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OZET

BiYOTEKNOLOJIK YONTEMLERLE KiRAL 4-OKSO-TETRAHIDROINDOL
TUREVLERININ SENTEZLERI

Mediha SULEYMANOGLU ERSEZ

Biyoloji Bolim{i

Yuksek Lisans Tezi

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

ilac endiistrisinde &nemli bir yere sahip olan indol tiirevleri, biyolojik aktivitesi yiiksek
bilesik siniflarindan biridir.

Biyolojik aktiviteleri ve indollerle olan yapisal iliskisi, oksoindol tirevlerini ilag ve
sentetik organik kimya alaninda dnemli hale getirmistir.

Bilindigi gibi enantiomerik¢e saf olan a-hidroksi ketonlar da dogal birgok lriinde yapi
tasi olarak kullanildigindan oldukg¢a 6nemli maddelerdir.

Calismamizda oncelikle 4-okso tetrahidroindol tirevleri sentezlenerek, daha sonra
mangan asetat oksidasyonu yoluyla optikce saf a'-asetoksi ve a'-hidroksi tiirevlerinin
yiksek ee degerleri ile kemoenzimatik eldesi hedeflenmistir.

lla¢ sentezlerinde kullanilan yapi taslarinin steriyosecici déniisiimiinde artik kompleks
kiral yapilarindan dolayi optik¢e aktif, saf sterioizomerlerin sentezlenmesinde yaygin
olarak kullanilan enzimlerden yararlaniimaktadir. Calismamizda kinetik ayristirmada
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enantio segici Urlin eldesinde ¢esitli lipaz enzimleri degisik ¢ozlicli sistemleri ile
denenecek ve en yliksek ee’yi veren enzim ve ¢ozlicl sistemi bulunacaktir.

Anahtar Kelimeler: indol, lipaz, enantiyosecimli sentez, mikrodalga destekli
reaksiyonlar

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

XVii



ABSTRACT

ENANTIOSELECTIVE SYNTHESIS OF 4-OXO-TETRAHYDROINDOL
DERIVATIVES BY USING BIOTECHNOLOGICAL METHODS

Mediha SULEYMANOGLU ERSEZ

Department of Biology
MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin ZERENLER CALISKAN

The indol type derivatives are important compound for the drug industry, since their
biological activity. The wide range of biological activity of oxoindole derivatives and
their structural releationship to indoles make these compounds important targets in
medicinal and synthetic organic chemistry.

Optically pure a-hydroxy carbonyl derivatives are also important intermediates in the
synthesis of pharmaceuticals.

We will firstly synthesize of oxoindole derivatives and then oxidize the resulting
enones with manganese triacetate to obtain acetoxy enones which will be followed by
kinetic resolution. Therefore optically active a'-acetoxy and a'-hydroxy derivatives will
be obtained as high enantiomerically pure compound. The production of single
enantiomers of chiral intermediates has become increasingly important in the
pharmaceutical industry.
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The target of this project is to develop a general applicable chemo-enzymatic method
for the highly enantio selective and regioselective synthesis of 4-oxoindol derivatives
by using several kinds of enzymes.

Keywords: indoles, lipases, enantioselective synthesis, microwave-assisted reactions

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE

XiX



BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Bitki, hayvan veya mikroorganizmalarin tamami ya da bir pargasi kullanilarak yeni bir
organizma (bitki, hayvan ya da mikroorganizma) elde etmek veya var olan bir
organizmanin genetik yapisinda arzu edilen yénde degisiklikler meydana getirmek

amaci ile kullanilan yontemler “Biyoteknoloji“ olarak adlandiriimaktadir.

Biyoteknoloji, insan, hayvan ve bitki hicrelerinin fonksiyonlarini anlamak ve
degistirmek amaciyla uygulanan gesitli teknikleri ve islemleri tanimlamak i¢in kullanilan
bir terimdir. Canlilarin iyilestirilmesi ya da endustriyel kullanimina yoénelik Urinler

gelistirilmesini, modern teknolojinin doga bilimlerine uygulanmasini kapsar.

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizor olarak
kullanilmasiyla gerceklestirilen, kimyasal dénlisiim reaksiyonlariyla endistriyel 6neme
sahip bilesiklerin elde edilmesi olarak tanimlanir. Biyotransformasyon yontemi, dogal
substrati olmayan bilesikler Gzerinde kimyasal degisiklikler olusturmak icin kullanilan
bir yontemdir ve biyolojik sistemler icin kullanilir. Biyokatalizorler, optikce aktif
bilesiklerin en 6nemli stereosecici ayiricilarindan biridir. Enzimler, canli dokularin
bilesiminde az miktarda bulunan, fakat ¢cok énemli rolleri olan organik katalizérlerdir.
Yapilarini esas olarak proteinler olusturdugu icin, enzimlere metabolik proteinler de
denilmektedir. Canl hiicrenin bitlin fonksiyonlari enzimlerle saglandigindan yasama,

bir anlamda birbirini izleyen enzimatik tepkimeler bitinid de denilebilir. O halde,



enzimler olmasaydi biyokimyasal degismelerin hemen hepsi yasam hizina ayak
uyduramaz, baska bir degisle canhlik olmazdi. Enzimatik reaksiyonlarda, (riini
reaksiyon ortamindan ayirmak hem kolaydir hem de enzimler genellikle tek bir Griin
verirler. Ayrica, enzimler reaksiyon ortamindan filtrasyonla geri kazanilarak baska

reaksiyonlar igin kullanilabilme avantajini da saglarlar.

Enzimler 1hman reaksiyon ortamlarinda reaksiyona girmeleri, yliksek segicilige sahip
olmalari gibi nedenlerle sentetik organik kimyada ve ila¢ endiistrisi basta olmak Uzere

son yillarda bircok alanda yaygin olarak kullaniimaktadirlar.

Son yillarda olduk¢a 6nemli hale gelen enantiomerikge saf olan bilesiklerin sentezi,
enzim reaksiyonlari kullanilarak biyotransformasyon reaksiyonlari ile
gerceklestirilmektedir. Bu yontem hem c¢evresel hem de ticari agidan en uygun
yontemlerden biridir. Biyotransformasyon yonteminde biyolojik sistem olarak
organizma ya da bundan izole edilmis enzimler kullanilmaktadir. Organik ¢&ziculer

icerisinde de aktivite gbsteren enzimler oldukca yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
Biyotransformasyonlar 3 nedenden dolayi 6nemlidirler:
1) Kimyasal sentez yontemleri gerekli regio- ve steriosecicilige sahip degildirler.

2) Toksik kimyasal reaksiyonlarin tersine enzimler kolaylikla ve c¢evreye zarar

vermeden kullanirlar.

3) Biyolojik aktiviteye sahip dogal Urinlerin diizenlenmesinde veya kiral yapi taslarinin

ve farmasotik ara Grinlerin hazirlanmasinda kullanilabilirler [1].

Ticari uygulamalarda enzim katalizorlerinin kullanilmaya baslanmasi, biyoteknoloji
endustrisi acisindan cok 6nemli bir gelismedir. En 6nemli uygulama alanlarindan biri
asimetrik organik sentezlerde enzimlerin kullanilmasidir. Enzimler ihman sartlarda
yiksek etkili calistiklari ve enantiyosecici olduklari icin rasemik karisim halinde bulunan
kimyasallarin optikce aktif bilesiklerine donustirilmesinde kullanilmaktadirlar.
Ozellikle ilag endistrisinde, rasemik karisim halindeki ilaglarin yerine tek stereoizomer

ilaclarin tercih edilmesi organik sentezlerde enzim kullaniminin énemini arttirmistir [2],

(3].



Alzheimer, hipertansiyon, kanser gibi birgok hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin
yapl taslarinin sentezlerindeki steriosegici donusimlerde artik enzimlerden

yararlanilmaktadir [4].

1.2 Tezin Amaci

Endistriyel ve akademik calismalarda 6nemli bir yere sahip olan indol tlrevleri,
biyolojik aktivitesi ylksek, heterohalkali bilesik siniflarindan biridir. Dogal trlnlerin ve
sentetik olarak elde edilen ilag 6ncli maddelerinin, blyiuk bir kisminda indol
cekirdegine rastlamak mimkindir. Amacimiz zor metodlarla sentezlenebilen ilag
hammaddelerini ylksek secicilikte ve yliksek verimde yeni biyoteknolojik ve kimyasal
yontemlerle sentezlemektir. Bu amacgla optikce aktif 4-okso-tetrahidroindol
turevlerinin basit ve secici metodlar kullanarak sentezlenmesinin ardindan Mn(OAc)s
aracitigl ile asetoksillenmesi daha sonra elde edilen a-asetoksi tetrahidroindol
bilesiginin cesitli lipaz enzimleri kullanilarak enantiyosecilimli sentezlerinin yapilmasi

hedeflenmistir.

1.3 Orjinal Katki

Asimetrik sentez ila¢ sanayiinde glincelligini sirdiiren endustriyel arastirmalarda
olduk¢a dnem tasiyan bir konudur. ila¢c endiistrisinde enantiomerik olarak saf ilaglarin
eldesi glinimizde olduk¢ca oOnemli bir hale gelmistir. Aktif madde sentezinde
biyoteknolojik ve kimyasal yontemlerin ortak kullanilmasi, bu yontemlerin kolay
uygulanabilirligi ve yiiksek verim eldesi agisindan ilag endistrisinde giderek daha blyuk

bir 6neme sahip olmaktadir.

Tez calismasinda sentezlenmesi hedeflenen indol tlrevleri pindaloliin anahtar ara
Urind olmasinin yani sira, antikanser, antibacteriyal, antimikotik, antienflamatori ve
leukotin gibi 6nemli biyolojik aktiviteler gostermektedirler. Sentezlenmesi hedeflenen
maddelerin biyolojik aktivite géstermeleri nedeni ile bu tirevlerin etkin sentezi ticari

acidan blyilik 6nem tasimaktadir.



BOLUM 2

STEREOIZOMERLER

Organik molekillerin 3 boyutlu yapilarini ve 6zelliklerini inceleyen kimya dali
stereokimya olarak adlandiriimaktadir. Bu dalin en énemli kismi stereocizomerler olup,
bunlar  molekidl  atomlarinin  uzaydaki  dizilislerine  gbére  birbirlerinden

farkhilandiriilmaktadirlar.

Ayni element atomlarindan ayni sayida atom iceren, molekil agirliklari ayni olan fakat
Ozellikleri agisindan farkh olan bilesiklere izomer bilesikler ve bunlarin gosterdigi

ozelliklere de izomerlik adi verilmektedir.

izomerler su sekilde siniflandirilabilmektedir:

IZOMERLER
Yap1 Izomerleri .
Stereoizomerler
Enantivomerler Diastereomerler
{Optiksel izomerler) {(Geomet1ik 1zomerler)

Sekil 2.1 izomerlerin Siniflandiriimasi



Yapisal izomerler, 2-boyutlu izomerlerdir ve duzlem iginde farkhlandirilabilirler.
Stereoizomerler ise dizlem iginde farkhlandirilamazlar. 3-boyutlu bir izomerliktir.

Molekildeki atomlarin dizilisleri ayni fakat uzaydaki diizenleri farkhdir.

Ayna gorintllerinin - olup olmamasina gore stereoizomerler ikiye ayrilr.
Diastereomerler, birbirlerinin ayna gorlintisii olmayan stereoizomerlerdir.
Diastereomerlere geometrik izomerler adi da verilmektedir. Cis-Trans izomerleri
bunlara en iyi 6rnektir. Enantiyomerler ise birbirlerinin ayna goriintlisii olan fakat Ust

Uste cakismayan optikce aktif izomerlerdir. Kiral bilesiklerde goriilmektedir.



BOLUM 3

KIRALITE VE ENANTIYOMERLER

Kiral s6zcligl yunanca cheir, el sozciglinden gelmektedir ve elimsi anlamindadir.
Molekiller de dabhil, kiral nesnelerin “el segicilige” sahip oldugu soylenir. Kiral bir
molekilin en 6nemli yapisal 6zelligi, sp3 melezlesmesi yapmis bir karbon atomunun
dort farkh gruba baglanmis olmasidir. Kiral molekiller dizlem polarize 15181 saga ya da

sola dondirebilen optikge aktif molekillerdir.

Kiral molekdil, ayna gorintisu ile ayni olmayan molekildir. Kiral bilesikler molekdl igi
simetri dizlemi icermediginden asimetrik molekiller olup birbiriyle gakismayan iki

konfiglirasyon izomerine sahiptirler.

Bu iki konfiglirasyon izomeri birbirine simetriktir ve bunlar enantiomerler olarak

adlandirilirlar.

Sekil 3.1 Kiral molekdillerde el segiciligi



3.1 Enantiyomerler

Enantiyomerler, molekdlleri birbirinin ayna gorintisi olan, fakat birbiriyle cakismayan
stereoizomerlerdir. Enontiyomerler, yalnizca molekdlleri kiral olan bilesiklerde
meydana gelir. Bir kiral molekil, ayna gorlntisi ile ayni olmayan bir molekil olarak
tanimlanir. Enantiyomerlerin tim fiziksel (erime ve kaynama noktalari, yogunluklari )
ve kimyasal 6zellikleri birbirinin aynidir. Onlarin sadece, diizlem-polarize i1s18a karsi olan
davraniglari farklidir. Ayni molekiliin enantiyomerleri, diizlem-polarize isik diizlemini
esit miktarlarda, fakat farkli yonlerde cevirirler. Eger enantiyomer polarize 15181 saat
yoninde gevirirse dekstrotatori (+), saat yoniiniin tersi ylinde gevirirse levorotatori (-)
olarak adlandirihr. Cahn-Ingold-Prelog (CIP) adlandirma sisteminde ise, kiral
molekdillerin konfiglirasyonlari saat yoniinde R (rektus), saat yoninin tersi S (sinister)

olarak tanimlanir.

Enantiomerlerin 50:50 karisimi rasemik karisim adini alir ve optikce aktif degildir.
Clnku birbirlerinin gevirmelerini yok ederler. Bu sebeple (t) seklinde gosterilirler.
Rasemik karisimi olusturan her bir enantiomerin erime ve kaynama noktalari,
yogunluklari ve prokiral (kiral 6zellik gostermeyen) ortamlardaki kimyasal 6zellikleri

aynidir.

3.2 Optikge Aktifligin Biyolojik Onemi

Kiralite canlilar icin ¢cok énemlidir. Ornegin, kalp ve karacigerin yerlesim bicimi ile insan
viicudu yapisal olarak kiraldir. insanlarin ¢cogu sag elini kullanir. Sarmal deniz kabuklari
kiraldir ve cogu saga donen bir vida gibi spiraldir. Destekleyici yapilarin etrafini sarmak
suretiyle pek ¢ok bitki de kiraldir. Lonicera sempervirens familyasindan hanimeli, sola
dogru dénen bir sarmal yapar; Convolvulus sepium familyasindan cit sarmasigi ise saga
dinen bir yolla sarmal yapar. Bitki ve hayvanlari meydana getiren molekiillerin ¢cogu
kiraldir ve verilen bir tirde, kiral molekilin yalnizca bir formu vardir. Dogal proteinleri
olusturan 20 amino asidin sadece biri harig (glisin), hepsi kiraldir ve L-aminoasit olarak

siniflandirilirlar [5].



DNA, RNA, karbohidratlar ve biyopolimerlerde de tek bir enantiyomer vardir. DNA’da
bulunan seker de dahil, dogal sekerlerin hemen hepsi D formundadir. DNA'nin kendisi

de sarmal bir yapidadir ve dogal olarak olusan DNA’larin hepsi saga dogru doner.

Dogal uriinlerde de kiralitenin énemi biyiktiir. Ornegin; limon ve portakalda, her
ikisinde de limonen bulunmasina ragmen; bunun farkli iki enantiomeri, bu meyvelere
farkh aromalar vermektedir. Ayni sekilde, R ve S carvone farkli tatlara sahiptir; biri nane

tadindayken, digeri kimyon tadindadir.

Kana salgilanan kimyasal diizenleyicilerden olan hormonlar da etkilerini, sadece tek bir
enantiyomeri taniyarak gosterirler. Molekull ya da biyolojik alici yanlis enantiyomere
sahipse dogal fizyolojik cevap meydana gelmeyecektir. Enzimler icin de ayni uyum soz
konusudur. Enzimlerin ¢ boyutlu aktif bolgesi sadece tek bir enantiyomer igin

spesifiktir.

3.3 Kiral Molekiillerin Sentezleri ve Rezoliisyonu

Organik kimyasal reaksiyonlarda, cogu zaman, molekdilleri kiral olmayan reaktantlarla
gerceklestirilen tepkimeler, molekilleri kiral olan Grinlerin olusumuyla sonuglanir.
Boyle bir tepkimenin sonucunda rasemik yapilar olusur. Yani, trinin kiral molekdilleri,
herhangi bir kiral etkinin (¢ozliciiden veya katalizorden gelen) olmamasi durumunda,
enantiyomerlerin 50:50’lik bir karisimi olarak elde edilir. Optikce aktif bir ¢6zliclii veya

enzim gibi bir kiral etkinin varliginda ise boyle bir sonucla karsilasiimayacaktir.

iki enantiyomeri iceren karisimdan istenen enantiyomerin ayrilmasina “rezoliisyon”

denilmektedir. Rezoliisyon yontemleri asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
1. Enantiyomerleri Kristallendirerek Ayirma

2. Enantiyomerleri Diastereomerlere Donlistiirme

3. Asimetrik Sentez

4. Kinetik Rezoliisyon

5. Dinamik Kinetik Rezollisyon

6. Kromatografik Yontemle Ayristirma



3.3.1 Enantiyomerleri Kristallendirerek Ayirma

Kati kristallere uygulanabilen bir yontemdir. Enantiyomerlerden birinin kristallenmesi,
digerinin kristallenmemesi i¢in katki maddeleri eklenerek tercihli kristallenmesi

saglanmaktadir [6].

3.3.2 Enantiyomerleri Diastereomerlere Doniistiirme

Rasemik bilesik optikce aktif bir madde ile reaksiyona sokularak diastereomerlerine
dondstirdlir. Elde edilen diastereomerler ¢ozundrlik farkindan dolayr franksiyonlu
kristalizasyon ile birbirinden ayrigtirilabilirler. Diastereomerler ayristirildiktan sonra

uygun bir yontemle her iki enantiomer ayri ayri geri kazanilir [7].

(R+S) + R —_— (R-R) + (R-S)
Enantiyomer Kiral Diastereomer
Cifti Tepken Uriin
(Ayrilamaz) (Ayrilabilir)

Sekil 3.2 Diastereomerlere donistiirerek ayristirma

3.3.3 Asimetrik Sentez

Optikce aktif bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan en énemli yontemlerden biri de
asimetrik sentezdir. Uygun sartlar saglandiginda asimetrik sentez, ylksek verim ve
yiksek enantiomerik saflik (e.e.) elde edildigi icin tercih edilmektedir. Asimetrik
sentezin 6neminin anlasiimasiyla ve son vyillarda kiral bilesiklerin kullanim alaninin

artmasiyla birlikte gesitli kimyasal ve biyoteknolojik yontemler gelistirilmistir.

Asimetrik sentezde kullanilacak olan kiral grup, kiral cevre ve kiral baslangic
maddesinin sec¢imi ¢ok 6nemlidir. Bu U¢ ana unsurun seciminde asagidaki sartlar

saglanmalidir:



i. Yuksek enantiosegici olmali.
ii. Kullanilan grup reaksiyon sirasinda yeni bir kiral merkez olusturmali.

iii. Reaksiyon bittikten sonra higbir rasemizasyona neden olmamali ve ortamdan

kolayca uzaklastirilabilmeli.

iv. Kullanilan kiral grubun enantiyomerik safliginda hicbir degisiklik olmadan

yuksek verimle geri kazanilabilmeli.

v. Kiral grubun elde edilmesi ucuz ve hizli olmalidir.
3.3.4 Kinetik Rezoliisyon

Rasemik karisimdaki enantiomerlerin kiral katalizérler yardimiyla baska bir kiral bilesige
donisimii sirasinda enantiomerlerin biri digerine gore daha hizli hareket etmektedir.
Bu Ozellikten yararlanilarak enantiomerlerin ayristirilmasi, kinetik rezolisyon olarak

adlandiriimaktadir. Kinetik rezoliisyon;
i. Kimyasal kinetik rezollisyon
ii. Enzimatik kinetik rezollisyon

olarak iki farkli sekilde yapilir. Enantiomerlerin {rliine doénlsimi sirasinda
olusturduklari gecis komplekslerinin aktivasyon enerjileri kullanilan kiral katalizérden
dolayi farkh olur. Dislik aktivasyon enerjisine sahip gecis kompleksini olusturan
enantiomer daha hizl Grine dondsur (Sekil 3.3). Aktivasyon enerijileri arasindaki fark
arttikca disiik enerjili olan enantiomerin doénisim hizi digerine gbére daha fazla

olacagindan % ee (enantiomerik saflik) degeri de artacaktir [8].

kp>ks
(RS-A — B + (S)-A

Sekil 3.3 Kinetik resoliisyon
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3.3.5 Dinamik Kinetik Rezolilisyon

Kinetik ve dinamik kinetik rezoliisyonda, (R)-enantiyomer, (S)-enantiyomerden daha
hizli tepkimeye girdiginden (R)-enantiyomer (R)-lrline dontsmektedir. Kinetik ve
dinamik kinetik rezollisyon arasindaki fark, kinetik rezoliisyonda (S)-enantiyomer
reaksiyona girmeden kalirken, dinamik kinetik rezollisyonda (S)-enantiyomer proses
suresince izomerlesir ve baslangi¢ (R,S)-substratinin tamami (R)-lriine donlismektedir

(Sekil 3.4). Boylece teorik olarak %100 verime ulasilabilmektedir [9].

kr
(R)-substrat * (R)-lirlin
kms I'kma kc_,
(S)-substrat X » (S)-iiriin

Sekil 3.4 Dinamik kinetik rezollsyon

3.3.6 Kromatografik yontemle ayristirma

Enantiomerlerin kiral bir bilesikle olan etkilesimleri farkli oldugundan rasemik
karisimlarin kiral maddelerle yikli kolonlarda ayristiriimasi mumkindir. Her bir
enantiomer kiral maddelerle farkl etkileseceginden R; degerleri de farkli olacaktir.
Ayinim icin kullanilan kromatografik yontemler ince tabaka kromatografisi, kolon

kromatografisi, gaz kromatografisi ve sivi kromatografisidir [7].

3.4 Kiral ilaglar

ilac enduistrisinin ve ABD Gida ve ila¢ Yénetiminin en ¢ok ilgi duydugu konulardan biri

kiral ilaglarin Giretim ve satisidir [10].

Kiral bilesiklerin enantiyosecimli sentezleri kimya endustrisinde gittikce artan bir
oneme sahiptir. Kiral ilaglardan, amoxicillin ( antibiyotik), captopril ( angiotensin-
donistirici-enzim inhibitord) ve erithropoetin ( hematopoetik biyime faktori) satis

oranlari USS1 milyari gegmistir [11].

