayni ¢ozliclide saptanmasi ayrica,
artan zaman ile birlikte enantiomerik fazlalik (e.e.) degerinin azalmasi; reaksiyon
zamaninda organik ¢o6zlicllere kiyasla enzim gesidinin daha etken rol oynadigini
gostermektedir. Organik ¢ozlcllerin ise enzim-substrat kompleksine etki ederek
enzimlerin g¢alismasinda farklilik meydana getirdigi ve enantiyomerik donisim

degerleri Gizerinde etkili oldugu bilinmektedir [140].

Goziculer enzimatik katalizde; reaksiyon verimi ve segicilik Gzerindeki kapsamli etkiye
sahiptirler. Enzim calismalarinda organik ¢ozicilerin kullanimiyla reaksiyon ortaminda
kapsamli varyasyonlara ulasilabilmektedir. Cozlcller, substat 6zelliklerini ve ylizeyini
degistirerek veya enzim inhibitorl olarak, enzim dinamiklerine etki gdsterir ve sonugta
enzim Uzerinde konformasyonel degisimlere neden olurlar. Enzim-substrat kompleksi,
reaksiyon ortami ve urinlerin etkilesimi, ¢ozlici etkisi ile yakindan iliskilidir [141].
Enantiomerik fazlalik (e.e.) Gizerindeki ¢ozlicu etkisini incelemek amaciyla olusturulan

grafikler asagidaki gibidir:

Cizelge 6.1 Asetonitril'in kiral kataliz Gzerindeki etkisi

100%

90% AN

80% \

FO W —

50‘; \ /\\

o \ /S N >_—
205 \ / N—

0% \/

10%

0%

Amano PS Lipaz Asp. sp. Lipaz CAL CCL WGL

a. Asetoksi (3) e.e. ==y Asetoksi (4) e.e.

Asetonitril ortaminda gerceklestirilen kiral katalizin en yilksek enantiomerik fazlalik
(e.e.) degerine, Amano PS lipaz enziminde (%94 e.e. (3); %74 e.e. (4)) ulasilmistir
(Cizelge 6.1). En duslik ee. degerleri, 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il

asetat bilesiginde (3) Candida cylindracea Lipaz (CCL) enziminde (%40 e.e.); 4,5,6,7-
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tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat bilesiginde (4) ise Aspergillus lipaz
enziminde (%18 e.e.) saptanmistir. Asetonitril ¢ozliclisindeki tim enzimlerde a-
hidroksi benzofuranon (3) bilesiginin y-hidroksi benzofuranon (4) izomerine oranla
Ustlin enantiomerik fazlalik (e.e.) gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, Aspergillus enzimiyle
gerceklestirilen kiral kataliz reaksiyonunda, a- ve y-hidroksi benzofuranon
izomerlerinin enantiomerik fazlalik (e.e.) oranlari arasinda olusan dikkat ¢ekici farkin;
asetonitril ¢ozictsiniln, Aspergillus enzimi ile y-hidroksi benzofuranon (4) substrat

kompleksi Gizerinde inhibitor etki géstermesinden kaynaklandigi distintlmektedir.

Cizelge 6.2 DMSO'nun kiral kataliz Gzerindeki etkisi

o / A\ A

o /[ \\ /AN /
YA\ NY/4 % N /
N\ N\ N/,
o / v \ N/ /
0% / \NEaN /

10%
0%

Amano PS  Asp. sp. CAL CCL HPL RAL RNL WGL
Lipaz Lipaz

a. Asetoksi (3) e.e. ==y, Asetoksi (4) e.e.

Dimetilstlfoksit ortaminda gergeklestirilen kiral katalizde en yiliksek enantiomerik
fazlalik (e.e.) degerine, Aspergillus lipaz enzimiyle (%88 e.e. (3); %76 e.e. (4))
ulasilmistir (Cizelge 6.2). En distuk ee. degerleri, 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginde (3) Rhizopus niveus Lipaz (RNL) enzimi (%29
e.e.); 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-7-il asetat bilesiginde (4) ise Hog
pancreas Lipaz (HPL) ve Rhizopus niveus Lipaz (RNL) enzimlerinde (%11 e.e.)
saptanmistir. DMSO ¢6zilici ortamindaki Hog pancreas Lipaz (HPL), Rhizopus arrhizus
Lipaz (RAL) ve Amano PS lipaz enzimlerinin a- ve y-hidroksi benzofuranon izomerleri ile
gerceklestirdigi kiral katalizin enantiomerik fazlalik (e.e.) oranlari arasindaki farkin

onemli olmadig;; ayrica a-hidroksi benzofuranon (3) bilesiginin  y-hidroksi
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benzofuranon (4) izomerine kiyasla DMSQ'daki tim enzimlerde Ustiin enantiomerik

fazlalik (e.e.) gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 6.3 THF'in kiral kataliz Gizerindeki etkisi

100%

90% ~—

80% \
70% ~_ \

60% \/\\

AN

40% \\\
30% \

20%

10%
0%

Amano PS Lipaz Asp. sp. Lipaz CAL CCL WGL

a. Asetoksi (3) e.e.  ===y. Asetoksi (4) e.e.

Tetrahidrofuran ortaminda gerceklesen kiral katalizde, en yliksek enantiomerik fazlalk
(e.e.) degeri Amano PS lipaz enziminde (%92 e.e. (3); %76 e.e. (4)); En dlsuk ee. degeri
Wheat germ Lipaz (WGL) enziminde (%36 e.e. (3); %21 e.e. (4)) belirlenmistir (Cizelge
6.3). THF ¢oOzlclindeki tim enzimatik rezolisyonlarda a-hidroksi benzofuranon (3)
bilesiginin y-hidroksi benzofuranon (4) izomerine gore daha Ustiin enantiomerik fazlalik

(e.e.) gOsterdigi saptanmistir.