Enantiyomerlerin kiral ortamlardaki farkh davranislari anlasilmadan o6nce yanls

enantiomerin 6nemsiz oldugu kabul edilerek kiral ilaclar sentez asamasinda rasemik
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olarak uretilmislerdir. iki enantiomer arasindaki kimyasal farklar zamanla anlasildikca

bunlar lzerine olan galismalar da yogunlasmistir. Ginlimiizde enantiomerlerin farkli

davraniglar sergiledigi kesfedilince kiral ilaglarin sadece bir enantiomerin Uretilmesi

Uzerine agirhk verilmeye baslanmistir [12]. Bu durum kiral ilaglarin ila¢ endustrisindeki

satiglarinin yillara gore dagilimindan agikga gorilmektedir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Kiral ilag satislarinin yillik dagilimi

Biitiin ilaclar Kiral ilaclar

$ Milyon 1999 2000 1999 2000 2005
A frikesict $21,500 $23.000 $1.173 $1,291 $1,395
Antibiyotik 29,3 31,7 24,918 26,14 29,7147
Antiviral 177 19,1 6,717 8,82 12,201
Eanser 137 15,6 8,891 10,69 13,605
Ealp-damar 427 46,6 24,895 2765 24627
Merlez sinir sistemlen 477 53,9 8,439 4 094 147
Dert hastaliklar 17,9 18,4 16,202 1,272 1,54
Hormon 20 22 14,51 15,284 19,79
(362 hastaliklar 7.1 74 1,27 2,265 2,705
solunum sistemlert 365 40 5 5,696 6615 962
Diger 45,5 49 2 8,751 10,2581 14,05
Toplam $360,000 | §3%0,000 | 117763 | $132514 | B171,865

Sekil 3.5’de 2007 ve 2014 yillari arasinda kiral ilaglarin yillik satis miktarlarindaki artis

goriulmektedir. 2009'da $ 3,6 milyara ulasan satis oranlarinin %2,2 blyime ile 2014

yiinda $ 4 milyari bulmasi beklenmektedir [13].
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Sekil 3.5 Kiral ilaglarin yillara gore satis oranlari

Yiiksek aktiviteye sahip enantiomer “eutomer”, aktif olmayan ya da tersi bir aktivite
gosteren enantiomer ise “distomer” olarak adlandiriimaktadir. Rasemik karigim
halindeki kiral ilaglarin enantiyomer ciftlerinden biri aktif iken digeri inaktif olabilir. Her
iki enantiyomer de ayni terapotik veya toksik etkiye sahip olabilir. Veya her iki

enantiyomer de aktiftir fakat farkl terapotik veya toksik etki gosterebilirler.
i.Enantiomerler birbirinin tam tersi bir etki gosterebilirler;
Kiral ilaglardaki enantiyomerlerin bu etkisi ilk defa thalidomit ile ortaya ¢cikmistir.

Talidomit olarak adlandirilan bir ilag, 1963’ten 6nce, uzun vyillar hamile kadinlarda
sabah bulantilarini yatistirmak icin kullaniimistir. 1963’te, bu ilacin kullanimini takiben
dogan pek ¢cok ¢cocukta korkun¢ dogum kusurlarina neden oldugu kesfedilmistir. Daha
sonralari, talidomidin enantiyomerlerinden birinin sabah bulantilarini tedavi ederken,
ilacta esit miktarda var olan diger enantiyomerin dogum kusurlarina neden oldugu

bulunmustur [5].
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C
| |

H H

R Talidoit (S-Talidanit
Sekil 3.6 Talidomit bilesiginin enantiyomerleri
Viicudun agir metal zehirlenmesinde antipod olarak kullanilan ve bir 0-amino asit olan

penisilaminin D ve L enantiomerleri farkl etki gostermektedirler. D-penisilamin agir

metallerin viicuttan atilmasina yardimci olurken L-penisilamin korlige neden

olmaktadir.
( N\
NH, NH,
HsC HaC F
HsC COOH H5;C COOH
HS HS
D-Penisilamin L-Penisilamin
. J

Sekil 3.7 D-L Penisilamin

ii.Enantiomerlerden biri aktif digeri inaktif 6zellik gosterebilir;

iltihap giderici bir madde olan ibuprofenin yalnizca (S) izomeri etkindir. (R) izomeri
boyle bir etkiye sahip degildir. Dolayisiyla sadece (S) izomerinden olusmus bir ilag
rasemata gore ¢cok daha hizl bir etki gosterir. Yiksek tansiyona karsi kullanilan bir ilag

olan metildopa da bu etkisini sadece (S) izomeri ile gosterir (Sekil 3.4).
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CHj

Hy |
C —C—CO,H

NH,
HO

OH a

Sekil 3.8 Metildopa’nin (S) enantiyomeri

Kiral bir bilesik olan (R,R)-Chloroamphenicol antibakteriyal 6zellik gosterirken, (S,S)-

Chloroamphenicol inaktif 6zellik gbstermektedir.

( OH OH )
OH HO
NHCOCHCI, NHCOCHCI
O,N NO,
(R,R) antibakteriyal Chloroamphenicol (S,S) inaktif
\\ J

Sekil 3.9 Chloroamphenicol

ilaglarin rasemik olarak kullanilmasinda, viicuda alinmasi gereken birim miktardaki
etken maddeyi karsilamak igin iki kat rasemik karisim almak gerekmektedir. Bu sekilde
kaynaklarin ve Grlinln yarisinin bosa harcanmasi ekonomik agidan istenmeyen bir
durumdur. Bu sebeple tek bir enantiomer her zaman igin rasemik karisima gore daha

fazla tercih edilir.

istenmeyen toksik etkili enantiyomerin uzaklastiriimasi; kullanilan ilag¢ dozunun yariya
indirilmesi ve stereokimyasal olarak saf aktif enantiyomerlerin
farmakokinetik/farmakodinamik etkinliginin ve toksikliginin degerlendirilmesinin
saglanmasi gibi nedenlerden dolayi enantiyosaf ilaclarin kullanimi rasemik ilaglara gore

artis gostermektedir [14], [15].
3.5 Enantiyosecimli sentezler

Bir tepkime, bir enantiyomeri, onun ayna gorintlisinden daha fazla olusturacak

sekilde enantiyomer olusumuna vyol acarsa, bu tepkime enantiyosecimli olarak
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adlandirilir. Bir tepkimenin enantiyosegimli olabilmesi igin kiral bir reaktif, ¢ézlici veya

katalizor, tepkime Uzerinde etkili olmahdir [5].

Dogadaki enantiyosecgimli tepkimelerin pek ¢ogunda, kiral etki, enzim denilen protein
molekilleri tarafindan gergeklestirilir. Enzimler olaganistli etkiye sahip biyolojik
katalizorlerdir. Reaksiyonlari sadece hizlandirmakla kalmayip, tepkime Uzerinde kiral
bir etki de olustururlar. Bunu da, kiral olmalarina ve molekillerin gegici olarak
baglandiklari  aktif bolgeye sahip olmalarina borgludurlar. Kiral reaktant
enantiyomerlerinden sadece biri, enzimin kiral olan aktif bolgesine tam olarak uyar ve

tepkimeye girebilir [5].

Enantiyosecimli tepkimelerde, ozelliklerinden vyararlanilan pek ¢ok enzim vardir.
Bunlardan biri de lipaz enzimidir. Lipaz, esterlerin bir molekdl suyla tepkimeye girerek

bir karboksilik asit ve bir alkole dénistigl, hidroliz denilen tepkimeyi katalizler [5].
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BOLUM 4

ENZIMLER

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen protein vyapisindaki
organik molekillerdir. Hiicrelerde ¢ok ©6nemli metabolik goérevleri olan bu
biyokatalizorler c¢esitli amaglarla kullanilmak (zere ginlik ve ekonomik hayata
girmistir.

Yiksek spesifiteli, enzim katalizli kimyasal reaksiyonlar gittikce ylkselen bir degere
sahiptir. TUm yasayan organizmalarin metabolizmalarinin temeli olan bu reaksiyonlar,
etkili ve ekonomik biyokatalitik dontsiimlerin, endlstrideki uygulanabilirligini saglarlar.
Enzim teknolojisinin uygulama alanlari tarimdan ila¢ sektériine kadar ¢ok genis bir

alana yayilmstir.

Enzimler protein yapisinda olup onlarla ayni fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptirler.
Metabolizma esnasinda devam eden kimyasal olaylarda reaksiyonlara katilirlar, fakat
sarf edilmezler ve sonunda yine ortamda kalirlar. Her enzim o&zgul bir kimyasal
tepkimeyi katalize eder ve yalniz bir madde (substrat) Uzerine etkili olarak onunla
madde enzim bilesigi yapacak sekilde birlesir. Bir kisim enzimler islevleri esnasinda
protein olmayan organik molekdillere ihtiya¢ duyarlar. Enzimleri aktive eden bu
molekillere prostetik grup=koenzim adi verilir. Enzimatik calismada koenzimler
kimyaca degisebilirler fakat tepkime sonunda tekrar orijinal sekillerine donerler.
Enzimlerin protein kismina apoenzim (esas enzim), apo ve koenzimden olusan total
enzime ise holoenzim denir. Apoenzimler ve koenzimler tek baslarina etkin olamazlar.
Apoenzimlerin 6zgil olmalarina karsilik koenzimler, cesitli apoenzimlere baglanarak

cesitli kimyasal tepkimelerde rol alabilirler. Enzimlerin kendi substratlarina enzim
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molekilinde bulunan ve substratlarina 6zgil, kovalent olmayan baglarla (Vander
Waals, iyonik hidrojen baglari ile) baglandiklari bilinmektedir. Bazi enzimler aktif hale
gelebilmeleri igin, koenzimler disinda kofaktdr denilen bazi aktivatér maddelere
gereksinim duyarlar. Bu enzimler, kofaktérler olmadik¢a inaktif durumdadirlar.

Kofaktorler cogunlukla Fe™, Mg, Ca™, Zn*", Cu™ gibi iyonlardir [16].

Enzimlerin calismasini  etkileyen faktérler; enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, sicaklik, ortam pH’si, ortamdaki su miktari, inhibitérler ve aktivatorler

olarak siralanabilir.

4.1 Biyoteknolojide enzimler

Enzimler, canli organizmalarda substratlarin kimyasal degisimini katalizleyen kompleks
molekillerdir. Enzimler in vitro kosullarda da katalitik aktivite gosterdiklerinden,

mikroorganizmalardan izole edilerek gesitli endustriyel alanlarda kullanilabilirler.

Gunlmuzde enzimler; sit Grlnlerinin Uretiminde, biracilikta, etlerin islenmesinde,
meyve sularinin  berraklastirilmasinda, friktoz surubu Uretiminde, deterjan
endustrisinde, deri ve dokuma ipliklerinin islenmesini kolaylastirarak tekstilde, teshis

ve tedavi amaciyla da tipta kullanilmaktadirlar.

Enzimlerin bu sekilde endustriyel siireglerde kullaniimalari islemleri “enzim teknolojisi”
olarak adlandirilir. Enzim teknolojisi, mikrobiyal islemler (lretici suslarin secimi,
gelistirilmesi vb.), enzimlerin fermentasyon yoluyla tretimleri (blylk Olcekte Uretimi
icin yapilan besiyeri, ortam kosullari vb. dlzeylerdeki optimizasyonlar), katalitik
etkinligin arttirlmasi icin enzimlerin G¢ boyutlu yapilarinin degistirilmesi (protein
miihendisligi), izolasyonlari ve immobilizasyonlari (enzimlerin ¢dziinmeyen destek

materyaller yardimiyla suda ¢6ziinmeyen hale getirilmesi) calismalarini kapsar [17].

Enzimler bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal kaynaklardan uretilmektedir. Bazi ozel
uygulamalar icin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler 6zel énemlerini korumakla
birlikte son 30 vyildan beri teknik uygulamalar icin mikrobiyal kaynaklar agirlk
kazanmaya baslamistir. Enzimlerin mikrobiyolojik yolla Gretilmesinde genellikle derin

kiltir teknigi ve aerobik karistirmali tank tipi biyoreaktorler kullanilir [17].
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Mikroorganizmalar yardimi ile enzim Uretimi bir¢ok faktor tarafindan etkilenir. Besi
ortaminin kompleks kimyasal bilesimi, indliksiyon ve represyon gibi i¢ faktorler yaninda
pH ve oksijen temini gibi dis faktorler de enzim verimi icin 6nemlidir. Mikroorganizma
secimi bir baska énemli konudur. Secilen mikroorganizma kisa siirede yiksek verimle
enzim Uretebilmeli, toksik madde ve antibiyotik tGretmemeli, ucuz besi ortaminda
rahatlikla cogalabilmeli, gerek enzim Uretimi sirasinda gerekse izolasyon ve saflastirma

islemleri sirasinda problem olabilecek yan (rlinler olusturmamaldir [17].

Bazi uygulamalar igin enzim veya bir kofaktor immobilize edilmek istenebilir. Kimyasal
olarak modifiye edilen enzimler, yari sentetik enzimler, hibrid enzimler ve katalitik
antikorlarin biyotransformasyonda kullanimi her gecen giin yayginlasmakta ve biylik

bir 6nem kazanmaktadir [17].
4.2 Enzimlerin siniflandirilmasi ve adlandiriimasi

Uluslararasi Biyokimya ve Molekiler Biyoloji Birligi, EC numaralari (Enzim komisyonu
numarasi) denen, enzimler icin bir adlandirma sistemi gelistirmistir; her enzim basinda

da "EC" olan ve dort sayidan olusan bir dizi ile betimlenir.

Enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gbére 6 kategoriye ayrilirlar. Organik

sentezlerdeki uygulamalarina goére enzim siniflari Cizelge 4.1'de gosterilmistir.
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Gizelge 4.1 Enzimlerin siniflandiriimasi [18]

Enzim Sinifi Mevcut | Kullanila | Reaksiyon tipi Yararhhgr!
olan bilir olan

EC1 650 90 Oksidasyon rediiksiyon, C-H, C- | +++

Oksidorediiktazlar C, C=C baglarinin oksijenasyonu %25
veya hidrojen atomu
ekivalentlerinin katilmasi

EC?2 720 90 Aldehid, keton, acil, seker, | +

Transferazlar fosforil veya metil gruplarnmn | _ %5
transferi

EC3 636 125 Ester, amid, lakton, laktam, | +++

Hidrolazlar epoksit, nitril, anhidrit ve %65
glikozitlerin hidrolizi

EC4 255 35 C=C, C=N, C=0O baglarna | ++

Liyazlar kiiciik molekiillerin katilma ve %5
eliminasyonu

EC5 120 6 Rasemizasyon,  epimerizasyon | +

izomerazlar gibi izomerizasyonlar < %5

EC6 80 5 Trifosfat kirllmasiyla C-O, C-S, | £

Ligazlar C-N, C-C baglarimin kirilmasi < %5

' Enzim yararliligi, +++(¢ok yararh) dan, = (az yarah) ya dogrudur. % oranlar enzim siniflari hakkinda

yapilan arastirmalari gdstermektedir.

4.3 Enzimlerin ¢alisma mekanizmasi

Enzimler (¢ boyutlu yapiya sahip aktif bolgeler icerirler. Aktif bolgeler substratin

baglandigi ve reaksiyonun gerceklestigi yerlerdir. Aktif boélgenin substratla olan

etkilesimini aciklamak icin anahtar-kilit modeli ve sonradan uyumluluk modeli olmak

Uzere iki model gelistirilmistir.




Anahtar-kilit modeli: 1894’te E.Fischer tarafindan gelistirilmistir ve enzimin yapisini
sabit olarak kabul etmistir. Anahtar-kilit modeli enzimin stereospesifikligini ¢ok iyi
aciklar. Bu modele gore substratin enzime baglanabilmesi icin lg¢ boyutlu aktif bolgeye

uygun yapliya sahip olmasi gerekir (Sekil 4.1).
aktif
g 5/ bolge .

Sekil 4.1 Anahtar-kilit modeli

Sonradan uyumluluk modeli: 1960 yilinda Koshland tarafindan gelistirilmistir. Modele
gore enzimin aktif bolgeleri sabit degildir. Substratin enzim ile etkilesmesinden sonra

enzimin aktif bolgesi degisiklige ugrayarak substrata uygun bir yapi kazanmaktadir

(Sekil 4.2).

Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds

f Active site

Substrate entering Enzymelsubstrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Sekil 4.2 Sonradan uyumluluk modeli

4.4 Enzim kinetigi

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarinin deneysel parametrelerdeki degismelerle nasil
etkilestiklerinin incelenmesi, enzim kinetigi olarak bilinir. Bir enzimatik reaksiyonun
hizi, enzim etkisiyle zaman birimi basina (1 dakikada veya 1 saniyede) olusan Urinin

veya Urline donlsen substratin miktarina gore ifade edilir. Bir enzimin aktivitesi, o
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enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle optimal

kosullarda belirli stirede Uriine donlsturilen substrat miktarina gore ifadesidir.

Michealis ve Menten enzimle katalizlenen reaksiyonlarin birgogunu kapsayan basit bir
model o6ne sirmuslerdir. Michaelis Menten denklemi reaksiyon hizinin subsrat

konsantrasyonuyla nasil degistigini gostermektedir (Sekil 4.3).

Vo= ilk hiz, V.= maksimum hiz, K, = Michaelis sabiti, S = Subsrat konsantrasyonu

N~
ES:ZB—lé»EI—P

\ﬁﬁﬁm
A=

Hoad=ioyls

Sekil 4.3 Michealis-Menten esitligi
Bu esitlige gore;

- E ve S nin goreceli konsantrasyonlari: Subsrat kosantrasyonu enzim
konsantrasyonundan c¢ok daha fazladir. Boylece herhangi bir zamanda enzim

tarafindan baglanan substrat miktar kiictiktar.

- Denge durumu varsayimi: (ES) zamanla degismez. Yani ES nin olusum hizi ES nin yikim

hizina esittir.
- ilk hiz: Enzim reaksiyonlarinda genel olarak ilk hiz kullanilmaktadir.
Bu esitligin sonuglari;

Kmnin ozellikleri: Michealis sabiti bir enzim belli bir substrata 6zgldir ve o enzimin s6z
konusu substrata ilgisini yansitir. K., sayisal olarak % Vna’a esit oldugu esnadaki

substrat konsantrasyonudur. K, enzim konsantrasyonu ile degismez.

Hiz ile enzim konsantrasyonu arasindaki iliski: Bltlin substrat konsantrasyonlarinda
reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ornegin enzim

konsantrasyonu yariya indirildiginde reaksiyonun hizi orjinalin yarisina diser.
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Reaksiyon basamagi: (S) K, den ¢ok kiicik ise reaksiyonun hizi substrat
konsantrasyonuyla kabaca orantilidir. (S) K, den ¢ok biyikse hiz sabit ve Vhax'a esittir.

Bu durumda reaksiyon hizi substrat konsantrasyonlarindan bagimsizdir [19].
4.5 Lipazlar (3.1.1.3)

Hidrolaz (EC 3) grubundan olan lipazlar, pek ¢cok bakteri ve mantar hiicresi tarafindan
salgilanmaktadirlar. Sadece hidrolizi katalizlemezler, ayrica uzun-zincirli agilgliserol

sentezini de gerceklestirirler [11].

]
O.—*Jj‘xfm.eﬂ\ OH
i Lipase i
O.—-’i"\«f”“f“v"ﬂ“x +3 HZD - oH +3 HD,—-L\/’“H.-"'K_F-"M
D.-PJ'L\-‘.F/-"‘M_,-"H‘H”-'A& OH
Triacylglycerol Glycerol Fatty acid

Sekil 4.4 Lipazlarin katalitik aktivasyonu [11]

Lipazlarin biyoteknolojide 6nemli kullanim alanlari vardir. Deterjan sektoriinde, gida
sektoriinde, kagit endistrisinde, biyomedikal uygulamalarda, biyosensoérler ve
pestisitlerin yapiminda, deri sanayinde, cevre yodnetiminde, kozmetik ve parfiim
sanayinde ve stereosecici transformasyonlarda biyokatalizér olarak kullanilmaktadirlar.
Bu da onlarin organik kimyada en c¢ok kullanilan enzim sinifindan olmalarini

saglamaktadir [11].

Lipazlar hidrolizin yaninda uzun zincirli yag asitleri ve gliserolden olusan esterlerin
sentezini de katalizlerler. Bu reaksiyonlar genellikle yliksek regio ve enantio segicilikle
sonuclanir. Bu vylzden lipazlar organik kimyada c¢ok ©nemli biyokatalizorlerdir.

Mikrobiyal lipazlar su nedenlerden dolayi biyoteknolojide dnemlidirler:
1. Organik ¢ozliclilerde kararl bir yapidadirlar.

2. Kofaktorlere ihtiyac duymazlar.

3. Genis bir substrat seciciligine sahiptirler.

4. Yiksek bir enantiyosecicilik gosterirler.
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Ticari lipazlarin bilylk ¢ogunlugu bakteri ve mantar kdkenlidir. Sekil 4.5’teki tabloda

biyoteknolojide genisce kullanilan mikrobiyel lipazlar listelenmistir.

Origin Organism producing lipase Biotechnological Commercialized by
applications
Fungal Candida rugos a Organic synthesis Amano, Biocatalysts, Boehringer
Mannheim, Fluka, Genzyme, Sigma

Candida anfarctica A/B Organic synthesis Boehringer Mannheim, Novo Nordisk
Thermomyces lanuginosust Detergent additive Novo Mordisk, Boehringer Mannheim
Fhizomucor miehei Food processing Novo Mordisk, Biocatalysts, Amano

Bacterial Burkholderia cepaciar Organic synthesis Amano, Fluka, Boehringer Mannheim
Pseudomonas aicaligenes Detergent additive Genencor
Pseudomonas mendocing Detergent additive Genencor
Chromobacternum viscosum? Organic synthesis Asahi, Biocatalysts

#rganism was formerly named Candida cylindracea

20rganism was formerly named Humicola lanuginosa

cdrganism was formerly named Pseudomonas cepacia

IThe lipase from C. viscosum is identical to the lipase from Burkholderia giumae

Sekil 4.5 Biyoteknolojide genisce kullanilan mikrobiyal lipazlar [11]

Enzim katalizli esterifikasyon ve hidroliz reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan
lipazlar Porcine Pancreatic Lipazi (PPL), Mucor tiri lipazlar, Pseudomonas tiri lipazlar

ve Candida tiirl lipazlardir [11].

Candida tirii lipazlar: Candida lipolytica, Candida antarctica ve eskiden Candida
cylindracea olarak bilinen Candida rugosa mayalarindan elde edilir. Bu tir enzimler
sekonder alkollerin esterlerinin rezollisyonunda ve a-substituye karboksilatlarin
rezollisyonunda yaygin olarak kullanilirlar. C.cylindracea lipazlari substrat olarak biyuk
grup iceren esterleri tercih ettiklerinden halkali yapiya sahip alkollerin esterlerinin

hidrolizinde yaygin olarak kullaniimaktadirlar.

Pseudomonas tiirii lipazlar: P.fluorescens, P.aeroginosa, P.cepacia ve P.glumae’den
izole edilmis bakteriyel lipazlar ¢ok secicidirler. Aktif bolgeleri X-ray analiziyle
aydinlatildigindan aktif bolgelerinin Candida cylindracea’ya gére daha dar oldugu
belirlenmistir. Bu tlr lipazlar blylk substratlarla etkilesmede basarisizdirlar fakat
substrattaki cok kiicik dallanmalarla c¢ok yiiksek secicilige ulasmislardir. Sekonder

alkollerin “R” esterlerinin hidrolizi icin stereokimyasal olarak tercih edilmektedirler.

Mucor tiiri lipazlar: Mucor miehei, Mucor javanicus son zamanlarda
biyotransformasyon icin yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Bu enzimlerin katalizledigi
substratin yapisi ve hidrolitik secicilikleri dikkate alindiginda Pseudomonas tiri
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lipazlara benzemektedirler. Bu tir lipazlarin aktif bélgelerinin lg¢ boyutlu yapisinda da

“Asp-His-Ser” Ggluslnin (triad) bulundugu tespit edilmistir.

Porcine Pancreatic Lipaz (PPL): ucuz oldugu igin yaygin olarak kullanilan bir enzimdir.
Saf olarak izole edilmeyen karisimlari dogru PPL’nin yaninda bir¢ok hidrolaz enzimi
icerir. Safsizlik olarak nitelendirilen hidrolazlarin baslicalari; kolesterolesteraz, fosfo
lipazlar, karboksipeptidaz B ve diger bilinmeyen hadrolazlardir. PPL enzimi primer

alkollerin esterlerinin hidrolizinde kullanilmaktadir.

4.5.1 Lipazlarin 3 boyutlu yapisi ve lipolizin mekanizmasi

1990’da insan pankreatik lipazinin ve Rhizomucor miehei den fungal lipazin 3 boyutlu
yapisi aydinlatilmistir. Daha sonra, 11 lipazin yapisi ¢6ziilmustir. Bunlardan pankreatik
lipaz hari¢ hepsi mikrobiyel kékenlidir. Bu enzimlerin molekiler agirhklari 19-60 kDa
arasindadir ve a\B-hidrolaz katlanmalari yaparlar. Lipazin merkezi, 8 farkh B ipliginden
(B1-B8) olusan merkez! bir B katmanindan ve bunlara bagh 6 a heliksinden (A-F) olusur.
Aktif bolge ise, serin, aspartik (veya glutamik) asit ve histidin amino asitlerinden olusan
bir katalitik triad tarafindan sekillendirilir. Nikleofilik Ser amino asiti, B5 ipliginin C-
terminal ucunda yer alir ve “nikleofilik dirsek” denilen karakteristik B-donisli-a
motifini sekillendirir. Substrat hidrolizi, katalitik bolgenin nikleofilik saldirisi ile baslar.
Bir alkol serbest kalir, bir agil-lipaz kompleksinin arkasindan ayrilir ve sonugta yag
asitinin serbest kalmasiyla hidroliz gerceklesir. Lipolitik reaksiyonlar lipit-su ylzeyleri
arasinda gercgeklesir ki bunun kinetigi Michaelis-Menten esitligi ile izah edilemez.
Cunkl bu esitlik sadece tek bir homojen fazda gerceklesen katalitik reaksiyonlar igin
gecerlidir. Lipolitik substratlar genellikle, monomerik, miselli ve emilsiyonlu durumlar
arasinda bir denge formu olustururlar. Lipolitik reaksiyonlarin kinetik ¢alismalari
“ylzeyler arasi aktivasyon” olarak adlandirilir ve bir emilsiyonu sekillendiren
¢Oziinmeyen substratlar Uzerine lipazlarin aktivitesini tanimlar. Esterazlarin aksine
lipazlar, emilsiyonlu substratlar (izerinde aktivite gosteren karboksilesterazlar olarak

tarif edilirler [11].

Uc boyutlu yapilari yiizeyler arasi aktivasyonu giizel bir sekilde aciklar. Lipazlarin aktif
bolgesi, kapak veya kanat denilen bir ylizey ilmigi tarafindan kaplanir. Yiizeyler arasina

baglanildiginda bu kapak acilir, enzimin “kapali” formu “acik” form haline gelir, aktif
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bolge c¢ozliclye erisebilir duruma gelir. Ayni zamanda, lipazin ylzeyler arasina
baglanmasini kolaylastiran biiytk bir hidrofobik ylizey olusur. Yiizeyler arasi aktivasyon
icin bu kapak modeli sart degildir. Pseudomonas aeroginosa, B.glumae, Candida
antarctica B, ve pankreatik lipaz enzimleri ylzeyler arasi aktivasyon gostermezler.
Ancak, aktif bolgelerini kaplayan amfifilik (gift yonli) bir kapak vardir. Bu da sunu
gostermektedir ki, bir enzimi lipaz olarak siniflandirmak igin, kapak olusumu ve
ylzeyler arasi aktivasyon uygun bir kriter degildir. Kisacasi, lipaz uzun zincirli

acilgliserollerin hidrolizini katalizleyen bir karboksilesterazdir [11].

C32+

H251

D229
S82/

Cterminus N terminus
Sekil 4.6 Pseudomonas aeroginosa’dan lipazin yapisi. B ipligi koyu kirmizi oklarla
gosterilmistir, a heliksleri mavi ve sari sarmallar seklindedir. Sari heliks aktif bélgenin

Uzerinde bir “kapak” sekillendirebilir. Aktif bolge amino asitleri Ser82, Asp229, His251
isaretlenmis ve Ca " iyonunun olasi pozisyonu yesil yuvarlak seklinde gosterilmistir [11]
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4.5.2 Lipazlarin organik sentezlerdeki uygulamalari

Uzun zamandir kemo-, regio- ve stereosecimli transformasyonlarda kullanilan lipazlar
organik kimyada katalizor olarak da kullanilmaktadir ve bunlarin biylik cogunlugu
mikrobiyal kokenlidir. Lipazlarin endistrideki enantiyoseg¢imli sentezlerde katalizor
olarak kullanilmasi bu alandaki en heyecan verici gelismedir. Enantiyosegimli organik

doénisimlerde lipaz katalizorlerinin iki temel kullanimi s6z konusudur:
1- Prokiral substratlarin reaksiyonu ve
2- Rasematlarin kinetik resolusyonu [11].

Geleneksel olarak, prokiral veya kiral alkoller ve karboksilik asit esterleri substratlarin
iki ana sinifi olarak kullanilirken, zamanla bu bilesik araligi, diolleri iceren, a-ve B-
hidroksi asitler, siyanohidrinler, klorohidrinler, diesterler, laktonlar, aminler, daiminler,
amino-alkoller ve a-ve B-amino asit tlirevlerine genislemistir (Sekil 4.7).
Enantiyosecimli lipaz katalizorleri, bakterilerden P.aeroginosa, Pseudomonas
flourescens ve diger Pseudomonas tirleri ile B.cepacia, C.viscosum, Bacillus subtilis,
Achromobacter sp. Alcaligenes sp. ve Serratia marcescens, ve mantarlardan

C.antartctica B, C.rugosa lipazlarindan hazirlanmaktadirlar [11].
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Substrate Source Product Yield Yhee

Mel

AN

1COMe

MeD
7\ | 4 \>
Serratia marcescens o 45% =98%

CO,Me

CHy
Pseudomonas sp. A 892% 87%
MeO,C CO4H
(8]
OH
Hacﬂ/‘mﬁ Pseudomonas sp. COR 41% >95%

HO OH AcO OH
\./\’s Candida antarctica G 48% ~00%
H

OH 8]
Pseudomonas sp. A47% 7%
OMe OMe

Cr(CO), Ercoy,

AchNH

MH;
}\/CDZH Candida antarctica /I\/CDZH 38% 95%

Sekil 4.7 Lipaz-katalizli enantiyosecimli reaksiyon 6rnekleri [11]

Lipazlar, hidroliz, esterlesme ve transesterlesme tepkimelerini katalizlerler (Sekil 4.8).
Transesterlesme tepkimeleri, esterdeki acil grubu degisimi, bir asit ile yapiliyorsa
asidoliziz, alkol kullaniliyorsa alkoliziz, bir baska ester kullaniliyorsa interesterlesme ve

bir amin kullaniliyorsa aminoliziz adini almaktadir [20].
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1. Hidroliz
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D. Aminoliziz

Sekil 4.8 Lipaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar
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4.5.3 Lipaz enziminin aktivitesi

Lipazlar ylzey aktif enzimler olup sadece uzun zincirli yag asitlerinin ve suyun temas
ylzeyine baglanmasiyla aktiflik kazanirlar. Bu, lipazi esteraz enziminden ayiran en
onemli ozelliktir. Lipazlar bu o6zellikleriyle diger enzimlerin gosterdikleri “Michealis-

Menten” aktivitesini gostermezler [11].

Substrat konsantrasyonunun artisiyla birlikte, esteraz enziminin aktivasyonunda da
keskin bir artis gozlenmektedir. Lipazlar ise kritik konsantrasyonun (CMC: critical
micellar concentration) altindaki degerlerde hicbir aktivite gostermezler. CMC
noktasinin Ustlindeki degerlerde substrat konsantrasyonun artisiyla beraber enzimin
aktivitesinde de keskin bir ylikselis gozlenir (Sekil 4.9). Su-yag ortaminin yoklugunda
lipazin aktif bolgesi kisa bir a-heliks zinciri tarafindan kapatilir ve inaktif durumunda
bulunur. Su-yag ortami olustugunda enzim yilzeyinin su ve vyag ile etkilesmesiyle
enzimin aktif bolgesini kapatan Q-heliks kapagi geri katlanarak aktif bolge acilir. Bu
yeniden dizenlenmeyle enzim aktif hale gelir. Bu nedenle lipaz katalizli hidroliz

reaksiyonlari bifazik ortamlarda gergeklestirilir.

Lt
A

m /

S
7 P 7’
JETS N S
'I/L‘ I v <= [E’ﬂ*:g# ES —E" +F
5974 Uufaz

Sekil 4.9 Lipaz ve esteraz aktivite grafigi

Enzim reaksiyonunun hizi, olusan yizey alanina bagimlidir. Lipazlar yag asitlerinin zincir

uzunlugu, doyma derecesi, yag asidinin pozisyonu ve substratin fiziksel durumuna
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uygun spesifiklik gosterirler. 4-10 karbon (C) atomlu yag asitleri daha uzun karbon (C)
zincirli yag asitlerinden daha hizh bir sekilde hidroliz olarak yagin yapisindan ayrilir ve

serbest hale gecerler [21].

4.6 Biyokatalitik uygulamalar

4.6.1 Hidrolitik reaksiyonlar

Enzim katalizli reaksiyonlarin hepsinde hidrolitik transformasyonlardaki amid ve ester

baglarinin olusumu proteaz, esteraz veya lipaz kullanimi ile gok daha kolaydir.

Son vyillarda organik kimyacilar tarafindan en c¢ok tercih edilen enzim sinifi
hidrolazlardir. Ozellikle disiik su konsantrasyonlu ¢éziicii sistemlerinde enzimlerin

kullanimi iyi bilinmektedir [18].

Amid ve ester hidrolizini yapan enzimlerin mekanizmasi baz katalizli kimyasal hidrolize
cok benzerdir. Enzimin aktif bolgesinden nikleofilik bir grup ester veya amidin karbonil
grubuna saldirir. Bu nikleofilik kimyasal operator serinin (6rnegin domuz karaciger
esteraz, subtilisin veya mikrobiyal lipazlarin cogu) hidroksi grubu veya aspartik asidin
(6rnegin pepsin) bir karboksil grubu veya bir sisteinin (6rnegin papain) tiyol fonksiyonu

olabilir [18]. Bu mekanizma serin hidrolazinda detayli gosterilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.10 Serin hidrolaz mekanizmasi

iki katilma grubu (Asp ve his) katalitik triad olarak adlandirilan aktif bélgede serin ile
birlikte yer alir. Bu Ug¢ grubun 06zel dizenlenmesi, serin hidroksi grubunun pK
degerindeki azalma ile sonuglanir. Béylece R;-CO-OR;'nin karbonil grubu Uzerinde
niikleofilik bir saldiri gerceklesir (. Basamak). Substratin acil grubu enzime kovalent bir
sekilde baglanir, acil-enzim ara Griind, R,—OH grubunun ayrilmasiyla olusur. Sonra bir
nukleofil (Nu) genellikle su, agil-enzim ara Griinline hiicum eder, enzim tekrar olusur ve
bir karboksilik asit (R;—CO—OH) aciga cikar (Il. Basamak) (Sekil 4.9). Enzim dislik su
aktivitesinin cevresinde is gorirken, diger niikleofil, acil-enzim ara Grlnd icin su ile

rekabete girebilir, bdylece bircok transformasyonun olusmasi saglanir [18].
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4.7 Organik ¢oziiciilerde enzimler

Su organik bilesikler icin zayif bir ¢ozicudir. Yiksek kaynama noktasina ve yilksek
buharlasma isisina  sahip olmasi  bir dezavantajdir. Hidroliz, rasemizasyon,
polimerizasyon ve dekompozisyon gibi istenmeyen yan reaksiyonlar sulu ortamda sik
stk ortaya cikar. Organik sentezlerde organik ¢oziicilerin kullanimi ortaya cikan bu
problemlerin ¢ogunu onler. Enzimler suda ¢ok daha aktiftirler fakat ilag endustrisinde
ve organik kimyada kullanilan maddelerin 0Ozelliklerinden dolayi birgok reaksiyon
organik ¢oziicl icinde yapilir. Enzimlerin protein yapisinda olmalarindan dolayi organik
¢Ozlcller, enzimlerin katalitik glcglerine zarar verebilir. Bazi organik c¢ozicllerde

enzimler katalitik olarak aktif kalabilirler [18].

Enzimler kovalent olmayan etkilesimlerin biylk ¢ogunlugu igin suya bagimhdir. Su,
katalitik olarak aktif konformasyonun siirdiirilmesine yardimci olmakla beraber
denatlirasyona sebep olan reaksiyonlarin ¢oguna da katilir. Bu nedenle, bazi

durumlarda su bir organik ¢6zlicl ile enzimatik aktiviteyi destekleyemez [18].

Biyolojik sistemlerde bulunan su gesitli kategorilere ayrilabilir. Suyun biytk ¢cogunlugu
(> %98) gercek coziicl olarak, geri kalan kismi ise enzim yizeyine sikica baglanmis

olarak bulunur (bagh su). Bagli su enzim yapisi icin kritiktir [18].
Biyokatalitik transformasyonlar organik aracida su avantajlari icerir:

-Apolar substratlar, artan c¢ozindrlikleri sebebiyle daha yilksek oranlarda

déndsturalirler.

-Organik aracida canh hiicrelerin iyi Greyememesi, mikrobiyal kontaminasyonu
Onleyici bir etki olusturmaktadir. Bu 6zellikle endustriyel 6lcekli reaksiyonlar

icin onemlidir. Clnk, sterilligin stirdtrilmesi ciddi bir problem olabilir.

-Lipofilik substratlar veya duriinlerin sebep oldugu enzim deaktivasyonu veya
inhibisyonu, bunlarin organik aracidaki c¢oziinurliklerinden dolayr en aza
indirilir.

-Asit anhidritleri gibi gruplarin hidrolizi, kinon polimerizasyonu, siyanohidrin
rasemizasyonu veya acil goct gibi yan reaksiyonlar suya bagimhdir. Organik

¢Ozliclide, bu istenmeyen reaksiyonlarin biylk bir kismi énlenir.
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-Enzimlerin immobilizasyonu ¢ogunlukla gereksizdir. Clinkii organik ¢ozlicllerde
¢ozunirligl olmamalarindan dolayi reaksiyondan sonra basit filtrasyon yolu ile

geri kazanilabilirler.

-Enzimlerin denatiirasyonuna yol agan reaksiyonlar suya ihtiya¢ duyar; enzimler

dislik su icerikli ortamlarda daha kararli olabilir.

-Termodinamik dengeyi, hidroliz lehine degistirmesinin mimkiin olmasi en 6nemli

avantajidir [18].

Lipaz ve proteaz basta olmak lzere hidrolaz enzimlerinin kullanimi ile ester,
poliester, lakton, amid ve peptidler kemo-, regio-, ve enantiyosegici olarak

sentezlenebilirler [18].

Organik araci iceren enzim katalizli reaksiyonlarda yaygin olarak kullanilan ¢6zlicu

sistemleri 3 farkli kategoriye ayrilabilir:
1. Monofazik bir sulu-organik ¢éziiclide ¢6zlinen enzimler
2. Bifazik sulu-organik ¢ozliciilerde ¢6ziinen enzimler

3. Monofazik bir organik ¢ozlicide siispanse olarak kalabilen enzimler [18].

4.7.1 Lipaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki uygulanabilirligi

Lipazlarin en iyi avantajlarindan biri de organik ¢ézicllerde de aktivite gostermeleridir.
Lipazin bu avantaji sulu ortamda ¢6zlinmeyen bilesiklere uygulanmasini saglamistir.
Enzimler genellikle ince bir su tabakasiyla (hidrat kabugu) kaplidirlar. Hidrat kabugu
sayesinde lipazlar organik ¢oziiclilerde kararlihgini koruyarak aktivitesini yitirmezler.
Ornegin, “Parain Pankreatik” lipazi toluen ya da dekanol icerisinde 100°C’de birkac saat
kararl kalabilir. Lipaz katalizli reaksiyonlar organik ¢ozlicil icinde yapilacaksa enzimin
aktivitesi icin ¢cozlici secimi ¢ok Oonemlidir. Secilen organik ¢oziici enzimin hidrat
kabuguna zarar vermemelidir. Bu nedenle lipaz enzimi icin en ¢ok kullanilan organik
¢Ozlicliler; benzen, toluen, n-hekzan, siklohekzan, heptan, oktan, izo-oktan, nonan,
petrol eteri, triasetin, karbontetraklorir, kloroform ve etil asetattir. Organik ¢6ziicu
kullanimi, reaksiyon tamamlandiktan sonra filtrasyonla enzimin geri kazanilip tekrar

kullaniilmasina imkan vermektedir.
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4.7.2 Monofazik bir organik ¢ozeltide siispanse enzimler

Suda ¢6ziinmeyen organik ¢ozlicliler monofazik bir organik ¢ozeltide kati enzimin

siispansiyonuna sebep olur. Makroskopik olarak biyakatalizoriin kuru gériinmesine

karsin katalitik olarak aktif kalmasi i¢in suyla bagl olmasi gerekir. Bu tiir sistemlerin

glvenilirligi fazladir ve kullanimi kolaydir [18].

pH’nin reaksiyon ortamina etkisi 6nemlidir. Organik ¢ozliclilerde, bir baska sulu fazin

olmayigi durumlarinda pH kolayca 6lglilemez. pH’nin bir fonksiyonu olan iyonlagsma

durumu, enzimin konformasyonunu, aktivitesini ve segiciligini sinirlar [18].

Yiksek enzim aktivitesi ile organik bir ¢6zlclinin uygunlugunun bir olclisini

olusturmak igin bir ¢6zlicliniin hidrofobikligi genellikle ¢dzicinin 1-oktanol ve su

arasindaki bélme katsayisinin logaritmasi (log P) olarak hesaplanir (Cizelge 4.3) [18].

Cizelge 4.2 Coziicllerin enzimatik aktivite ile uygunlugu

Log P Suyla Karigabilirligi Enzim Aktivitesine Etkisi

-2,5—-0 | Tamamen karisir Enzimi deaktive etmeden %20-50 oraninda
¢ozunebilir lipofilik substratlar kullanilabilir

0-2 Kismen karisir Enzimin hizli deaktiflesmesine bagh olarak sinirli
kullanilabilir

2-4 Disik oranda karisir Enzim bozulmasina neden olabilir,bazi durumlarda
dikkatle kullanilabilir

>4 Karismaz Enzim bozulmasina neden olmaz,yiiksek aktivite

saglar
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Gizelge 4.3 Yaygin kullanilan organik ¢6ziiculerin Log P degerleri

Cozucii LogP Cozucu LogP
Dimetilstlfoksit -1,3 Pentil asetat 2,2
N,N-dimetilformamit -1,0 Toluen 2,5
Etanol -0,24 Dibitil eter 2,9
Aseton -0,23 Karbon tetraklorid 3,0
Tetrahidrofuran 0,49 Siklohekzan 3,2
Etil asetat 0,68 Hekzan 3,5
Propil asetat 1,2 Oktan 4,5
Butil asetat 1,7 Dodecan 6,6
Kloroform 2,0

Suda ¢6zlinen hidrofilik ¢dzliclilerden DMSO, DMF, aseton ve disik molekil agirlikh
alkoller genellikle uygun degildirler (Cizelge 4.3). Suda ¢oziinmeyen alkan, eter,
aromatik ve haloalkanlar gibi lipofilik ¢ozlcller ise bir enzimin yiksek katalitik
aktivitesini korurlar. Bunu saglamak i¢in ¢ézicller, kuru bir enzim ile temas etmeden

once su ile muamele edilmelidirler [18].

Az miktarda su iceren organik ortamda kuru (kati) enzimlerin uygulanmasinda takip

edilen temel kurallar asagidaki gibidir:

-Hidrofobik ¢ozliciler hidrofilik olanlardan daha uygundur (log P, 3 veya 4’ten daha

blylk olmal).

-Enzime bagh su tabakasi slrdirilmelidir, bu da suyla doyurulmus organik

¢Ozlicllerin kullanimi ile basarilir.

-Mikro-pH, sudaki enzimin optimum pH’si olmalidir. Bunun igin enzim, uygun pH’da

sulu bir ¢ozlicliden izole edilir.

-Calkalamak, sallamak veya sonikasyon katalizorlerin ylizeyine substratin
difizyonunu artirmak icin gereklidir.
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-Polialkoller (karbohidratlar, seker alkolleri, gliserol), inaktif proteinler (bovin serum
albimini), polimerler (polietilen glikol, polivinil alkol) veya tuzlarin (KCl)

katilmasi ile enzimin kararhligi gelistirilir [18].

Organik ¢ozlcllerdeki enzimler ester, lakton, amid ve peptidlerin sentezinde yaygin

olarak kullanilir.

4.8 Enzimlerin avantaj ve dezavantajlari

Biyokatalizor olarak adlandirilan enzimlerin gesitli avantaj ve dezavantajlari vardir.

4.8.1 Enzimlerin avantajlar

Enzimler ¢ok verimli katalizérlerdir. Enzim aracili islemler enzimatik olmayan
reaksiyonlara gére 10® - 10" kat daha hizlidir. Hizlandirma oraninin 10 degerini astigi
durumlar da olabilir. Genellikle kimyasal katalizérler 0,1 -1 % mol kesri
konsantrasyonunda calisir, oysa enzimatik reaksiyonlarin cogu 10° — 10”* % mol kesri

konsantrasyonunda calisirlar.