Toluen ¢ozlcuslindeki kiral katalizin en yiuksek enantiomerik fazlalik (e.e.) degeri
Amano PS lipaz enziminde (%99.7 e.e. (3); %92.8 e.e. (4)) gozlenmistir (Cizelge 6.4). En
disik ee. degeri, 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3)
icin Candida antarctica Lipaz (CAL) enziminde (%4.4 e.e.); 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-7-il asetat bilesigi (4) icin ise Candida cylindracea Lipaz (CCL)
enziminde (%14 e.e.) belirlenmistir. Toluen'in enzim katalizli kiral rezéliisyonunda
Candida antarctica Lipaz (CAL) enzimi disindaki tim enzimlerde, a-hidroksi
benzofuranon (3) bilesiginin y-hidroksi benzofuranon (4) izomerine kiyasla daha Ustiin
enantiomerik fazlahk (e.e.) gosterdigi saptanmistir. Olusan dikkat cekici farkin ve cok

disliik enantiomerik fazlalik (e.e.) degerinin, toluenin Candida antarctica Lipaz (CAL)
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enzimi ve a-hidroksi benzofuranon (4) substrat kompleksi (zerine inhibitor etki

gostermesinden kaynaklandigi distinGlmustar.

Cizelge 6.4 Toluen'in kiral kataliz tizerindeki etkisi

120,00%
100,00%

80,00% \

60,00% \

40,00% \\

20,00% \\>V//

0,00%

Amano PS Lipaz CAL CCL WGL

a. Asetoksi (3) e.e.  ===y. Asetoksi (4) e.e.

Lipaz katalizli enzimatik rezoliisyonlarda genel olarak a-hidroksi benzofuranon (3)
substratinin y-hidroksi benzofuranon (4) substratina kiyasla daha Ustiin enantiomerik
fazlalk (e.e.) gosterdigi belirlenmistir. Candida antarctica Lipaz (CAL) ve Candida
cylindracea Lipaz (CCL) enzimlerinin a-hidroksi benzofuranon (3) ve y-hidroksi
benzofuranon (4) bilesiklerinde negatif secicilige neden oldugu saptanmistir. Kullanilan
farkl organik ¢ozicilerin, bazi enzimlerin ¢alisma hizi ve enantiomerik fazlaligini (e.e)

arttirirken; bazi enzimler Gizerinde inhibitor etki gosterdigi gozlemlenmistir.

Reaksiyonlar sonucu elde edilen bilesiklerin saflastirma ve analizlerine ilerleyen
calismalarda devam edilerek, biyoaktivite testlerinin yapilmasi ve farmakolojik etkileri

arastirilan bilesiklerin literatlire kazandirilmasi planlanmaktadir.
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Sekil Ek 1 6,7-dihidro-6-metilbenzofuran-4(5H)-on H'NMR sonucu
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Sekil Ek 3 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) H'NMR sonucu
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Sekil Ek 5 HPLC OD-H kiral kolonda saflastirilan (12,5dk) 4,5,6,7-tetrahydro-6-methyl-4-
oxobenzofuran-7-yl acetate (4) H'NMR sonucu (4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) az miktarda)
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Sekil Ek 6 HPLC OD-H kiral kolonda saflastirilan (12,5dk) 4,5,6,7-tetrahydro-6-methyl-4-
oxobenzofuran-7-yl acetate (4) C*NMR sonucu (4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) az miktarda)
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Sekil Ek 7 1-Benzil-6,7-dihidro-6-metil-1H-indol-4(5H)-on (7) H'NMR sonucu
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Sekil Ek 12 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) ve

4,5,6,7-tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) IR sonucu
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EK-C

HPLC SONUCLARI

HPLC OD-H analitik kiral kolonda (cellulose tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)) 1:15 (2-
prropanole:hexane) c¢ozlici sistemi ve akis hizi 0,5'te saflastirilarak konumlari
belirlenen 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) bilesiklerinin HPLC OD-H analitik

kiral kolondaki (1:15 2-propanole:hexane; akis hizi: 1) analiz sonuglari asagidaki gibidir:
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Sekil Ek 14 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) bilesiklerinin HPLC OD-H analitik
kiral kolondaki analiz sonuglari
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C-1 Asetonitril Ortaminda Lipaz Enzimleri ile Kiral Rezoliisyon
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Sekil Ek 15 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) bilesiklerinin asetonitril
ortamindaki kiral rezoliisyonunun HPLC analiz sonucu
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C-2 DMSO Ortaminda Lipaz Enzimleri ile Kiral Rezoliisyon
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kiral rezoliisyonunun HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 16 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) bilesiklerinin DMSO ortamindaki



C-3 THF Ortaminda Lipaz Enzimleri ile Kiral Rezoliisyon
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Sekil Ek 17 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) bilesiklerinin THF ortamindaki
kiral rezolisyonunun HPLC analiz sonucu
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C-4 Toluen Ortaminda Lipaz Enzimleri ile Kiral Rezoliisyon
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Sekil Ek 18 4,5,6,7-tetrahidro-6-metil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahydro-6-methyl-4-oxobenzofuran-7-yl acetate (4) bilesiklerinin toluen ortamindaki
kiral rezoliisyonunun HPLC analiz sonucu
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