Enzimlerin kendi dogal c¢evrelerinde c¢alistigi kabul edilebilir. Agir metal

katalizorlerinden farkli olarak bu biyokatalizorler ¢cevre dostudur [18].

Enzimler ilimh reaksiyon kosullari altinda calisir. Fonksiyonlari pH 5-8 ve 20 — 40°C
araligindadir, optimum pH=7dir ve tercih edilen sicaklik ise 30°C’ dir. Iliman reaksiyon
kosullari, reaksiyonlarda ortaya c¢ikabilecek olan dekompozisyon, izomerizasyon,

rasemizasyon ve yeniden diizenlenme gibi istenilmeyen yan reaksiyonlari azaltir [18].

Enzimler ylksek bir substrat toleransi gosterirler. Organik c¢ozlcillerdeki disik
aktivitelerine ragmen, bircok avantajlari vardir. Bazi durumlarda sulu ortam organik

¢Ozlcl ile degistirilebilir [18].

Enzimler reaksiyonlarin genis bir spektrumunu katalizler. Biitiin katalizorler gibi
enzimler sadece bir reaksiyonu hizlandirir, fakat reaksiyonun termodinamik dengesinin
pozisyonu Uzerinde etkileri yoktur. Boylece prensipte bazi enzim katalizli reaksiyonlar
her iki yonde gerceklesir. Her gesit organik reaksiyona denk enzim katalizli islem vardir.

Ornegin
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eEster, amid, lakton, laktam, eter, asit anhidrit, epoksit ve nitril sentezi / hidrolizi

eAlkan, alken, aromatikler, alkol, aldehit ve keton, siilfid ve siilfoksit oksidasyon /

rediiksiyonu
eSu, amonyum, hidrojensiyanid katilma / eliminasyonu

eHalojenasyon / dehalojenasyon, alkilasyon / dealkilasyon, izomerizasyon, agiloin

ve indol reaksiyonlari [18].

Bazi biyokatalizorler organik kimyada imkansiz gibi goériinen, organik molekilde aktif
olmayan fonksiyonel gruplarin segici fonksiyonellesmesi gibi reaksiyonlari
gerceklestirirler. Enzimler baslca 3 tip bilylk secicilik gosterir: kemo-, regio- ve

diastereo- segicilik. Buna ek olarak enantiyosecicilik de gosterirler [18].

Kompleks 3 boyutlu yapilari sebebiyle enzimler ayni substratin farkli bélgelerindeki

fonksiyonel gruplari birbirinden ayirabilirler.

Enzimler L-aminoasitlerden olusan kiral katalizorlerdir. Sonucta substrattaki her tip
kiralite enzim-substrat kompleksi olusumunu tanir. Bdylece bir prokiral substrat
optikce aktif Uriine donisebilir ve rasemik bir substratin her iki enantiyomeri kinetik

resollisyon ile farkl oranlarda olusturulabilir.

4.8.2 Enzimlerin dezavantajlari

Enzimlerin dogal olarak sadece tek bir enantiyomerik formdan (L-aminoasitlerinden)

olusmasi dezavantajlarindan biridir.

Enzimler dar bir pH ve sicaklik araliginda calisirlar. Ihmli reaksiyon kosullari altinda
¢alismalarinin avantaji bazen bir engele dontsebilir. Eger bir reaksiyon sadece verilen
sicaklik veya pH parametreleri altinda yavasca ilerliyorsa, degisiklik icin sadece dar bir
alan vardir. Asiri pH degerleri, yliksek tuz konsantrasyonu veya sicakhigin yikseltilmesi
proteinlerin deaktivasyonuna neden olur. Enzimatik transformasyonlarin sinirli
kullanimi ile seciciligi artirmak icin organik sentezlerde reaksiyon sicakhigini diisirmek
kullanilan yaygin bir tekniktir. Dar sicaklik araligl enzim ¢alismasinda normalde radikal

degisikliklere izin vermez. [18].

38



Enzimler suda en yiksek katalitik aktivitelerini gosterirler. Fakat ylksek kaynama
noktasi ve yiksek buharlagsma isilari yiiziinden su genellikle organik reaksiyonlar igin en
az kullanilan ¢oztcudir. Ayrica organik bilesiklerin blylik ¢ogunlugu sadece sulu
ortamda ¢ok az ¢ozinebilir. Sulu ortamdan ziyade organik ¢ozlici daha ¢ok tercih

edilir. Fakat bu da aktivasyon kayiplarina neden olabilmektedir [18].

Enzimler inhibisyon gosterebilirler. Birgok enzimatik reaksiyon substrat veya Urin
inhibisyonuna egilimlidir. Bunlarin daha yiksek substrat veya irin konsantrasyonunda
calismasi enzimlerin inhibisyonuna neden olur. Bu da, verimliligi sinirlayan bir
faktordir. Substrat inhibisyonu, disik bir seviyede substratin devamli eklenmesi

yoluyla kolayca asilabilmektedir [18].

4.9 izole enzimler ve tek hiicre enzim sistemleri

Biyotransformasyonda kullanilan biyokatalizorlerin fiziksel durumu ¢esitli olabilir.
Saflastirilarak izole edilmis tek bir enzim veya mikroorganizmanin tamamindaki
enzimlerin serbest veya immobilize edilmis formu kullanilabilir. Bunlar birgok faktore

baghdir:
-Reaksiyon tipi
-Varsa biyokatalizorlerin geri donlisimli olmasi
-Biyotransformasyonun is gordigi skala

Bu durumlarin genel avantaj ve dezavantajlari ana hatlariyla Cizelge 4.4’de

belirtilmistir.
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Cizelge 4.4 izole enzimlerin ve tek hiicre sistemlerinin avantaj ve dezavantajlari [18]

Sistem Formu Avantaji Dezavantaji
Timi Basit cihaz, basit work-up, yiksek | Kofaktor  geri donlisimi
konsantrasyon toleransi sebebiyle | gerekli
daha iyi verimlilik
Cozunmus Yiiksek enzim aktiviteleri Yan reaksiyonlar muamkiin,
¢O6ziinmeyen lipofilik
substratlar, work-up ta
izole enzim ekstraksiyon gerekli
Organik Kolay is yapma, kolay work-up, | Dlslk aktivite

¢Oziculerde

¢Ozinen lipofilik substratlar, enzim

Tek hiicreler

siispansiyon geri dontsimi kolay
immobilize Enzimin tekrar kazanilmasi kolay immobilizasyon sirasinda sik
sik aktivite kaybi
Tima Kofaktor geri dontisimi yok Pahali ekipman, fazla hacim

ylziinden zor work-up, disiik
konsantrasyon yliziinden

distik  verimlilik,  organik

¢Ozlcllerin duslik toleransi,
kontrolsiiz metabolizma

ylziinden yan reaksiyonlar

olusur
Blylyen kaltur Yiksek aktivite Blylk biyokutle, fazla yan-
arun
Hareketsiz Kolay work-up Disuk aktivite
hicreler
immobilize Hiicrenin tekrar kullaniimasi | Duslk aktivite
hicreler mimkin
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BOLUM 5

o-HIDROKSi KETONLAR

Optikce aktif a-hidroksi karbonil bilesiklerinin, 6zellikle ketonlarin sentezi, biyolojik
aktiviteye sahip bilesiklerin asimetrik sentezinde yapi taslari olarak, yaygin olarak
kullanildiklarindan, cok biyiik énem arz etmektedirler [22]. Ornegin, optikce aktif
enolatlarin stereosegici oksidasyonu, dikkat cekici bir ¢alisma olarak literatlirde yer
almistir [23]. S6zu edilen bilesiklerin sentezi igcin hem kimyasal, hem de biyoteknolojik

metotlar bulunmaktadir.

Son yillarda, MoOs.Py:HMPA [24] ve CrO,Cl, [25] gibi agir metal iceren oksidantlarla
klasik metotlar tamamlanmistir. Fakat bu tlir maddelerin kullanimini, kuvvetli kirletici

olduklariigcin, miimkiin oldugu kadar en aza indirgenmeye calisiimaktadir.

Rozen ve Bareket, a-hidroksi ketonlari sentezlemek icin flor ve sulu asetonitrilden

yapilan bir kompleks olan HOF.MeCN kullanmislardir [26].

Davis ve arkadaslari, (kamforsilfonil) oksaziridin kullanilarak ester ve amit lityum
enolatlarin a-hidroksi karbonil bilesiklerine asimetrik oksidasyonunu

gercgeklestirmislerdir [27].

Masui ve arkadaslari, kiral faz transfer katalizorleri kullanarak, akiral ketonlardan a-

hidroksi ketonlar elde etmislerdir [28].

Kimyasal metotlara alternatif olarak, optikce aktif a-hidroksi ketonlar enzimatik yollarla
da hazirlanabilirler. Nakamura ve arkadaslari [29] tarafindan yapilan calismada a-

diketonlar maya ile indirgenerek a-hidroksi ketonlar elde edilmistir. Fakat bu metot,
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diketonun visinal diol’e indirgenmesi ve duslik kimyasal verim gibi dezavantajlara

sahiptir.

Gala ve digerleri [30], lipaz kullanarak karsilik gelen asetatlarin hidrolizi ile a-hidroksi

aril ketonlarin enantiyosecimli olarak sentezini yapmuslardir.

Adam ve calisma arkadaslari [31] rasemik a-hidroksi ketonlarin lipaz katalizoérliglinde,

izopropenil asetat ve t-bitil metil eter kullanarak kinetik yarilmasini basarmislardir.

Demir ve calisma arkadaslari, Rhizopus oryzae [32] ve cesitli lipazlari [33], [34]

kullanarak a-hidroksi ketonlarin enantiyosegimli sentezlerini gergeklestirmislerdir.
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BOLUM 6

MANGAN (l1l) ASETATLI REAKSIYONLAR

Mangan c¢esitli ylkseltgenme basamaklarina sahiptir. Ancak +3 ylkseltgenme
basamagindaki bilesikleri son derece kararsizdir. Bu nedenle, ¢ok az sayida kararli
bilesikleri elde edilebilmistir. Bunlardan biri de Mangan(lll) asetattir. Mangan(lll)
iyonunun susuz ortamlarda iyi bir yikseltgen olarak kullaniimasi bu bilesigin dnemini

arttirmaktadir [35].

Mangan(lll) asetat, Gglincil radikalleri hizla katyonlara ylkseltgemekte ve bu katyonlar
da, ya bir proton kaybederek alken, ya da asetik asitle reaksiyona girerek asetat

esterlerini vermektedir [36].

o,B-Doymamis ketonlarin asetoksillenmesi reaksiyonlarinda Mangan(lll) asetat yaygin

olarak kullanilan bir maddedir.
Mangan(lll) asetatli oksidasyonlar genel olarak ikiye ayrilir;

Dogrudan Oksidasyon: Substratin, dogrudan i¢ veya dis tabakadan bir elektron

oksidasyonudur. Bu oksidasyonla, ¢ogunlukla Mangan(lll) kompleksi olusumundan
sonra, ara Urln radikalinin oksidasyonu urin belirleyici olmaktadir. Alkollerin
oksidasyonu, amino ve kuakurtli bilesiklerin, karboksilik asit ve bazi aromatik

bilesiklerin oksidasyonu gibi bir cok 6rnek verilebilmektedir.

Dolayli Oksidasyon: Substratin indirek oksidasyonu; Mangan(lll) asetat ve enollesebilen

bilesigin etkilesiminden ara Urin serbest radikali olustuktan sonra, bu radikalin
substrata eklenmesi veya yer degistirmesi ile gerceklesir. Mangan(lll) asetat, karbonil

grubuyla birlikte a-hidrojen atomu tasiyan bilesiklerin olefinik ve aromatik doymamis
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sistemlere katilma reaksiyonlarini saglamaktadir. Ara Urin serbest radikali Mangan(lll)
asetatin molekiiller arasi etkilesimi ile olusur. Substratin dolayli oksidasyonu bu

basamaktan sonra gergeklesir (Sekil 6.1).

L C—H+NEID— —Cc— ¢ +ND +HT
| | Clo]
—CcC—CC + cCcC—C > c—Cc—c-G

Sekil 6.1 Mangan(lll) asetatin dolayli oksidasyon mekanizmasi

Primer radikal GrlinlGin aciga ¢ikmasi, reaksiyon sartlarina ve substratin tiirine 6nemli
Olglide baghdir. Eger substratlar yaygin olarak kullanilan oksidant maddelere karsi daha
az reaktif ise, Mangan(lll) asetat serbest radikal Uretici olarak kullanilabilir. Co(lll),
Ce(lV) gibi bir elektron yikseltgeyicileri ve TI(lll), Pb(IV) gibi iki elektron
ylkseltgeyicileri Mangan(lll) asetat ile benzer Ozellikler gosterirler. Duslik reaktivite ve
yuksek secicilik acisindan diger yikseltgeyici maddelerle karsilastirildiginda Mn(lll)

asetat daha iyi sonug verimektedir.
Bu reaksiyonlarin cogu asagida gosterildigi gibi ilerler.

Mn(Ill) + substrat para Urin radikali + Mn(Il)

Mn(lll) + ara Urtin radikali —irtin + Mn(ll)

Suyun varligi, trivalent manganin Mn(lV) ve Mn(ll)’ye oraninin bozulmasina yol acar.

Alternatif 2-elektron oksidasyonlar Mn(1V) tarafindan meydana gelebilir.
6.1 Mangan (lll) Asetatin Onemi

e Disik toksisiteye sahiptir.

e Yiksek bolgesel seciciligi vardir.

e Reaksiyon iiman kosullarda gerceklesir.

44



e Yiksek kimyasal verim saglanmaktadir.
6.2 Mangan(lll) asetat ortaminda enonlarin asetoksillenmesi

Secici a,B-doymamis ketonlarin, a’-asetoksillenmesi ilag sektériinde ve kiral ligandlarin
hazirlanmasi icin bir anahtardir [37]. Kompleks dogal driinlerin sentezinde genel
fonksiyonel gruplarin merkez pozisyonlarinda bulunan secicilik oksidasyonu icin bazi
prosedirler gelistirilmistir [34]. Enonlarin segici olarak oksidasyonu igin Kursun(IV)
asetat, MoOPH, TPPO, MCPBA ve Mn(lll) asetat’in kullanilmasi genis bir uygulama
alanina sahiptir [38], [39]. Williams ve Hunter [40], a’-asetoksi enonlarin Mn(OAc)s ile
oksidasyonunun Kursun(lV) asetat ile oksidasyonuna kiyaslandiginda daha yiiksek bir
verim ile ve daha ihml reaksiyon kosullarinda gerceklestigini belirtmislerdir. Watt ve
calisma arkadaslari [41] kurutulmus Mn(OAc)s kullanmislar ve bunun sonucunda

verimin blyuUk oranda arttigini tespit etmislerdir.

B-alkoksi a,B-doymamis ketonlar, antibiyotikler gibi ¢esitli biyolojik aktif maddelerin

sentezlenmesinde kullanilan ¢cok degerli ara Grlinlerdir [42].

Literatlirde yer alan a’-asetoksillenmesi yontemlerinin icinde en c¢ok kullanilan iki
tanesi kursun(lV) asetat ve mangan(lll) asetat ile oksidasyon metotlaridir. Bunlardan
kursun(lV) asetat yliksek derecede zehirli oldugundan mangan(lll) asetat ile oksidasyon
Oon plana gecmistir. Mangan(lll) asetat genel olarak yliksek kimyasal verime ve a’-

asetoksillenmesi icin yliksek bolge seciciligine sahiptir.

Gunlimizde o’-asetoksi a,B-doymamis ketonlarin sentezi icin en c¢ok kullanilan

metotlardan biri Mn(OAc); ile asetillemedir (Sekil 6.2).

(\V | (@2 w¥
'
refids

Sekil 6.2 a,B-Doymamis ketonlarin a’-asetoksillenmesi
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BOLUM 7

MiKRODALGA DESTEKLiI REAKSIYONLAR

Mikrodalga, niikleer olmayan ve iyonize olmayan bir 1sin sekli olup, TV ve FM radyo
dalgalari gibi elektromanyetik dalgalar seklinde yayilan enerjidir. Mikrodalgalar,
maddenin iginden, 1s18In renkli camdan gectigi gibi gecerler. Bu nedenle maddede kalici

etki birakmazlar.

Mikrodalga radyasyon alani, elektromanyetik spektrumda, kizilétesi radyasyonu ve
radyo dalgalari arasinda yer alir. Mikrodalga 1simasi, 0,3 ve 300 GHz araligindaki
frekanslara karsiik gelen, 1mm-1m’lik dalga uzunlunluguna sahiptir.  Karisimi
engellemek icin, endistriyel ve ev tipi mikrodalga cihazlarinin dalga boylar
2,450(+0,050) GHz frekansa karsilik gelen, 12,2 cm’ye ayarlanmistir [43].

Electromagnetic Spectrum

Wavelength {(nm)
103 1068 1Illg

102 10%
| |

3 x 1077 3 x 10M 3x10" . FIx10° 3 x10° 300
Frequency {Hz)
e A, )
‘:;'!'*I": visible [nfra micre  YHF padio
lojat Light Red Waves Waves

Sekil 7.1 Elektromanyetik spektrumda mikrodalga radyasyon alanin yeri

Mikrodalga firinlar, 50 yildan fazla bir stredir yiyecekleri isitmak icin kullanilmaktadir.

1970’lerde mikrodalga jeneratorlii olan magnetronun gelistirilmesi ile daha da
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yayginlasmistir. Ozellikle, 1990’larin ortalarindan bu yana, mikrodalga reaksiyonlari ile

ilgili yapilan yayin sayisinda ciddi bir artis olmustur [43].
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Sekil 7.2 Mikrodalga destekli reaksiyonlar ile ilgili yayinlarin yillara gore artisi [43]

Kisa reaksiyon zamani ve genis kullanim alani, mikrodalga reaksiyonlarinin
yayginlasmasina sebep olmustur. Ozellikle, ilag endistrisinde bu talep daha da

yogundur.
Mikrodalga destekli reaksiyon mekanizmalari iki sekilde agiklanabilmektedir;

1.iki kutuplu polarizasyon mekanizmasi

iki kutuplu polarizasyon mekanizmasinda olay, maddelerin dipol momentleri ile
actklanir. Mikrodalga ile i1sitmada, herhangi bir alan uygulamadan 6nce, maddede
serbest halde bulunan elektronlar, alan uygulamasi ile, diizenli bir yapiya gegip dipolleri
olustururlar. Bu dipol, dis elektrik alanlara duyarhdir ve rotasyon ile kendini alanla
uyumlastirmaya calisir. Alanin ¢ok hizli bir sekilde degistirilmesi, dlizenli bir hale gegen
dipollerin bu alani takip edememesine neden olur ve dolayisiyla iIsinma olayr meydana
gelir. Dipollerin ve alanin oryantasyonu arasinda bir faz farki meydana gelir. Bu faz
farki, dielektrik 1sinin yikselmesine neden olur. Bu mekanizma gazlarin neden
mikrodalga i1sinimi altinda isinmadigini da aciklar [43]. Madde icinde bu dipoller her
yerde bulundugundan, (rin bir anda 1sinmaya baslar. Bu olay Urin icinde
gerceklestiginden, dis ortam, Grlnden isinin yayilmasi ile isinir. Olusan 1si, yaygin
sistemin tersine, Urlinln icinde daha sicak olup dis ylizeyde gerek buharlasma gerekse

isinin 1sinimi nedeni ile daha iliktir. icerde sicakligin daha fazla olusu, madde icindeki
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basinci arttirdigindan, Griin igindeki nem, basincin itmesi ile gok daha hizli bir sekilde
maddenin dis ¢ceperine tasinir. Dolayisiyla yaygin sistemlerde oldugu gibi Grindn dis

geperini Urinun igi kurumadan kurumasi mimkin degildir.

\/ ("L O)
Sekil 7.3 Elektrik alanla uyumlagmaya galisan dipolar molekiiller [43]

2.iletim mekanizmasi

lletkenlik mekanizmasi, 1si-iiretim kapasitesi bakimindan dipolar mekanizmaya gére
daha giiclii bir etkilesimdir. Iyon iceren bir ¢dzeltide iyonlar, elektrik alaninin etkisi
altinda c¢ozelti boyunca hareket ederek, carpisma nedeniyle kinetik enerjiyi islya

donustirmektedirler. Bu nedenle son sicaklik daha yliksek olmaktadir [43].

T

/\/\

VAVY:'
(VARVA

—

Sekil 7.4 YuklU parcaciklarin ¢cozeltideki hareketleri [43]

Mikrodalga i1siniminin kimyasal reaksiyonlari hizlandirmasi, “spesifik mikrodalga etki”
ile aciklanmaya calisiimistir. Bu etki, molekiiler mobiliteye ve molekiler titresim

frekanslarina baghdir [43].

Bir maddeye mikrodalga uygulanabilmesi icin maddenin dielektrik kaybina sahip olmasi
gerekmektedir. Yani degisken bir elektromagnetik alan uygulandiginda, madde icinde
dipolar elektrik yuklerinin olusmasi gerekmektedir. Su molekiilleri kolaylikla dipolar
elektrik yikleri olusturabildiginden, su iceren her madde mikrodalga ile isitiimaya

uygundur.
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Genelde, birgok organik reaksiyonda, yag banyolari, kum banyolari ve i1si ceketleri gibi
geleneksel 1si transfer ekipmanlari kullanilir. Bu 1si teknikleri olduk¢a yavastir ve bir
sicaklik gradienti olusturur. Ayrica, lokal 1si artisi, Girlin, substrat ve ayira¢ bozulmasina

neden olabilir.

Mikrodalga dielektrik 1sitmada ise sadece reaktantlar ve ¢oziici etkilenir. Eger cihaz
uygun bir sekilde tasarlanmissa, sicaklik artisi numune boyunca tek-diize olacaktir ve
en az yan Uriin veya bozunma Grind olusacaktir. Basingla sikistiriimis sistemlerde ise,

kullanilan ¢6zlclnln kaynama noktasindaki artis, hizli olabilmektedir [43].

Bu teknigin kullanimi ile 6énceki tim geleneksel 1sitmali reaksiyonlarin yapilabilecegi

dustindlebilir.

1999’da Danks ilk defa pirollerin sentezini ev tipi mikrodalga firin ile yapmayi

basarmistir [44].

O

\
)IV\"/ * R’NHE — ﬂ
MW, 0.5-2 min "I'I 9

8
O R

R = Bn, Ph, FI-CIC 5H41 p-ME‘OCEH4I ID-MEC.EH4 etc,
Yields from 90 to 75%

Sekil 7.5 Danks’in mikrodalga ile pirol sentezi [44]

Mikrodalga isinimi ile Paal-Knorr siklokondensasyon reaksiyonlari da yapilabilmektedir.

Asagidaki gibi diketonun pirole déntsimi %99’luk verimle saglanmistir [45].

0 MQENZ
MeOH, uyW IR\
Ph —MmM
Me 99% Me™ @N%' "Ph
O H

Sekil 7.6 Diketondan pirol sentezi [45]

Ayrica seal tlipte 1502C ve 12 saatte olan furanlarin pirollere donisiimi, mikrodalgada

ylksek verimle ve birka¢ dakikada gerceklestirilmistir [46].
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Sekil 7.7 Furandan pirol sentezi [46]

indollerin, mikrodalga reaksiyonlarinda silika jele adsorblanarak da elde edildigi
gozlenmistir [47]. Ayni Urin mikrodalgasiz kosullarda 8-14 saatte ve %69-84 verimle

sentezlenirken mikrodalgada 7-10 dakika,%70-86 verimle elde edilmistir.

e
(3-Indolyl
= — /”/ T X Silica gel (TLC)
B, A N RJ\N pv; 7-10 min B
H R

orrt; 814 h

Sekil 7.8 Mikrodalgada indol sentezleri [47]

N-Substitue homokiral pirol tirevleri yiiksek verimde, kisa zamanda ve c¢o6zlicl

kullanilmadan mikrodalga isinimi ile sentezlenmistir [48].

Sekil 7.9 Mikrodalga irradyasyonu ile bazi pirollerin sentezleri [48]

Bazi benzofuran tirevlerinin indole dontstimleri mikrodalga isinimi altinda kisa

zamanda ve solusyon fazinda gerceklestirilmistir [49].
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Sekil 7.10 Mikrodalga ile benzofuran tlrevlerinden indol eldesi [49]

51



BOLUM 8

iINDOL TUREVLERININ ONEMI

Heterohalkali aromatik bilesiklerden biri olan indollerin olduk¢a 6nemli biyolojik
aktiviteleri vardir. Benzen ve pirol halkalarinin birlesimiyle olusan indol, her ikisinden
de farkli aromatik karakter gostermektedir. Yapisindaki azot atomu Uzerindeki
ortaklanmamis elektronlarinin, halkadaki m-elektronlarina dahil olmasiyla indol,
naftalin gibi 10 m-elektronuna sahip aromatik oOzellik gostermektedir (Sekil 8.1).

Biyolojik olarak aktif olan pek ¢ok indol tirevi bulunmaktadir [50].

( ‘“j s M (%v"ﬁ 5 Ej$ )

~F Hl N 6~ ="N1
7 H

benzen pirol naftalin indol

Sekil 8.1 Benzen, pirol, naftalin ve indol bilesiklerinin molekdiler yapilari

indol halkasi tasidigi terapotik dzellik nedeniyle ilag sanayinde olduk¢a dnemlidir. indol
halkasinin 3. konumu her zaman reaksiyonlara acgik bir durumdadir. Bu konumun bir
elektrofil ile yer degistirmesi, benzenin aromatizasyonunu bozmadan kararli bir ara
triin olusmasini saglar. indol halkasindaki 2. ve 3. karbonlar arasinda yer alan m bagi
halka katilmasi reaksiyonlarina imkan saglar. Molekil ici halka katilma reaksiyonlari,
molekiiller arasi halka katilma tepkimelerine gére daha kolay olusmaktadir. indol
halkasinin bu 06zelliklerinden faydalanilarak sentezlenen bircok bilesikte antioksidan
aktivite gozlenmistir [51].
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Birgok 6nemli dogal bilesigin yapisinda bulunan indol halka sistemi, genellikle
proteinlerin yapi taslarindan biri olan triptofan amino asidinin bir biyosentez Griintdr.
Protein bozunmasi sirasinda indoliin kendisi ve onun 3-metil turevi olan skatol

olusmaktadir [52].

Sekil 8.2 Triptofan

Triptofanin dekarboksilasyonu triptamini verir. Bu iskelete sahip bilesikler beyin ve sinir
sistemi Uzerinde c¢ok derin bir etkiye sahiptirler. Boyle bilesiklere, merkezi sinir
sisteminde bir norotransmitter ve vasokonstriktor olarak etkin olan serotonin (5-

hidroksitriptamin) 6rnek olarak verilebilir [52].

MNH2

A
M
H
Sekil 8.3 Serotonin

indol halkasi iceren bir baska hormon da, epifiz bezinden salgilanan ve biyoritmi
diizenleyen melatonindir. Cesitli bitki ve hayvanlarda bulunan melatonin glgli bir
antioksidanttir. Bunun haricinde hormonun, kansere karsi koruyucu ve yaslanmayi

geciktirici etkileri de vardir.
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Sekil 8.4 Melatonin

Triptamin iskeleti kompleks molekdillerin yapisinda bulunur. Reserpin, Himalaya’larda
yabani olarak yetisen yilan kokl (Ravwolfia serpintina) adinda bir bitkide bulunmakta
olup, tibbi olarak yuzyillardan beri kullanilmaktadir. Reserpin kan basincini dugstrr.

Sizofreni tedavisinde kullanilmaktadir [52].

Sekil 8.5 Reserpin

Yapisinda indol cekirdegi bulunduran bir baska bilesik, liserjik asittir. Liserjik asit,
cavdar ve diger hububat tanelerinin Uzerinde yetisen ¢avdarmahmuzu mantarinda
bulunur. Karboksil grubunun dietilamidine donustirilmesi ¢ok etkin bir hallusinojen

olan LSD'yi (liserjik asit dietilamid) vermektedir [52].
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Sekil 8.6 Liserjik asit dietilamid

indol halkasi iceren bilesiklerin farkl aktivitelere ve dzellikle de antikanser aktiviteye
sahip olduklari bulunmustur. Son on yilda, bazi indol tirevlerinin timor biylimesi,

metastaz ve anjiyojenezise karsi inhibitor olarak gorev yaptiklari tespit edilmistir [53].

Antipsikotik ilaglarin etkin maddelerinden biri olan ziprasidon sizofreni ile ilgili

psikozlarin tedavisinde kullanilmaktadir.

‘N \] .
-

wy % I

Y&j

Sekil 8.7 Ziprasidon

indol icerikli bazi ilaglar ve farmasétik etkinlikleri Sekil 8.8’de gosterilmistir [54].

indol icerikli ilaglar Etkinlik
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Sekil 8.8 indol ierikli ilaglar [54]

Bitkilerde bliyime ve gelismeyi etkileyen en énemli hormonlardan biri olan oksinin
kimyasal yapisinda da indol ¢ekirdegi vardir (Sekil 8.9). Ayrica yohimbine, strychnine,

ellipticine, lysergic asid, physostigmine iyi bilinen diger bitkisel indol alkaloidleridir.

OH
O
N
H
Sekil 8.9 Oksin

Cruciferae familyasindan lahana ve brokoli gibi sebzelerde bulunan indol-3-karbinol

bilesigi, meme ve prostat kanserine karsi koruyucudur.

OH

| AN
M
H

Sekil 8.10 indol-3-karbinol

Eski Misirlilarin kumas boyasi olarak kullandiklari Tyrian Moru bir indigo analogu olup
Akdeniz yumusakcalar tarafindan Uretilmektedir. Orina singeri de brom icerikli
triindol bilesigi sentezlemektedir. Sciodole bir Tricholoma mantari Grlintdir ve 4-
kloroindol-3-asetik asit (4-CI-IAA) bezelye, fasulye, mercimek gibi baklagillerin bitkisel

bliyime hormonudur. Pennigritrem, Penicillium nigricans tarafindan Uretilen klor
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icerikli bir mantar metabolitidir. Ayrica bir 6riimcek tiird, bir gesit zehir olan argiotoxin

MeO,
|
N Me
H
; l‘-.li Me
|
Me

659’u kimyasal savunmasinda kullanmaktadir (Sekil 8.11) [54].

NH»
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NH,
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H
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| o H H H H NH H
N CONH, 2
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argiotoXin 659

Sekil 8.11 Canlilar tarafindan uretilen indol icerikli bazi metabolitler [54]

Ayrica yasemin bitkisinin esansiyel yaglarinda da indol bulunmaktadir ve parfim

sektoriinde oldukca 6nemli bir yere sahiptir.

Cesitli deniz omurgasizlari, algler, bakteri, mantar, protozoa gibi mikroorganzimalar
tibbi 6neme sahip ¢esitli dogal metabolitler sentezlerler. Siingerler, tunikatlar, kirmiz
algler, kancasiz kurtlar ve simbiotik bakteriler deniz alkaloidlerinin %’Unu olusturan
indol alkaloidlerini Gretirler [55]. Biyoaktif alkoloidler, en fazla indol ¢ekirdegine bagli
olarak bulunmaktadir [56]. Dogal deniz Urinlerindeki indol alkaloidlerinin farmakolojik

aktiviteleri soyle siralanabilir [55]:
e Sitotoksik etki
e Antiviral aktivite
e Antimikrobiyal ve antiparazitik aktivite
e Anti-inflamatuar etki (iltihap giderici etki)

e Antiserotonin aktivite
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e Ca"indirgeyici aktivite
e Calmodulin-antagonistik aktivite
e Anti-topoizomeraz-| aktivite

Sekil 8.12’de ¢esitli deniz canlilarindan izole edilen, sitotoksik ve antiviral aktiviteleri

olan bazi dogal indol alkaloidleri listelenmistir.
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Sitotoksik indol Alkaloidleri

Madde izole edildigi canli  [Biyolojik aktivite

Dragmacidin sp. Akciger, kolon ve meme

(deniz stingeri) kanserine karsi etkin

IStreptomyces sp. Anti timor

(Actinomycetes
bakteri turleri)

Dendrodoa Kolon ve gogls
grossularia kanserine karsi etkin

(tunikat-deniz
omurgasizi)

Grossularine 1

Halocynhia roretzi  |NOral hiicrelere karsi

. sitotoksik
(deniz omurgasizi)

NH
N
~ NH NH N
HoN NH NH Br
0 0
OH
OH

Halocyamine B
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Sekil 8.12 Sitotoksik ve antiviral indol alkaloidleri [55]
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Dogal urunlerden elde edilen indol tirevlerinin yaninda sentetik olarak Uretilen ve
tedavi edici etkileri olan gesitli indol tirevleri de vardir. Indomethacin, acemetacin ve
etodolac gibi steroid olmayan iltihap giderici ilaglarin antioksidant aktiviteleri vardir.
Bitkisel bir hormon olan indol-3-asetik asit de benzer biyolojik aktiviteye sahiptir (Sekil
8.13). Triptofan, serotonin, 5-methoxytryptamine, 6-chloromelatonin, indol-3-
propionik asit, indol-2-one ve indol-2-thione tirevleri, stobadine ve 2-fenilindol
tirevlerinin sliperoksit radikallerine karsi gosterdikleri antioksidant etki, onlarin

elektronca zengin aromatik halka sistemlerinden kaynaklanmaktadir [57].

~CO,H CO.H
MeQ. -~ 4 i
—Me R,
CLY Crd
~/0 " H
cr’
Indomethacin Indole-3-propionic acid

Sekil 8.13 Antioksidant aktivite gésteren bazi indol tlrevleri [57]

Sentetik olarak indol elde etme reaksiyonlari su sekilde siralanabilir:

eFisher indol sentezi

eReissert indol sentezi

eLeimgruber-Batcho indol sentezi

eMadelung indol sentezi

eBischler indol sentezi

eBartoli indol sentezi

eGassman indol sentezi

eFukuyama indol sentezi

eSugasawa indol sentezi

eNitrenlerin halkalasmasiyla indol sentezi
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eNenitzescu indol sentezi

Bunlardan en yaygin olani Fisher indol sentezidir.

Bu yontem genel olarak, arilhidrazonlarin bir asit katalizorligiinde isitilmasi ve yapidan

amonyak ayrilmasini iceren bir halkalagsma reaksiyonudur (sekil 8.14).

RZ
RE‘
R‘ A4 R!
L — OB
N N2 \-NH
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Sekil 8.14 Fisher indol sentezi

Fenil hidrazinin ve cesitli aldehit veya ketonlarin Lewis asitleri veya proton verebilen
asidik c¢ozlicliler esliginde bircok reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon genel olarak
iki asamada incelenebilmektedir. Birinci asamada fenil hidrazin tiirevleri aldehit veya
ketonlar ile kolayca kondanzasyon reaksiyonu vererek arilhidrazonlari olusturmakta,
ikinci asamada ise olusan arilhidrazonun bir asit veya bir Lewis asidi ile yliksek
sicakliklara ulastirilarak zorlayici kosullarda yapidan amonyagin uzaklastiriimasi ile

halkali indol yapisi elde edilmektedir [50].

Biyolojik olarak aktif bircok bilesigin yapisinda bulunan 4,5,6,7- tetrahidroindol
tirevleri, endlstri ve akademik calismalarda ¢ok biyilk bir 6neme sahiptir. Pek ¢ok

antibiyotik, antipsikotik, antikanser ilaclarinin yapi maddesidirler. 4-okso-4,5,6,7-
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tetrahidroindoller, 4-siibstitiiye indollerin sentezinde, kolay aromatize olmalarindan

dolayi araci molekil olarak kullanilmaktadirlar.

Oksoindol tiirevleinin biyolojik aktiviteleri ve indollerle olan yapisal iligkisi, bu bilegik
siniflarini ilag ve sentetik organik kimya alaninda 6nemli bir yere getirmistir. 4-okso-
tetrahidroindoller, indol kuinon analogu olan, mitomisin antibiyotiginin (Sekil 8.15)

sentezi i¢in oldukca 6nemli bilesiklerdir [58].

Sekil 8.15 Mitomycin

Benzofuran halka vyapisi, furokumarin ve furanokuinolin dogal alkaloidlerini
olusturmaktadir. Benzofuran tiirevleri, ila¢ sentezlerinde 6énemli aract molekiillerdir. Bir
aritmik ajan olan pindalolun (Sekil 8.16) sentezinde anahtar araci olan 4-
hidroksiindoliin sentezinde benzofuran tlirevleri 6ncl bilesik olarak kullanilmaktadir.
Endosiklik oksijen atomunun, azot atomuna 4-okso-4,5,6,7-tetrahidrobenzofuran

iskeletinde transformasyonu ile 4-okso-4,5,6,7-tetrahidroindol elde edilmektedir [59].

1: 1 mixture (racemate)

HN
\
O/\%‘(\N CH,
H
OH
OH
H
o I
3
CHs
HN—

Sekil 8.16 Pindalol
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BOLUM 9

MATERYAL VE METOD

Bu calismada butin bilesikler Nikleer Manyetik Rezonans Spekroskopisiyle (NMR)
(Bruker Avance Il 500 Mhz) standart ¢dziict olarak CDCl; (d6térokloroform) ve uluslar
arasi standart olarak da TMS(tetrametilsilan) kullanilarak belirlendi. IR spektrumlari
Perkin EImer Spectrum 100 FT-IR Spectrometer ile yapildi. X-Ray 6lciimleri Rigaku R-
AXIS RAPID-S diffractometer cihazi ile belirlendi.

Bltin saflastirmalar kolon kromatografisi Merck silika jel 60 (40-63Um mesh
biyikltgiinde) kullanilarak yapildi. ince tabaka kromatografisi (iTK) Merck silika jel 60
GFs4 ile kontrol edilerek, camag UV (254nm) ile belirlendi. Erime noktasi tayini Blchi

Melting Point B-540 cihaziyla yapildi.

Kemosentez reaksiyonlarinda kullanilan lipazlar; CCL (Candida cyclindracea Lipaz)
BioChemika (62316), PFL (Pseudomonas fluorecens Lipaz) BioChemika (95608), CAL
(Candida antarctica Lipaz) BioChemika (62299), HPL (Hog pancreas Lipaz) BioChemika
(62300), MML (Mucor miehei Lipaz) BioChemika (62298), RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz)
BioChemika (62305), AOL (Aspergillus oryzea Lipaz) BioChemika (62285), PRL
(Penicillium roqueforti Lipaz) BioChemika (62308), MIL (Mucor javanicus Lipaz)
BioChemika (62304), PCL (Pseudomonas cepacia Lipaz) (62309) lipaz basic ve extension

kit olmak Uzere Fluka’dan, Amano Lipase PS Aldrich’den temin edilmistir.
9.1 Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler cizelge 9.1'de gosterilmistir.

65



Gizelge 9.1 Kullanilan Kimyasallar

KiMYASAL FIRMA/NO

Benzen Merck 101782
Dietil eter Merck 100092
Kloroform Merck 102431
Asetik asit Merck 100056
Etanol Merck 100986
Siklohekzan Merck 102832

Fosfor pentoksid

Merck 21-470-1

Silikagel

Merck 107734

Sodyum hidroksid

Merck 106482

Magnezyum siilfat

Teknik

Dipotasyum hidrojen fosfat

Merck 105102

Potasyum dihidrojen fosfat

Merck 104873

Mangan |l Asetat

Fluka 63537

Potasyum permanganat

Merck 105080

Mangan Il asetat

Aldrich 215880

5,5-dimetil-1,3-sikloheksandion

Aldrich D15,330-3

p-anisaldehid

Aldrich 88107

Kloroasetaldehid

Aldrich 31,727-6

Diklorometan

Merck 106049

Benzilamin

Aldrich 185701
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9.2 4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat Sentezi

9.2.1 Mangan (lll) Asetat ile 4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il

asetat Sentezi

Mangan (lll) asetat (7,5 mmol), 50 ml benzen ve 5 ml asetik asit karisiminda ¢ozilerek,
Dean-Stark tuzag: ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edildikten
sonra, 6,7-dihidro-6,6-dihidrobenzofuran-4(5H)-one (1,8 mmol) bilesigi ilave edilerek,
iTK ile kontrol edilmis ve baslangic maddesi tamamen ({riine dénisiinceye kadar
reaksiyona 37 saat devam edilmistir. Reaksiyon karisimi, eter ile seyreltilip, doymus tuz
¢Ozeltisi ile extrakte edilmistir. Organik faz, MgSQ, ile kurutulup ¢6ziicii vakum altinda
uzaklastirilmistir. Uriiniin saflastirilmasi, kolon kromatografisinde 1:6 (EtOAc:Hexan)
sistemi ile yapiimis ve %86 verimle 4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-

il asetat bilesigi elde edilmistir.

Sekil 9.1 Mn(ll1) asetat ile yapilmis reaksiyonun iTK sonucu
Erime sicakhgi: 52,52C

Rs: 0,44 (silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)

9.2.2 Mangan (ll) Asetat ile 4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il

asetat Sentezi

Mangan (ll) asetat (7,4 mmol), KMnO4 (1,7 mmol), 45 ml benzen ve 12 ml asetik asit
karisiminda cozilerek, Dean-Stark tuzagi ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya
kadar reflux edilmistir. Daha sonra, 6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-one
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(0,665 mmol) bilesigi ilave edilmis, iTK ile kontrol edilerek, baslangic maddesi tamamen
Urine donilsinceye kadar reaksiyona 35 saat devam edilmistir. Reaksiyon karisimi,
kloroform ile seyreltilip, doymus NaHCOj; ile extrakte edilmistir. Organik faz, MgSQ, ile
kurutulup ¢éziici vakum altinda uzaklastirilmistir. Uriiniin  saflastiriimasi, kolon
kromatografisinde 1:3 (EtOAc:Hexan) sistemi ile yapilmis ve %44 verimle 4,5,6,7-

Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi elde edilmistir.

Sekil 9.2 Mn(l1) asetat ile yapilmis reaksiyonun iTK sonucu

9.2.3 KMnO, ile 4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat

Sentezi

Potasyum permanganat (1,7 mmol), 45 ml benzen ve 12 ml asetik asit ile ¢ozilerek,
Dean-Stark tuzag ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edilmistir.
Daha sonra, 6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-one (0,665 mmol) bilesigi ilave
edilerek, iTK ile kontrol edilip, 35 saat reaksiyona devam edilmistir. istenilen {riin elde

edilememistir.

Sekil 9.3 KMnOy, ile yapilmis reaksiyonun iTK sonucu
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9.3 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-
6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (6,25 mmol), benzil amin
(18,7 mmol) ve 5 ml %20'lik etanol karisimi seal tipe konularak, reaksiyon 12 saatte
145-1502C'de gercgeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi suya dokilerek diklorometan ile
extrakte edildikten sonra MgSQ, ile kurutularak ¢6zlicli vakum altinda uzaklastiriimistir.
1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiginin verimi %26,2
ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiginin verimi ise

%51,7 olarak saptanmistir.

Sekil 9.4 Seal tup ile 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve
1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one sentezinin iTK sonucu
9.3.1 Mikrodalga ile 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one

ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (6,25 mmol), benzil amin
(18,7 mmol) ve 5 ml %20’lik etanol karisimi seal tlip icersinde sirasiyla 9, 12 ve 15
dakikada, mikrodalgada 360 Watta reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi
suya dokilerek diklorometan ile extrakte edilerek MgSO, ile kurutulmus ve ¢ozici
vakum altinda uzaklagtirilmistir. Olusan maddelerin % verimleri Cizelge 9.2°de

gosterilmistir.
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Cizelge 9.2 Mikrodalga ile sentezlenen maddelerin % verimleri

Madde Zaman (dk) | % Verim
9 18,84
1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one
12 14,62
15 16,77
9 17,7
1- il-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-
benzil-6,7-dihidro idroksi-6,6-dimeti indol-4(5H)-one 12 17,44
15 19,42

® 0 000

.

Sekil 9.5 Mikrodalga ile 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one

ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one sentezinin iTK

sonucu

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesigi icin:

Erime sicakligi: 129,5°C

Rs: 0,46 (silika jel, 1:2 EtOAc:Hekzan)

'H-NMR (500 MHz, CDCl; + CCl) & (ppm) : 0.85 (s, 3H, -CHs), 1.30 (s, 3H, -CH3), 2.55 (d,
J=16.355 Hz, 1H, -CH,), 2.70 (d, J=16.354 Hz, 1H, -CH,), 4.09 (s, 1H, H-5), 5.09 (s, 2H,

CH,-Ph), 6.51 (d, J=3.05 Hz, 1H, H-3), 6.68 (d, J=3.05 Hz, 1H, H-2), 7.2-7.4 (m, 5H, Ph)
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BC-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 18.66; 27.87; 35.78; 41.32; 50.46; 79.93;
105.94; 117.72; 124.03; 126.38; 128.07; 128.85; 129.06; 129.38; 136.32; 142.01;
193.21

IR (CHCI3) y(max) : 1638, 2961, 3447 cm™

1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesigi icin:

Erime sicakligi: 156,6°C
Rs: 0,16 (silika jel, 1:2 EtOAc:Hekzan)

'H-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 0.90 (s, 3H, -CH3), 1.10 (s, 3H, -CH3), 2.12 (d,
J=16.51 Hz, 1H, -CH,), 2.62 (d, J=16.55 Hz, 1H, -CH,), 4.25 (s, 1H, H-7), 5.11 (d, J=15.90
Hz, 1H, CH,-Ph), 5.20 (d, J=15.95 Hz, 1H, CH,-Ph), 6.55 (d, J=3.00 Hz, 1H, H-3), 6.62 (d,
J=3.05 Hz, 1H, H-2), 6.99-7.3 (m, 5H, Ph)

13C-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 25.25; 26.15; 39.64; 47.19; 50.56; 69.06;
69.09; 105.55; 119.83; 124.48; 126.66; 127.96; 128.95; 129.27; 137.06; 142.43; 194.52

IR (CHCl3) y(max) : 1644, 2961, 3312 cm™

9.4 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-one (6,25 mmol), benzil amin (18,7 mmol) ve
5 ml %20’lik etanol karisimi seal tiip icersinde, 12 saat boyunca 145-1502C’de isitilarak
reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi suya doékilerek diklorometan ile
extrakte edildikten sonra MgSQ, ile kurutularak ¢ozlicli vakum altinda uzaklastiriimistir.
Uriin saflastirilmasi, kolon kromatografisinde 1:2 (EtOAc:Hexan) sistemi ile yapilmis ve
%56,2 verimle 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one  bilesigi elde

edilmistir.
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Sekil 9.6 Seal tiip ile 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one sentezinin iTK
sonucu

Erime sicakligi: 81°C
Rs: 0,2 (silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)

'H-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 1.05 (s, 3H, -CHs), 2.29 (s, 2H, -CH,), 2.43 (s,
2H, C-7), 4.98 (s, 2H, CH,-Ph), 6.55 (d, J=3.00 Hz, 1H, H-3), 6.60 (d, J=3.00 Hz, 1H, H-2)

13C-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 28.64; 35.57; 35.75; 50.45; 51.77; 105.64;
120.04; 123.24; 126.35; 127.91; 128.07; 128.78; 128.98; 136.70; 142.70; 193.76

IR (CHCl3) y(max) : 1647, 2926 cm™

9.4.1 Mikrodalga ile 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-one (6,25 mmol), benzil amin (18,7 mmol) ve
5 ml %20’lik etanol karisimi, oda sicakhginda silika jel (3 gr) ylizeyine, homojen olarak
beher icinde adsorblandiktan sonra karisim mikrodalga firin icersine konularak sirasiyla
3, 4, 6, 8, 10 ve 15 dakika 360 Watta isinlanmistir. Reaksiyon iTK ile kontrol edilerek
diklorometan ile extre edildikten sonra MgSQ, ile kurutulup, ¢6zici vakum altinda
uzaklastinhmistir. Uriin  saflastiriimasi, kolon kromatografisinde 1:3 (EtOAc:Hexan)
sistemi ile yapilmis ve 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesigi elde
edilmistir. % Verimler sirasiyla soyledir: 3.dk'da %12,82, 4.dk’'da %13,56, 6.dk'da
%14,63, 8.dk’da %20,21, 10.dk’da %15,57 ve 15.dk’da %12,92.
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Siire Verim

4 dk. % 13,56
8 dk. % 20,21
15 dk. % 12,92

Sekil 9.7 Mikrodalga ile sentezlenen maddenin zaman-verim karsilastiriimasi

Sekil 9.8 Mikrodalga ile 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one sentezinin
ITK sonucu

9.5 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat Sentezi

9.5.1 KMnO, ile 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat

Sentezi

Potasyum permanganat (2,28 mmol), 60 ml benzen ve 16 ml asetik asit ile ¢ozllerek,
Dean-Stark tuzag ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edildikten
sonra, 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (1 mmol) bilesigi ilave

edilerek, ITK kontrolii ile 3,5 saat reaksiyona devam edilmistir. Reaksiyon karisimi, eter



ile seyreltilip, doymus tuz c¢ozeltisi ile extrakte edilmis ve organik faz, MgSQ, ile
kurutularak ¢dziicii vakum altinda uzaklastirilmistir. Uriiniin saflastiriimasi, kolon
kromatografisinde 1:6 (EtOAc:Hexan) sistemi ile yapilmis ve %17 verimle 1-benzil-

4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesigi elde edilmistir.

Sekil 9.9 KMnO,ile 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat
sentezinin ITK sonucu

Rs: 0,4 (silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)

'H-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 0.98 (s, 3H, -CHs), 1.07 (s, 3H, -CHs), 1.83 (s,
3H, COCHs), 2.20 (d, J=16.65 Hz, 1H, -CH,), 2.81 (d, J=16.65 Hz, 1H, -CH,), 5.13 (d,
J=16.254 Hz, 1H, CH,-Ph), 5.24 (d, J=16.254 Hz, 1H, CH2-Ph), 5.83 (s, 1H, H-7), 6.65 (d,
J=3.001 Hz, 1H, H-3), 6.75 (d, J=2.951 Hz, 1H, H-2), 6.95-7.35 (m, 5H, Ph)

13C-NMR (500 MHz, CDCl; + CCls) & (ppm) : 20.45; 25.66; 25.79; 38.80; 47.79; 50.59;
68.52; 106.02; 121.79; 125.15; 126.16; 127.79; 128.84; 137.03; 138.27; 170.55; 193.34

9.5.2 Mn(ll) Asetat ile 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il

Sentezi

Mangan (Il) asetat (9,8 mmol), KMnO4 (2,28 mmol), 60 ml benzen ve 16 ml asetik asit
karisiminda cozilerek, Dean-Stark tuzagi ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya
kadar reflux edilmistir. Daha sonra, 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one
(1 mmol) bilesigi ilave edilmistir. iTK ile Griin olusumu kontrol edilmis ve 48 saat
reaksiyona devam edilmistir. Reaksiyon karisimi, eter ile seyreltilip, doymus tuz
¢Ozeltisi ile extrakte edilmis ve organik faz, MgSQ,ile kurutularak ¢ézlici vakum altinda

uzaklastirilmistir. Uriiniin saflastirilmasi, kolon kromatografisinde 1:6 (EtOAc:Hexan)
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sistemi ile yapilmis ve %5 verimle 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-

indol-7-il asetat bilesigi elde edilmistir.

9.5.3 Mn(lll) Asetat ile 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il

Sentezi

Mangan (Ill) asetat (7,5 mmol), 50 ml benzen ve 5 ml asetik asit karisiminda ¢oziilerek,
Dean-Stark tuzagi ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edilmistir.
Daha sonra, 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (1,8 mmol) bilesigi
ilave edilerek, iTK ile kontrol edilmis ve 15 saat reaksiyona devam edilmistir. Uriin

olusumu gerceklesmemistir.

9.6 Lipaz Katalizli Reaksiyonlar

9.6.1 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-
6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one  Bilesiklerinin  Lipaz

Katalizli Reaksiyonlari

Saf rasemik 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-
6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (0,2mmol) bilesiklerine organik
¢Ozlicli (0,4 ml) ve vinil asetat (3,4 ml) eklenerek lipaz enzimi (100 mg) ilave edilerek,
37°C sicaklikta inkiibatérde karistirilmistir. Substratin dénisimi belirli araliklarla ITK ile

takip edilerek donlisim %50 oldugunda reaksiyon sonlandirilmistir.

Farkh ¢ozlici ve farkh lipaz kaynaklari kullanilarak gergeklestirilen, enantiyosegimli

sentezlerin biyoddniisiimleri ve ITK sonuclari Cizelge 9.3 ve Sekil 9.10’de gdsterilmistir.
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Sekil 9.10 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-
benzil6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Bilesiklerinin Lipaz Katalizli
Reaksiyon ITK sonuclari

Cizelge 9.3 Farkh enzim-¢6ziicl sistemlerinde enantiyosecimli sentezlerin

biyodénisimleri

Madde Enzim Coziici Biyodoniigiim
AOL Asetonitril -
PRL Asetonitril -

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5)-on MJL Asetonitril -
Amano PS | Asetonitril -
PFL DMSO -
HPL DMSO +
MML DMSO +

1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5)-on RAL DMSO +
PRL Asetonitril -
AOL Asetonitril +
Amano PS | THF +
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9.6.2 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat Bilesiginin

Lipaz Katalizli Reaksiyonu

Saf rasemik  1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il  asetat
bilesigine, organik ¢oziict (0,2 ml) ve fosfat tamponu (300 pl) eklenerek lipaz enzimi
(100 mg) ilave edilerek 372C sicaklikta inklibatdrde karistirilmistir. Substratin dontisiim
orani belirli aralklarla iTK ile takip edilerek déniisim %50 oldugunda reaksiyon
durdurulmustur. Farkli ¢ozlici ve farkh lipaz kaynaklari kullanilarak gergeklestirilen,
enantiyosecimli sentezlerin biyodéniisimleri ve iTK sonuglan Cizelge 9.4 ve Sekil

9.11’de gosterilmistir.

Sekil 9.11 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesiginin
Lipaz Katalizli Reaksiyon iTK sonucu

Cizelge 9.4 Farkh enzim-¢6ziicl sistemlerinde enantiyosecimli sentezlerin
biyodénisimleri

Madde Enzim | Coziicii Biyodoniigiim
MIL DMSO +
1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat HPL DMSO +
PCL DMSO +
CCL DMSO +
PFL DMSO +
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BOLUM 10

SONUC VE ONERILER

10.1 Galismanin Yonii

Endistriyel ve akademik calismalarda 6nemli bir yere sahip olan indol tirevleri,
biyolojik aktivitesi yliksek, heterohalkali bilesik siniflarindan biridir. Dogal Urinlerin ve
sentetik olarak elde edilen ilag 6nci maddelerinin, blylk bir kisminda indol
cekirdegine rastlamak mimkindir. Canli organizmalarin, bazi temel yapitaslarinda da
indol halkasi bulunmaktadir. Dogal kaynaklardan elde edilen, bircok oksoindol
tirevleri, 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Ayrica indol tiirevleri iceren dogal

bilesikler stereomerkez tasidiklari icin asimetrik sentezde oldukg¢a 6nemlidirler.

Kolay aromatize olmalari sayesinde 4,5,6,7-tetrahidroindoller’in indol sentezinde iyi
araci molekiller olarak kullanilmasi ve fonksiyonel indollerin hazirlanmasi i¢in uygun
baslatici materyaller olmasi bu yapilarin 6nemini arttirmaktadir. Bunlar farmakolojik
acidan 6nemli vindolin, vindorosin, elliptisin gibi genis bir alkoloidler grubu icin énci
maddelerdir. indoller pek cok antibiyotik, antipsikotik, antikanser ilaglarinin yapi
maddesidirler. indol halkasi iceren ¢ok iyi bilinen ilaglar arasinda, iltihap giderici 6zellik
gosteren indometazin ve etodolak yer almaktadir. Ayrica sumatriptan, avitriptan ve

stobadin indol yapisi iceren ilag¢ yapilarindandir.

4-Okso-4,5,6,7-tetrahidroindoller, aritmik ajan olan pindalolin ve mitosenes,
murraykuinon gibi biyolojik olarak cok biiyik bir 6neme sahip olan alkoloid ve
kuinonlarin yapitaslari olan 4-substltue indollerin sentezinde araci olarak gorev

yapmaktadirlar.
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Son yillarda gelisen biyoteknoloji yodntemleriyle birlikte biyokatalizérler olarak
kullanilan enzimlerle de asimetrik sentez yapilmaktadir. Kimyasal yontemlere gore
enzimler spesifitesi, kolayligi ve ucuzlugu gibi bircok sebep dolayisiyla daha ¢ok tercih
edilmektedir. Enzimler, biyokimyasal olaylari katalizleyen makromolekil yapisinda
bulunan kimyasal ajanlardir. Enzimleri proteinlerden ayiran en énemli 6zellik katalitik
aktivite gostermeleridir.  Enzimler ihman sartlarda ylksek etkili ¢alistiklari ve
enantiosegici olduklari i¢in rasemik karisim halinde bulunan kimyasallarin optikge aktif
bilesiklerine dénustirilmesinde kullaniimaktadirlar. Ozellikle ilag endistrisinde,
rasemik karisim halindeki ilaglarin yerine tek stereoizomer ilaglarin tercih edilmesi

enzim kullaniminin dnemini artirmistir.

Bu c¢alismada zor metodlarla sentezlenebilen ilag hammaddelerinin yiiksek segicilikte
ve vyiksek verimde yeni biyoteknolojik ve kimyasal yontemlerle sentezlenmesi
amaclanmistir. Bu amacgla 5,5-dimetilsikloheksan-1,3-dion bilesiginden baslanarak, 6,7-
dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-on  bilesigi literatiirden arastirilarak  [60]
sentezlenmis reaksiyonu takiben a secilimli asetoksilasyonlarinda etkili bir katalizér
oldugu belirlenen Mn (lll) asetat araciligi ile elde edilen 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-

4-oksobenzofuran-5-yl asetat elde edilmistir [59].

Cizelge 10.1’ de 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-yl  asetat
(C12H14NOy) bilesiginin kristal parametreleri, siddet verilerinin toplanmasi ve yapinin
aritilmasina iliskin veriler ile hidrojen bagi geometrisi verilmektedir. Sekil 10.1’de X-1sini

verisinden elde edilen molekiler yapisi gérilmektedir.
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Sekil 10.1. C1,H14NO,4 bilesiginin ORTEPIII gizimleri. Sicaklik titresim elipsoidleri %40

olasilikla verilmistir.

Cizelge 10.1. C1,H14NOy4 bilesiginin kristal parametreleri, siddet verilerinin toplanmasi
ve yapinin aritilmasina iliskin veriler

Kristal bilgileri

Forml agirligi / F(000) 222.2 /236

Kristal sistemi / uzay grubu triklinik / P-1
a=6.0574(2) A a=79.29(3)°
b=7.8357(3) A 6=80.70(4)°
c=13.8656(5) A y=65.71(4)°

Birim hicre hacmi / molekul sayisi V=586.72(9) A®/ 2
Dy (Mg/m®) /  (mm™) 1.26 / 0.094
Renk / bicim renksiz / blok
Kristal boyutlari (mm) 0.22x0.13x0.10

Veri toplama

Rigaku R-Rapid-S Kirinimmetre w/20 taramasi
B min - Omax 2.9-26.4°
Sogurma dizeltmesi multiscan
Olgiilen yansima sayisi 12626
Bagimsiz yansima sayisi 2407
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h, k, I aralig -6<h<7, -9<k<9, -17<1<17
Gegirgenlik faktord Toin , Tmax (%) 0.920, 0.968
Rint 0.072

Aritim parametreleri

Aritimda kullanilan yansima sayisi [I220(1)] 1231

Aritilan parametre sayisi 149

R1 ve WR; degerleri 0.052,0.113
w=1/[0%(Fo?)+(0.0384P)?] P=(Fo’+2F2)/3
S, (8/0)max 1.066, 0.001
DPmaxs Bpmin (€ A7) 0.169, -0.135

C1,H14NO, bilesigine ait hidrojen bagi geometrisi (A,°)

D-H A D-H H...A D..A <(D-H...A)
C(2) --H(2)"0(4) 0.93 2.56 3.413(4) 152

Simetri kodlari: (i) -x,-y,1-z

Bilindigi gibi 4-okso-4,5,6,7-tetrahidroindol elde etmek icin bilinen en pratik metod
endosiklik oksijen atomunun azot atomunda 4-okso-4,5,6,7-tetrahidrobenzofuran
iskeletine transformasyonudur. Bu amacla ilk olarak elde ettigimiz 4,5,6,7-tetrahidro-
6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-yl asetat, benzil amin ile ylksek sicaklikta (1502C) seal
tlip ile reaksiyona sokularak literatlirde ilk kez 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-
dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-
4(5H)-one bilesikleri basarili bir sekilde elde edilmistir (Sekil 10.4). Single kristal halinde
elde edilen 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiginin X-
Ray verileri Sekil 10.2 ve Cizelge 10.2’de belirtildigi gibidir.
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Sekil 10.2 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (C;7H19NO,)
bilesiginin ORTEPIII gizimleri. Sicaklik titresim elipsoidleri %40 olasilikla
verilmistir

Cizelge 10.2 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one
(C17H19NO;) bilesiginin kristal parametreleri, siddet verilerinin toplanmasi ve
yapinin aritilmasina iliskin veriler

Kristal bilgileri
Forml agirligi / F(000) 269.3 /576
Kristal sistemi / uzay grubu monoklinik / P21/c
a=12.287(4) A a=90°
b=7.324(3) A 6=93.05(5)°
c=16.540(5) A y=90°
Birim hiicre hacmi / molekil sayisi V=1486.33(5) A%/ 4
Dy (Mg/m®) / u (mm™) 1.20/0.079
Renk / bicim renksiz / blok

Kristal boyutlari (mm)

Veri toplama

0.23x0.14x0.10

Rigaku R-Rapid-S Kirinimmetre
emin - emax
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Sogurma dizeltmesi multiscan

Olgiilen yansima sayisi 30607

Bagimsiz yansima sayisi 4546

h, k, I arahgi -17<h<17, -7<k<10, -23</<23
Gegirgenlik faktord Toin , Tmax (%) 0.896, 0.920

Rint 0.143

Aritim parametreleri

Aritimda kullanilan yansima sayisi [I 220(l)] 1557

Aritilan parametre sayisi 184

R1 ve WR; degerleri 0.076,0.171
w=1/[0%(Fo?)+(0.0494P)?] P=(Fo’+2F2)/3
S, (8/0)max 1.016, 0.000
DPrmax, DPmin (€ A7) 0.178, -0.195

1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (C17H19NO5) bilesigine
ait hidrojen bagi geometrisi (A, °)

D-H A D-H H...A D..A <(D-H...A)
0(2) --H(2A) ..0(1) 0.82 2.04 2.815(4) 159

Simetri kodlari: (i) x,1+y,z

Ayni reaksiyon mikrodalga 1sinimi altinda 9, 12 ve 15’er dakikalarda denenmis ve 1-
benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-
hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesikleri basarili bir sekilde elde edilmistir.
Cizelge 10.3’te goruldigu gibi zaman artisi ile birlikte % verimlerde de artis

gozlenmistir. Mikrodalgada yontem gelistirme calismalari devam etmektedir.
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Cizelge 10.3 Mikrodalga ile sentezlenen maddelerin % verimleri

Madde Zaman % Verim
9 dakika 18,84
1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one 12 dakika 14,62
15 dakika 16,77
9 dakika 17,7
1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one 12 dakika 17,44
15 dakika 19,42

ikinci olarak, 6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi benzil amin ile yiiksek
sicaklikta (1509C) seal tiip ile reaksiyona sokularak 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-

indol-4(5H)-on bilesigi elde edilmistir (Sekil 10.4). Bilesigin single kristali X-Ray cihazi ile

Olctlmuis ve yapi aydinlatilmistir (Sekil 10.3).

Cizelge  10.4’de  1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on
bilesiginin kristal parametreleri, siddet verilerinin toplanmasi ve yapinin aritilmasina

iliskin veriler gorilmektedir. Sekil 10.3’de X-isini verisinden elde edilen molekiiler yapi

gosterilmistir.
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Sekil 10.3 C;7H19NO bilesiginin ORTEPIII gizimleri. Sicaklik titresim elipsoidleri %40

olasilikla verilmistir.

Cizelge 10.4 Cy7H19NO bilesiginin kristal parametreleri, siddet verilerinin toplanmasi ve
yapinin aritilmasina iliskin veriler

Kristal bilgileri
Formdl agirligi / F(000) 253.3 /175
Kristal sistemi / uzay grubu monoklinik / P24/n
a=6.3605(2) A a=90°
b=24.8456(7) A 6=93.08(4)°
¢=9.0033(3) A y=90°
Birim hiicre hacmi / molekil sayisi V=1420.73(2) A*/ 4
Dy (Mg/m®) /  (mm™) 1.18 /0.073
Renk / bicim renksiz / blok

Kristal boyutlari (mm)

Veri toplama

0.12x0.13x0.10

Rigaku R-Rapid-S Kirinimmetre
emin' emax

Sogurma dizeltmesi

Olciilen yansima sayisi
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2.4-26.4°
multiscan
29414



Bagimsiz yansima sayisi 2902

h, k, I arahgi -7<h<7, -31<k<31, -11</<11
Gegirgenlik faktori Toin , Tmax (%) 0.915, 0.970
Rint 0.1387

Aritim parametreleri

Aritimda kullanilan yansima sayisi [I 220(l)] 1231

Aritilan parametre sayisi 175

R1 ve WR; degerleri 0.056, 0.137
w=1/[0%(Fo?)+(0.0274P)?] P=(Fo’+2F.%)/3
S, (8/0)max 1.011, 0.001
DPrmax, Bpmin (€ A7) 0.135,-0.128

1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on  bilesiginin  sentezi mikrodalga
Isimasi ile de basarili bir sekilde yapilmistir. Sirasiyla denenen 3, 4, 6, 8, 10 ve 15.
dakikardaki verimler karsilastiriimis ve 8. dakikadaki verimin en ylksek oldugu ve yan

Urlnlerin daha az oldugu saptanmistir (Sekil 10.5 ve Cizelge 10.5).

Calismamizin bu asamasindan sonra KMnO, katalizorligiinde elde edilmis olan 1-
benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-yl asetat bilesigi cogaltilarak
her iki enantiyomeri kemoenzimatik yontemlerle sentezlenmis ve enantiyosecicilik icin
en uygun kosullar saglanmistir. Kullanilan enzim ve c¢o6ziici sistemlerindeki

biyodonilsimler basaril bir sekilde gerceklestirilmistir.
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(1) no’lu bilesik: 5,5-dimetilsiklohekzan-1,3-dion; (2) no’lu bilesik: 6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-
4(5H)-on (3) no’lu bilesik: 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat; (4) no’lu bilesik: 1-
benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on; (5) no’lu bilesik: 1-benzil-6,7-dihidro-7-
hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on; (6) no’lu bilesik: 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-
on; (7) no’lu bilesik: 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat

Sekil 10.4 Genel reaksiyon semasi

Reaksiyonlarin kontrolii iTK ile izlenmistir. Saflastirma islemleri kolon kromatografisi ve
kristalizasyon yéntemi ile yapilmistir. Uriinlerin yapi tayini ve karakterizasyonu NMR ve

IR kullanilarak yapilmistir.

Sentezlenmesi hedeflenen maddelerin gosterdikleri biyolojik aktivite nedeniyle a ve y-
hidroksi indol yapisindaki kiral Grlinlerin yani sira, dogal bircok triinde yap! tasi olarak

kullanilan kiral siklik ketonlardan baslanarak sentezlenen farmakolojik olarak énem
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tasiyan a ve y-asetoksi indollerin stereosecici eldesinde enzimler, biyokatalizérler

olarak kullanilmis ve sentezlenmesi basari ile gergeklestirilmistir.

Bilindigi gibi a-hidroksi ketonlar, biyolojik olarak aktif dogal Urinlerin asimetrik
sentezlerinde yapi birimleri olmalari sebebiyle, endistri ve akademik calismalar
acisindan ¢ok blylk bir 6nem tasimaktadirlar. Optikge aktif maddelerin elde
edilmesinde kullanilan en 6nemli yontemlerden biri asimetrik sentezdir. Asimetrik
sentez ilag sanayinde glincelligini strdiiren endistriyel arastirmalarda olduk¢a 6nem
tasiyan bir konudur. ila¢ endistrisinde enantiomerik olarak saf ilaglarin eldesi
glinimuizde oldukgca 6nemli bir hale gelmistir. Aktif madde sentezinde biyoteknolojik
ve kimyasal yontemlerin ortak kullaniimasi, bu yontemlerin kolay uygulanabilirligi ve
ylksek verim eldesi acisindan ila¢ endistrisinde giderek daha bilyik bir 6neme sahip

olmaktadir.

Asetoksi ve hidroksi tetrahidroindol bilesiklerinin gesitli lipaz enzimleri kullanilarak
enantiyosecilimli sentezleri yapilmistir. Enzim olarak lipazlardan vyararlaniimistir.
Lipazlar hem sulu ortamlarda hem de organik c¢ozlicilerde aktivite gOsteren
enzimlerdir. Organik c¢o6zlicllerde aktivite gostermeleri, enantiyosecilimli sentezler
acisindan oldukca dnemlidir. Ozellikle kemo, regio, ve enantiosecilimli reaksiyonlar

gostermesi bu enzimlerin ilag sanayiinde kullanimini yayginlastirmaktadir.

Lipazlar dogada g¢ok yaygin olarak tiim canlilarda bulunmaktadir. Endistride kullanilan
lipaz enzimi genellikle, ekstrasellliler olarak ¢ok cesitli lipaz Urinld veren

mikroorganizmalardan izole edilerek kullaniimaktadir.

10.1.1 Enzim Ortaminda Asetoksi Ketonlarin Hidrolizi

Hidrolitik enzimler, organik sentezlerde en fazla kullanilan biyokatalizérlerdir. Hidrolitik
enzimler arasinda amidazlar, proteazlar, esterazlar ve lipazlara 6zel bir ilgi vardir. Bu
enzimler, ester ve amit baglarinin hem hidrolizini, hem de olusumunu katalizlerler.
Bunlar arasinda lipazlar, ucuz ve kolay bulunabilir olmalari, cok genis bir substrat aralig
icin ylksek enantiyosecicilige sahip olmalari ve organik ¢oziiclilerde yliksek dayanikhlik
gosterebilmelerinden dolayr ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Kimyasal secicilik,

regiosecicilik ve enantiosecicilik gostermesi enzim katalizli reaksiyonlarin énemini
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arttirmaktadir. Hidrolitik enzimlerde, segiciligi arttirmak igin metanol, ter-bitanol,
aseton, dioksan, asetonitril, dimetilformamit, dimetilstlfoksit (DMSO) gibi suyla

karigsabilen organik ¢ozliclilerin eklenmesiyle gesitli ¢oziict sistemleri kullaniimaktadir.

Hidrolitik enzimlerle yapilan reaksiyonlar, genellikle enzimin optimum pH’ina yakin

pH’a sahip sulu tampon ¢ozeltilerinde gerceklestirilmektedir.

10.1.2 Enantiyoseg¢imli Sentezleri Etkileyen Parametreler

Lipaz katalizli enantiosegilimli tepkimelerde enzim kaynagi, ¢6zlicl turlu ve sicaklk

enantiosecimliligi artirmada dnemli parametrelerdir.

Enzim kaynaklarinin enantiyosecimli sentezler Ulzerine etkisini incelemek amaciyla,
farmakolojik olarak dnemli bilesiklerden olan 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-
asetatin farkh lipazlar kullanilarak kemoenzimatik sentezi yapilmistir. Ayni ¢6zlici
kullanilarak sekiz farkli lipaz ¢esidi denenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda en yiksek
enantiyosecimlilik; Amona PS ve Pseudomonas fluorences lipazinda elde edildigi
gortlmustir. Ayni sekilde 3-metoksi-4-metil-2-oxosiklohek-3-enil asetatin enzimatik
hidrolizi 11 farkh lipaz enzimi denenmistir. En ylksek enantiyosecimlilik Candida

cylindracea lipazinda elde edilmistir [59].

Ortam sicakligi lipaz enziminin aktivitesini etkileyen ¢ok 6énemli bir faktérdir. Yapilan
calismalar lipaz katalizorliglinde gergeklestirilen enantiyosecilimli sentezler igin
optimum ortam sicakhginin 20-602C derece arasinda olmasi gerektigini gostermektedir

[61].

Lipazlar hem sulu ortamlarda hem de organik c¢oziicilerde aktivite gOsteren
enzimlerdir. Organik c¢o6zlicllerde aktivite gostermeleri, enantiyosecilimli sentezler
acgisindan oldukga 6nemlidir. Bu sentezlerde dikkat edilmesi gereken en 6nemli unsur;
kullanilan organik c¢ozlcinln, enzimin hidrat kabuguna zarar vermeyecek sekilde
secilmis olmasidir. Genel olarak lipaz enzimi ile yapilan biyokataliz reaksiyonlarinda;
hidrofobik c¢ozicllerde yiksek aktivite, hidrofilik ¢ozicillerde ise dislik aktivite
gorilmektedir. Bu nedenle lipaz enzimi icin en ¢cok kullanilan organik ¢oziictler; THF,

DMSO, benzen, toluen, asetonitril, n-hekzan, siklohekzan, heptan, oktan, izo-oktan,
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nonan, petrol eter, triasetin, karbontetrakloriir, kloroform ve etil asetattir [62], [63],

[64].

10.1.3 1-Benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

1-Benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin eldesi icin uyguladigimiz

seal tlip yontemine alternatif olarak mikrodalga isimasindan da yararlaniimistir.

a.Seal tlip yontemi ile 1-Benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-one (6,25 mmol), benzil amin (18,7 mmol) ve
5 ml %20’lik etanol karisimi seal tiip icersinde, 12 saat boyunca 145-1509C’de isitilarak
reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi suya doékilerek diklorometan ile
extrakte edildikten sonra MgSQ,ile kurutularak ¢ozlicli vakum altinda uzaklastiriimistir.
Uriin saflastirilmasi, kolon kromatografisinde 1:2 (EtOAc:Hexan) sistemi ile yapilmis ve
%56,2 verimle 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesigi elde
edilmistir (Sekil 10.4).

b. Mikrodalga ile 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one Sentezi

6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-one (6,25 mmol), benzil amin (18,7 mmol) ve
5 ml %20’lik etanol karisimi, oda sicakhginda silika jel (3 gr) ylizeyine, homojen olarak
beher icinde adsorblandiktan sonra karisim mikrodalga firin igersine konularak sirasiyla
3, 4, 6, 8, 10 ve 15 dakika 360 Watta isinlanmistir. Reaksiyon iTK ile kontrol edilerek
diklorometan ile extre edildikten sonra MgSQ, ile kurutulup, ¢6zici vakum altinda
uzaklastirihmistir. Uriin  saflastiriimasi, kolon kromatografisinde 1:3 (EtOAc:Hexan)
sistemi ile yapilmis ve 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesigi elde
edilmistir. % Verimler karsilastinldiginda en iyi sonucun 8. dakikada elde edildigi

goriulmustir (Cizelge 10.5).
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Cizelge 10.5 Mikrodalga ile sentezlenen maddenin zaman-verim karsilagtiriimasi

Siire Verim
3 dk. % 12,82
4 dk. % 13,56
6 dk. % 14,63
8 dk. % 20,21
10 dk. % 15,57
15 dk. % 12,92
E
o 25
>
X
20
15 \
10
5
0
3dk 4dk 6dk 8dk 10dk 15dk Zaman

Sekil 10.5 Mikrodalga ile sentezlenen 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-

one bilesiginin % verim-zaman grafigi

1-Benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin 'H-NMR spektrumunda,

1.05 ppm’de 6 numarali karbona ait metil protonlari Ust Uste gelerek singlet olarak

gozlenmistir, C-5 ve C-7 protonlari sirasiyla 2.29 ppm’de ve 2.43 ppm’de birer singlet,
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4.98 ppm’de benzil protonlari igin singlet ve C-3 ve C-2 protonu igin sirasiyla 6.55
ppm’de (J=3.00 Hz ) ve 6.60 ppm’de (J= 3.00 Hz ) birer dublet olarak tanimlanmistir
(Sekil Ek 1.1).

BC.NMR spektrumunda C-4’teki karbonil karbonu igin 193 ppm’de bir sinyal, C-3 ve C-2
karbonu igin sirasiyla 105 ve 120 ppm’de birer sinyal ve 123 ve 128 ppm araliginda

benzen halkasina ait sinyaller karakteristik olarak gozlenmistir (Sekil Ek 1.2).

IR spektrumunda: indol halkasindaki N-H grubu icin 2926 cm™ de ve C-4teki karbonil
grubu icin 1647cm ™ de karakteristik sinyaller gozlenmistir (Sekil Ek 1.3).

O @)
o 9 Benzil amin
CICH,CH EtOH
2 - Ny —— > \
N
o @)

Sekil 10.6 Reaksiyon semasi

10.1.4 1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesiginin

Sentezi

a. Mn(OAc),.4H,0 kullanilarak yapilan 1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-

1H-indol-7-il asetat bilesiginin Sentezi

Mangan (Il) asetat (9,8 mmol), KMnO4 (2,28 mmol), 60 ml benzen ve 16 ml asetik asit
karisiminda cozilerek, Dean-Stark tuzagi ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya
kadar reflux edilmistir. Daha sonra, 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one
(1 mmol) bilesigi ilave edilmistir. iTK ile Griin olusumu kontrol edilmis ve 48 saat
reaksiyona devam edilmistir. Reaksiyon karisimi, eter ile seyreltilip, doymus tuz
¢Ozeltisi ile extrakte edilmis ve organik faz, MgSO,ile kurutularak ¢ézlici vakum altinda
uzaklastirilmistir. Uriintin saflastirilmasi, kolon kromatografisinde 1:6 (EtOAc:Hexan)
sistemi ile yapilmis ve %5 verimle 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-

indol-7-il asetat bilesigi elde edilmistir.
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b. KMnO, kullanilarak yapilan 1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-

indol-7-il asetat Bilesiginin Sentezi

Potasyum permanganat (2,28 mmol), 60 ml benzen ve 16 ml asetik asit ile ¢ozilerek,
Dean-Stark tuzag: ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edildikten
sonra, 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (1 mmol) bilesigi ilave
edilerek, iTK kontrolii ile 3,5 saat reaksiyona devam edilmistir. Reaksiyon karisimi, eter
ile seyreltilip, doymus tuz c¢ozeltisi ile extrakte edilmis ve organik faz, MgSQ, ile
kurutularak ¢dziicii vakum altinda uzaklastinlmistir. Uriiniin saflastirilmasi, kolon
kromatografisinde 1:6 (EtOAc:Hexan) sistemi ile yapilmis ve %17 verimle 1-benzil-

4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesigi elde edilmistir.

Mn(OAc)s ile yapilan reaksiyonlarda iriin elde edilememistir. Yapilan verim analizleri
sonucunda, en yiiksek verimin KMnQ, ile yapilan sentezler sonucunda gergeklestigi
gortlmustir. KMnQ,, ylksek segiciligi, ucuzlugu ve kolay uygulanir yéntemleriyle

enonlarin asetoksilasyonlarinda ¢ok énemli bir yere sahiptir [65].

1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesiginin 'H-NMR
spektrumunda, 6 numarali karbona ait metil protonlari sirasiyla 0.98ppm ve
1.07ppm’de birer singlet olarak gozlenmistir, C-7 protonlari sirasiyla 2.20 ppm’de
(J=16.65 Hz) ve 2.81 ppm’de (J=16.65 Hz) birer dublet, C-3 ve C-2 protonu igin sirasiyla
6.65ppm’de (J=3.00 Hz) ve 6.75 ppm’de (J=2.95 Hz ) birer dublet olarak gézlenmistir.
Fenil grubuna ait pikler 6.95 ppm ile 7.35 ppm arasinda multiplet olarak gézlenmistir.

(Sekil Ek 1.4)

BC.NMR spektrumunda C-4’teki karbonil karbonu i¢in 193,34 ppm’de bir sinyal, C-3 ve
C-2 karbonu igin sirasiyla 122 ve 138 ppm’de birer sinyal ve 125,15 ve 128,84 ppm

araliginda benzen halkasina ait sinyaller karakteristik olarak gézlenmistir. (Sekil Ek 1.5)
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10.1.5 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-
6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiklerinin

Sentezleri

a. Seal tiup ile 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-

benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiklerinin Sentezleri

4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi, 3 equivalent benzil
amin ve 5 ml %20’lik etanol karisimi seal tipe konularak, 145-1502C'de 12 saat
boyunca reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon karisimi suya dokiilerek diklorometan ile
extrakte edildi. Uriiniin saflastiriimasi, kolon kromatografisinde 1:2 (EtOAc:Hexan)
sistemi ile yapildi ve verimin 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-
one bilesigi icin %26,2 ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-

one bilesigi icin de %51,7 oldugu gozlenmistir (Sekil 10.4).

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one  bilesiginin ~ *H-NMR
spektrumunda, 6 numaral karbona ait metil protonlari sirasiyla 0.85ppm ve
1.30ppm’de birer singlet olarak gozlenmistir, C-7 protonlari sirasiyla 2.55 ppm’de
(J=16.355 Hz) ve 2.70 ppm’de (J=16.354 Hz) birer dublet, C-3 ve C-2 protonu igin
siraslyla 6.51ppm’de (J=3.05 Hz) ve 6.68 ppm’de (J=3.05 Hz ) birer dublet olarak
gozlenmistir. Fenil grubuna ait pikler 7.2 ppm ile 7.4 ppm arasinda multiplet olarak

gozlenmistir (Sekil Ek 1.6).

Be.NMR spektrumunda C-4’teki karbonil karbonu icin 193,21 ppm’de bir sinyal, C-3 ve
C-2 karbonu igin sirasiyla 118 ve 128 ppm’de birer sinyal ve 124 ve 129 ppm araliginda

benzen halkasina ait sinyaller karakteristik olarak gozlenmistir (Sekil Ek 1.7)

IR spektrumunda: indol halkasindaki N-H grubu igin 2961 cm™ de, C-4’teki karbonil
grubu icin 1638 cm™de ve ester gubuna ait karbonil grubu icin 3447 cmYde
karakteristik sinyaller gozlenmistir (Sekil Ek 1.8).

1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one  bilesiginin ~ *H-NMR
spektrumunda, 6 numaral karbona ait metil protonlari sirasiyla 0.90ppm ve

1.10ppm’de birer singlet olarak gozlenmistir, C-7 protonlari sirasiyla 2.12 ppm’de
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(J=16.51 Hz) ve 2.62 ppm’de (J=16.55 Hz) birer dublet, C-3 ve C-2 protonu igin sirasiyla
6.55ppm’de (J=3.00 Hz) ve 6.62 ppm’de (J=3.05 Hz ) birer dublet olarak gézlenmistir.
Fenil grubuna ait pikler 6.99 ppm ile 7.3 ppm arasinda multiplet olarak gézlenmistir

(Sekil Ek 1.9).

Be.NMR spektrumunda C-4’teki karbonil karbonu icin 194.52 ppm’de bir sinyal, C-3 ve
C-2 karbonu icin sirasiyla 120 ve 128 ppm’de birer sinyal ve 124 ve 129 ppm araliginda

benzen halkasina ait sinyaller karakteristik olarak gézlenmistir (Sekil Ek 1.10).

IR spektrumunda: indol halkasindaki N-H grubu icin 2961 cm™ de, C-4’teki karbonil
grubu icin 1644 cmde ve ester gubuna ait karbonil grubu igin 3312 cm™de

karakteristik sinyaller gdzlenmistir (Sekil Ek 1.11).

b. Mikrodalga ile 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-

benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiklerinin Sentezleri

4,5,6,7-Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (6,25 mmol), benzil amin
(18,7 mmol) ve 5 ml %20’lik etanol karisimi seal tip icersinde sirasiyla 9, 12 ve 15
dakikada, mikrodalgada 360 Watta reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi
suya dokilerek diklorometan ile extrakte edilerek MgSO, ile kurutulmus ve ¢ozici
vakum altinda uzaklastirilmistir. Olusan maddelerin % verimleri zamana paralel olarak

artmistir.

10.2  Lipaz Katalizli Reaksiyonlar

10.2.1 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-
6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one  bilesiklerinin Lipaz

Katalizli Reaksiyonlari

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-6,7-dihidro-
7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiklerinin biyodoénusiimleri icin farkl
organik cozlicller ve lipaz enzim cesitleri denenmistir. Blitlin enzimatik reaksiyonlar
lipaz enzimi icin en uygun sicaklik olan 372C’'de yapilmistir. Katalizoriin ylzeyine
substratin diflizyonunu saglamak amaci ile reaksiyon calkalayici inkiibator varliginda
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarda acil kaynagi olarak vinilasetat kullanilmistir. Vinil

asetat kullanilmasinin sebebi, vinil asetattan asetil transferi sonrasinda olusan alkoliin
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daha kararli olan asetaldehite doniismesidir. Enzimatik reaksiyonlar geri dontstimli
reaksiyonlar olduklari igin asetil kaynag olarak vinil grubu icermeyen agil kaynaklari
kullanilmasi durumunda (asetik asit gibi) asetil transferi sonrasinda aciga c¢ikan alkol
veya su, reaksiyonun geri donmesine neden olur. Bu nedenle agil kaynagi olarak vinil

grubu iceren esterler tercih edilmektedir.

Lipaz enzimlerinin organik c¢o6zicilerde de aktivite gostermesi, biyokataliz
reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilmasinin 6nemli sebeplerindendir. Bu galismada,
1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one ve 1-benzil-6,7-dihidro-
7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiklerinin kemoenzimatik reaksiyonlari
icin biyokataliz reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan ve organik ¢6ziiciilerde de
aktivite gosteren lipaz enzimleri kullanilmistir. Bu amacgla, AOL (Aspergillus oryzea
Lipaz), PRL (Penicillium roqueforti Lipaz), MIL (Mucor javanicus Lipaz), Amano PS, PFL
(Pseudomonas fluorecens Lipaz), HPL (Hog pancreas Lipaz), MML (Mucor miehei Lipaz),
RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz) enzimleri asetonitril, DMSO, THF olmak lzere 3 farkl
¢Ozlicide ve ¢Ozlclsliz ortamlarda reaksiyona sokulmuslardir. Reaksiyon belirli

araliklarla iTK ile takip edilerek %50 dénisiime ulasildiginda sonlandiriimistir.

0
o
HO | \ Lipaz Enzim, 37°C \IA/% + HO | \
N Vinil Asetat N .
®) : @) l\O

o
Lipaz Enzim, 37°C
B —_— B ! B
N Vinil Asetat N N
o T o Tig
() Y(?) )

(4) no’lu bilesik: 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on; (5) no’lu bilesik: 1-benzil-
6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on; (7) no’lu bilesik: 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-
dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat; (8) no’lu bilesik: 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-

indol-5-il asetat

Sekil 10.7 Lipaz katalizli reaksiyon semasi
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10.2.2 1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesiginin

Lipaz Katalizli Reaksiyonlari

1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat bilesiginin
kemoenzimatik reaksiyonlari i¢in organik c¢ozicllerde de aktivite gosteren lipaz
enzimleri kullanilmistir. Bu amagla, organik ¢6zlci olarak DMSO ve MIL (Mucor
javanicus Lipaz), HPL (Hog pancreas Lipaz), PCL (Pseudomonas cepacia Lipaz), CCL
(Candida cyclindracea Lipaz), PFL (Pseudomonas fluorecens Lipaz) olmak lizere 5 farkli
lipaz enzimi kullanilimistir. Bu ¢alismadaki bitiin enzim reaksiyonlari fosfat tampon
¢ozeltisinde (pH=7), 37°C sicaklikta ve calkalayici inkiibator varliginda yapilmistir. iTK
kontroli ile reaksiyonlar takip edilmis ve yaklasik %50 donlisime ulasildiginda
sonlandiriimistir. Buna gore, MJL (Mucor javanicus Lipaz) enzimi ve HPL (Hog pancreas
Lipaz) enzimi 30,5 saatte; PCL (Pseudomonas cepacia Llipaz) enzimi 48 saatte
durdurulmustur. Kolon kromatografisi ile yapilan ayirma sonucunda, kiral 1-Benzil-
4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetoksi ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-
hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi saf olarak elde edilmistir. Uriinler NMR
spektroskopisi ile aydinlatilmigtir (Sekil Ek 1.12 ve 1.13).

m Llpaz Enzim, pH=7 4<J:E> m
(5)

YU) (7

(7) no’lu bilesik: 1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-il asetat; (5) no’lu bilesik: 1-
benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on

Sekil 10.8 Lipaz katalizli reaksiyon semasi
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10.3 Sonug

a-Hidroksi ketonlar biyolojik aktivite gosteren pek ¢ok dogal Uriinde 6nemli yapi

birimleridir ve dogal Uriinlerin asimetrik sentezleri icin olduk¢a 6nemli maddelerdir.

Farmokolojik acidan 6énemli ara (rinlerden biri olan indoller ve tlrevleri gosterdikleri
biyolojik aktivite nedeni ile ila¢ sanayiinde biiyiik 6nem tasimaktadirlar. indoller, canl
organizmalarin bazi temel yapi taslarinda ve ila¢ 6ncti maddelerinin biiyik bir kisminda
bulunan heterohalkali bilesiklerdir. indol kimyasi, heterohalkali kimya alaninda en aktif
gruptur. 4,5,6,7-Tetrahidroindoller kolay aromatize olmalari nedeniyle indol sentezinde
iyi araci molekillerdir. 4,5,6,7-Tetrahidroindoller, fonksiyonel indollerin hazirlanmasi
icin uygun baslatict materyallerdir. Bunlar farmasétik agidan 6nemli vindolin,
vindorosin, elliptisin gibi genis bir alkaloidler grubu icin prekursér maddelerdir. Ayrica
indol grubuna sahip polifonksiyonel kompleks molekillerin total sentezinde
kullanilabilirler. Sibstitliye indoller biylik indol tirevlerinin olusmasinda gorev
yaparlar. En ¢ok bilinen alkoloidlerin indol ¢ekirdeklerine dayandigi bilinmektedir. indol
alkoloidler ve dihidroindol igeren dogal yapilar, gesitli biyolojik aktivitelerinden dolayi
ilgi cekici hedef molekdller haline gelmistir. Ayrica indol tiirevleri iceren dogal bilesikler

stereomerkez tasidiklari icin asimetrik sentezde oldukg¢a dnemlidirler.

Bu sebeple zor metodlarla sentezlenen indol tirevlerinin biyoteknolojik ve kimyasal

yontemlerle yiksek verim ve segicilikte eldesi ¢alismamizin ana hedefini olusturmustur.

Son vyillarda, ithman reaksiyon kosullari, kolay uygulanabilir yontemleri ve yilksek
enantiyo, regio spesifiteleri dolayisiyla biyokatalizorler, asimetrik organik sentezlere

alternatif olusturmaktadirlar.

Kompleks kiral vyapilarindan dolayr optikce aktif, saf stereoizomerlerin
sentezlenmesinde yaygin olarak kullanilan enzimler, kimya sektoriinde gittikce daha da
agirhk kazanan ozellikli kimyasal (fine chemicals) Gretiminde gecmiste tercih edilmeyen

biyokatalizorler olarak bugtin siklikla kullanilan Gretim araglari olmuslardir [66], [67].
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Calismanin birinci asamasinda 5,5-dimetilsikloheksan-1,3-dion bilesiginden baslanarak,
6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi literatiirden arastirilarak [60]
sentezlenmis reaksiyonu takiben a secilimli asetoksilasyonlarinda etkili bir katalizor
oldugu belirlenen Mn (lll) asetat araciligi ile elde edilen 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-
4-oxobenzofuran-5-yl asetat elde edilmistir [59]. Seal tlip yontemi ile 4,5,6,7-
Tetrahidro-6,6-dimetil-4-oxobenzofuran-5-yl asetat benzil amin ile reaksiyona
sokulmus ve reaksiyon ortaminda olusan a ve y asetoksi indol tlrevlerinin yiksek
sicakliklarda parcalanarak a ve y hidroksi indol tiirevlerine donistligl saptanmistir.
Reaksiyon sonucunda literatirde ilk kez 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-
indol-4(5H)-one  ve  1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one
bilesikleri sentezlenmistir. Bilesikler yeni bir yéntem olan mikrodalga isinimi ile de daha

kisa surelerde elde edilmislerdir. Yontem gelistirme ¢alismalari devam etmektedir.

Ihmli reaksiyon kosullari, ¢6zlici miktarinin az kullanilmasi, yan Grlnlerin az olmasi
sebebi ile reaksiyonlarin daha temiz olmasi gibi nedenlerden dolayr ginimizde
mikrodalga ile yapilan deneyler yayginlasmaktadirlar. Genel olarak mikrodalga destekli

reaksiyonlar ¢ok hizli ve temizdir.

Cahsmamiz reaksiyon semasinda (Sekil 10.4) belirtildigi gibi iki yonli olup,
calismamizda ikinci olarak 6,7-dihidro-6,6-dimetilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi benzil
amin ile reaksiyona sokularak literatlirde, bu yontemle, ilk kez 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-
dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi elde edilmistir (Sekil 10.6). Reaksiyon sirasi ile Mn
(1) asetat, Mn (ll) aseatat ve KMnQ, katalizoérligiinde gerceklestirilmis [Mn (l1l) asetat
ile Grin olusmamis] ve literatirde ilk kez 1-Benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-
okso-1H-indol-7-il asetat bilesigi elde edilmistir. Verim analizi sonucu en yliksek verimi

gosteren KMnQy katalizorligiinde madde cogaltilmistir (Sekil 10.4).

Bu calismada, 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-on  eldesi icin
uyguladigimiz seal tlip yontemine alternatif olarak mikrodalga Isimasindan
yararlanilmis ve bu tiir calismalarda literatiirde daha 6nce yapilmayan yeni bir yontem

Onerilmistir. Yontem gelistirme calismalari devam etmektedir.
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Bilindigi gibi kinetik ayristirmada baslangic maddesi reaksiyon kosullarinda rasemize
olurken drldniin yine ayni kosulda rasemize olmasi gerekmektedir. Bu nedenle
galismamizin ilk asamasinda elde etmek istedigimiz hedef maddemiz rasemik formda
sentezlenmis, daha sonra optik¢e aktif formuna dondstirtlmustir. Elde edilen 1-
benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4- okso-1H-indol-7-yl asetat bilesigi enzimle secici
hidroliz yapilarak kiral hidroksi tlirevlerine donustirilmis (Sekil 10.8) ve spektral

yontemlerle yapi tayini yapilmistir (Sekil Ek 1.12 ve 1.13).

Kinetik ayristirma yoluyla optikce saf y ve a-asetoksi ile y ve a -hidroksi tirevlerinin
ylksek ee degeri ile eldesi devam etmekte olup, daha sonra kiral asetoksi ve hidroksi
tirevlerinin HPLC analizleri yapilarak ee degerleri saptanacaktir. Kinetik ayristirmada
enantio secici Urlin eldesinde cesitli lipaz enzimler degisik ¢ozicl sistemleri ile

denenecek ve en yliksek ee’yi veren enzim-¢ozlici sistemi bulunacaktir.

Bu calisma ile, literatiirde ilk defa 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-
4(5H)-one ve 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesikleri
ile  1-benzil-4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-okso-1H-indol-7-yl  asetat bilesiginin
sentezleri gerceklestirilmistir. Bu calisamada kullanilan yontemler, biyolojik olarak aktif
bircok bilesigin sentezinde kullanilan diger 4-okso 4,5,6,7 tetrahidroindol tlrevleri icin

uygundur.
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Sekil Ek 1.13 Lipaz katalizli reaksiyon sonucu olusan 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-
dimetil-1H-indol-4(5H)-one bilesiginin *H-NMR spektrumu
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Sekil Ek 1.14 C3,H14NO4 bilesiginin birim hiicre 6rglisi (a-ekseni boyunca) ve hidrojen baglari
geometrisi (c-ekseni boyunca)
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Sekil Ek 1.15 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (C17H19NO>)
bilesiginin birim hiicre orglisi (b-ekseni boyunca) ve hidrojen baglari geometrisi (b-ekseni
boyunca)

=
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Sekil Ek 1.16 C;7H19NO bilesiginin birim hiicre orgisi (a-ekseni boyunca)

Cizelge Ek 1.1 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (C17H19NO>)
bilesigine ait kesirsel atomik koordinatlar ve esdeger izotropik yerdegistirme

parametreleri

Atom x/a y/b z/c Ueq(A?)

0(2) 0.78682(16) -0.14886(27) 0.53272(11) 0.06867
o(1) 0.69443(18) 0.50331(29) 0.55256(13) 0.08437
N(1) 0.97474(19) 0.10110(32) 0.60009(12) 0.05724
C(13) 0.6740(2) 0.0338(4) 0.6235(2)  0.05875
c(12) 0.7872(2) -0.0434(4) 0.6050(2)  0.05368
C(10) 0.8364(2) 0.2914(4) 0.5810(2)  0.05727
C(6) 1.0752(2) -0.1102(4) 0.6965(2)  0.05969
Cc(11) 0.8642(2) 0.1107(4) 0.5956(1)  0.05213
C(15) 0.7248(3) 0.3446(4) 0.5666(2)  0.06257
c(9) 0.9340(3) 0.3938(4) 0.5791(2)  0.06870
c(1) 1.0540(3) 0.0026(5) 0.7610(2)  0.07411
c(14) 0.6439(2) 0.1899(4) 0.5646(2)  0.06633
c(7) 1.0406(2) -0.0640(4) 0.6108(2)  0.06548
c(8) 1.0170(3) 0.2729(5) 0.5902(2)  0.06934

122



C(16) 0.6783(3) 0.1039(5) 0.7113(2) 0.07869

C(17) 0.5876(3) -0.1165(5) 0.6143(2)  0.08161
C(5) 1.1319(3) -0.2699(5) 0.7112(2)  0.08409
Cc(3) 1.1472(3) -0.2025(8) 0.8529(3)  0.10674
c(2) 1.0907(3) -0.0457(6) 0.8387(2)  0.09523
C(4) 1.1679(3) -0.3163(7) 0.7891(3)  0.10896

Cizelge Ek 1.2 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (C17H19NO,)
bilesigi icin hidrojen atomu disindaki atomlara ait bag uzunluklari (A)

0(1) - C(15) 1.239(4) N(1)- C(11) 1.358(4)
N(1)- C¢(7)  1.461(4) N(1) - C(8) 1.374(5)
C(13)- C(14) 1.534(5) C(13) - C(16) 1.539(5)
C(13)-C(17) 1.532(5) 0(2) - C(12) 1.423(4)
C(12)-C(11) 1.487(4) C(10) - C(11) 1.385(4)
C(10) - C(15) 1.433(5) C(10) - C(9) 1.417(5)
C(6)- C(1)  1.385(5) c(6) - C(7) 1.497(4)
c(6)- C(5)  1.376(5) C(15) - C(14) 1.506(5)
C(5)- C(4)  1.383(7) C(3) - H(3) 0.930(5)
C(3)- C(2)  1.357(7) C(3) - C(4) 1.378(7)

Cizelge Ek 1.3 1-benzil-6,7-dihidro-7-hidroksi-6,6-dimetil-1H-indol-4(5H)-one (C17H19NO,)
bilesigi icin hidrojen atomu disindaki atomlara ait bag acilari (%)

C(11)-N(1)-C(7) 126.6(3) C(3)-C(4)-H(4) 119.9(5)
C(11)-N(1)-C(8) 109.2(3) C(7)-N(1)-C(8) 124.2(3)
C(14)-C(13)-C(16)  110.2(3) C(14)-C(13)-C(17)  109.3(3)
C(16)-C(13)-C(17)  108.8(3) 0(2)-C(12)-C(11)  107.3(3)
C(11)-C(10)-C(15)  121.0(3) C(11)-C(10)-C(9) 107.9(3)
C(15)-C(10)-C(9) 131.0(3) C(1)-C(6)-C(7) 122.7(3)
C(1)-C(6)-C(5) 119.0(3) C(7)-C(6)-C(5) 118.3(3)
N(1)-C(11)-C(12) 126.5(3) N(1)-C(11)-C(10) 107.2(3)
C(12)-C(11)-C(10)  126.2(3) 0(1)-C(15)-C(10) 124.2(3)
0(1)-C(15)-C(14) 120.7(3) C(10)-C(15)-C(14)  115.0(3)
C(10)-C(9)-C(8) 106.4(3) C(6)-C(1)-C(2) 119.9(4)
H(9)-C(9)-C(8) 126.8(4) C(6)-C(1)-H(1) 120.1(3)
C(13)-C(14)-C(15)  114.2(3) N(1)-C(7)-C(6) 115.4(3)
N(1)-C(8)-C(9) 109.1(3) C(6)-C(5)-H(5) 119.8(4)
C(6)-C(5)-C(4) 120.5(4) H(5)-C(5)-C(4) 119.8(4)
H(3)-C(3)-C(2) 120.2(5) H(3)-C(3)-C(4) 120.2(6)
C(2)-C(3)-C(4) 119.5(4) C(1)-C(2)-C(3) 121.0(4)
C(1)-C(2)-H(2) 119.5(5) C(3)-C(2)-H(2) 119.5(4)
C(5)-C(4)-C(3) 120.1(5) C(5)-C(4)-H(4) 119.9(5)
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Torsiyon agilari

C(7) - N(1)-
C(7) - N(1) -
C(11) - N(1) -
C(8) - N(1)-
C(8)- N(1) -
C(11) - N(1) -
C(8) - N(1)-

C(16) -
C(17) -
0(2) - C(12) -
0(2) - C(12) -
C(10) -
C(10) -
C(10) -

C(11) -
C(15) -
C(15) -
C(11) -

c(1) -
c(7) -
C(5) -
c(1) -
C(5) -
c(7) -
0(1) -
C(10) -
C(6) -
C(6) -

C(13) -
C(13) -

C(11) - C(12)
C(11) - C(10)
C(7) - C(6)
C(11) - C(12)
C(11) - C(10)
C(8) - C(9)
C(7) - C(6)

C(7) - N(1)- C(8)- C(9)

C(14) - C(15)
C(14) - C(15)
C(11) - N(1)
C(11) - C(10)
C(15) - O(1)
C(11) - N(1)
C(11) - C(12)

C(10) - C(15) - C(14)
C(9) - C(10) - C(11) - N(1)
C(9) - C(10) - C(11) - C(12)
C(11) - C(10) - C(9) - C(8)
C(9) - C(10) - C(15) - O(1)
C(9) - C(10) - C(15) - C(14)
C(15) - C(10) - C(9) - C(8)

C(6) -
c(6) -
C(6) -
C(6) -
c(6) -
C(6) -

C(7)

C(1) -
C(1) -
C(5) -
C(7) -
C(5) -

- N(1)
C(2)
c(2)
C(4)
N(1)
C(4)

C(15) - C(14) - C(13)
C(15) - C(14) - C(13)
C(1) - C(2)- C(3)
C(5) - C(4) - C(3)

3.6
-176.8
-93.2
-178.5

1.2
-0.1
89.1
177.9

62.0

-178.5
-74.8
105.6
-179.5
175.0

-5.3

-2.9
-1.7

177.9

1.7
-3.6
173.0
-174.6
-4.9
-178.3
0.5
-0.5
176.2
178.4
-148.5

34.8
-0.1
0.0
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C(4) - ¢(3)- C(2)- c(1) 0.5
C(2) - C(3)- C(4)- C(5) 0.5

Cizelge Ek 1.4 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5)-one (C;7H19NO) bilesigine ait
kesirsel atomik koordinatlar ve esdeger izotropik yerdegistirme parametreleri

Atom x/a y/b z/c Ueg(A%)
C(15) 0.7718(4) 0.1412(1) 0.0223(3)  0.05612
c(11)  0.8305(5) 0.1483(1) 0.2926(3)  0.06953
C(14)  0.5795(4) 0.1750(1) 0.0131(3)  0.06245
H(14A) 0.45606 0.15210 0.00417 0.07494
H(14B) 0.58005 0.19762 -0.07472 0.07494
0(1) 0.9356(4) 0.1414(1) 0.4090(3)  0.10399
C(13)  0.5690(4) 0.2105(1) 0.1519(3)  0.05857
N(1) 0.8623(4) 0.1167(1) -0.0934(3)  0.07225
C(10)  0.8893(4) 0.1287(1) 0.1503(3)  0.06177
c(12)  0.6213(5) 0.1766(1) 0.2894(3)  0.06968
H(12A) 0.61842 0.19968 0.37611 0.08361
H(12B) 0.51177 0.14977 0.29754 0.08361
c(6) 0.5993(5) 0.0759(1) 0.2738(3)  0.06692
c(17) 0.7228(4) 0.2576(1) 0.1444(3)  0.07599
H(17C) 0.71824 0.27872 0.23352 0.11399
H(17B) 0.68378 0.27967 0.05981 0.11399
H(17A) 0.86283 0.24406 0.13526 0.11399
C(9) 1.0590(5) 0.0954(1) 0.1105(4)  0.08367
H(9) 1.16389 0.08103 0.17468 0.10040
c(5) 0.5874(5) 0.0284(1) -0.1974(3)  0.07680
H(5) 0.68846 0.02078 -0.12180 0.09216
c(7) 0.7776(6) 0.1156(1) -0.2460(3)  0.09023
H(7A) 0.89008 0.10662 -0.31026 0.10828
H(7B) 0.72754 0.15133 -0.27306 0.10828
C(16)  0.3453(5) 0.2328(1) 0.1607(4)  0.09037
H(16A) 0.24707 0.20357 0.16325 0.13555
H(16B) 0.31153 0.25486 0.07507 0.13555
H(16C) 0.33729 0.25411 0.24921 0.13555
c(3) 0.2806(5) 0.0017(2) -0.3393(4)  0.08991
H(3) 0.17620 -0.02366 -0.36189 0.10789
c(4) 0.4308(5) -0.0080(1) -0.2295(4)  0.08551
H(4) 0.42686 -0.03984 -0.17550 0.10261
c(8) 1.0388(5) 0.0887(1) -0.0373(5)  0.08984
H(8) 1.12859 0.06855 -0.09359 0.10781
c(1) 0.4418(6) 0.0861(1) -0.3828(3)  0.08769
H(1) 0.44199 0.11859 -0.43432 0.10522
c(2) 0.2847(6) 0.0490(2) -0.4161(4)  0.09569
H(2) 0.18182 0.05625 -0.49078 0.11483
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Cizelge Ek 1.5 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5)-one (C17H19NO) bilesigi icin
hidrojen atomu disindaki atomlara ait bag uzunluklari (A)

C(15) - C(14) 1.482(4)  C(15)-N(1)  1.361(4)
C(15) - C(10) 1.376(4)  C(11)-0(1)  1.224(4)
C(11) - ¢(10) 1.439(5)  C(11)-C(12)  1.504(5)
C(14)- H(14A)  0.970(3)  C(14)- H(14B) 0.970(3)
C(14) - C(13) 1.533(4)  C(13)-C(12) 1.519(4)
C(13) - ¢(17) 1.530(4)  C(13)-C(16)  1.534(4)
N(1) - C(7) 1.449(4)  N(1)- C(8) 1.391(5)
C(10) - C(9) 1.421(4)  C(12)-H(12A) 0.970(3)
C(12)-H(12B)  0.970(3)  C(6)- C(5) 1.371(4)
c(6) - C(7) 1.513(5)  C(6)- C(1) 1.388(5)

C(17)-H(17C)  0.960(3)  C(17)- H(17B) 0.960(3)
C(17)- H(17A)  0.960(3)  C(9)- H(9) 0.930(4)

c(9) - C(8) 1.341(6)  C(5)- H(5) 0.930(3)
C(5) - C(4) 1.365(5)  C(7)- H(7A)  0.970(4)
C(7) - H(7B) 0.970(4)  C(16)- H(16A) 0.960(3)
C(16)- H(16B)  0.960(4)  C(16)- H(16C) 0.960(4)
C(3) - H(3) 0.930(4)  C(3)- C(4) 1.359(5)
c(3)- C(2) 1.365(6)  C(4)- H(4) 0.930(4)
C(8) - H(8) 0.930(4)  C(1)- H(1) 0.930(4)
c(1) - C(2) 1.381(6)  C(2)- H(2) 0.930(4)

Cizelge Ek 1.6 1-benzil-6,7-dihidro-6,6-dimetil-1H-indol-4(5)-one (C;7H19NO) bilesigi icin
hidrojen atomu disindaki atomlara ait bag acilari (°)

C(14)-C(15)-N(1) 126.4(3) C(14)-C(15)-C(10)  125.8(3)
N(1)-C(15)-C(10) 107.8(3) 0(1)-C(11)-C(10) 123.9(3)
0(1)-C(11)-C(12) 121.6(3) C(10)-C(11)-C(12)  114.4(3)
C(15)-C(14)-H(14A) 109.5(3) C(15)-C(14)-H(14B)  109.5(3)
C(15)-C(14)-C(13) 110.6(3) H(14A)-C(14)-H(14B) 108.1(3)
H(14A)-C(14)-C(13) 109.5(3) H(14B)-C(14)-C(13)  109.5(3)
C(14)-C(13)-C(12) 109.2(3) C(14)-C(13)-C(17)  110.4(3)
C(14)-C(13)-C(16) 109.4(3) C(12)-C(13)-C(17)  110.3(3)
C(12)-C(13)-C(16) 108.8(3) C(17)-C(13)-C(16)  108.8(3)
C(15)-N(1)-C(7) 125.6(3) C(15)-N(1)-C(8) 108.2(3)
C(7)-N(1)-C(8) 125.9(3) C(15)-C(10)-C(11)  120.9(3)
C(15)-C(10)-C(9) 107.9(3) C(11)-C(10)-C(9) 131.2(3)
C(11)-C(12)-C(13) 115.5(3) C(11)-C(12)-H(12A)  108.4(3)
C(11)-C(12)-H(12B) 108.4(3) C(13)-C(12)-H(12A)  108.4(3)
C(13)-C(12)-H(12B) 108.4(3) H(12A)-C(12)-H(12B) 107.5(3)
C(5)-C(6)-C(7) 122.6(3) C(5)-C(6)-C(1) 117.1(3)
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C(7)-C(6)-C(1)
C(13)-C(17)-H(17B)
H(17C)-C(17)-H(17B)
H(17B)-C(17)-H(17A)
C(10)-C(9)-C(8)
C(6)-C(5)-H(5)
H(5)-C(5)-C(4)
N(1)-C(7)-H(7A)
C(6)-C(7)-H(7A)
H(7A)-C(7)-H(7B)
C(13)-C(16)-H(16B)
H(16A)-C(16)-H(16B)
H(16B)-C(16)-H(16C)
H(3)-C(3)-C(2)
C(5)-C(4)-C(3)
C(3)-C(4)-H(4)
N(1)-C(8)-H(8)
C(6)-C(1)-H(1)
H(1)-C(1)-C(2)
C(3)-C(2)-H(2)

Torsiyon agilari

N(1) -
N(1) -
N(1) -

C(14) -
C(14) -
C(14) -
C(10) -
C(10) -
C(10) -
C(14) -

N(1) -
N(1) -

C(10) -
C(10) -

0(1) -

C(15) -
C(15) -
C(15) -

C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(15) -

C(15) -
C(15) -

C(15) -
C(15) -

C(11) -

C(14) -
C(14) -
C(14) -
N(1) -

N(1) -

C(10) -
C(14) -
C(14) -
C(14) -
C(10) -
C(10) -
C(10) -
N(1) -

N(1) -

C(10) -

120.3(3)
109.5(3)
109.5(3)
109.5(3)
106.8(3)
119.2(3)
119.2(3)
108.8(3)
108.8(3)
107.6(3)
109.5(3)
109.5(4)
109.5(3)
120.4(4)
120.9(4)
119.5(4)
125.4(4)
119.4(4)
119.4(4)
120.1(4)

H(14A)
H(14B)
C(13)
C(7)
C(8)
C(11)
H(14A)
H(14B)
C(13)
C(9)
C(11)
C(9)
C(7)
C(8)
C(15)

C(13)-C(17)-H(17C)
C(13)-C(17)-H(17A)
H(17C)-C(17)-H(17A)
C(10)-C(9)-H(9)
H(9)-C(9)-C(8)
C(6)-C(5)-C(4)
N(1)-C(7)-C(6)
N(1)-C(7)-H(7B)
C(6)-C(7)-H(7B)
C(13)-C(16)-H(16A)
C(13)-C(16)-H(16C)
H(16A)-C(16)-H(16C)
H(3)-C(3)-C(4)
C(4)-C(3)-C(2)
C(5)-C(4)-H(4)
N(1)-C(8)-C(9)
C(9)-C(8)-H(8)
C(6)-C(1)-C(2)
C(3)-C(2)-C(1)
C(1)-C(2)-H(2)

78.5
-39.9
-160.7
-5.1
-179.6
0.2
-100.7
141.0
20.2
179.7
-179.1
0.4
174.1
-0.3
-175.1

109.5(3)
109.5(3)
109.5(3)
126.6(4)
126.6(4)
121.6(3)
114.0(3)
108.8(3)
108.8(3)
109.5(3)
109.5(3)
109.5(4)
120.4(4)
119.3(4)
119.6(4)
109.3(3)
125.4(4)
121.2(4)
119.9(4)
120.0(4)
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0(1) -
0(1) -
O(1) -
0(1) -
C(12) -
C(10) -
C(10) -
C(10) -
C(12) -
C(15) -

C(15)

C(15) -

C(11)
C(11)
C(11)
C(11)

C(11) -
C(11) -
C(11) -
C(11) -
C(11) -
C(14) -
- C(14)
C(14) -
H(14A)- C(14) - C(13) -
H(14A)- C(14) - C(13) -
H(14A)- C(14) - C(13) -
H(14B)- C(14) - C(13) -
H(14B)- C(14) - C(13) -
H(14B)- C(14) - C(13) -

- C(10) -
- C(12) -
- C(12) -
- C(12) -
C(10) -
C(12) -
C(12) -
c(12) -
C(10) -
C(13) -
-C(13)
C(13) -

C(9)
C(13)
H(12A)
H(12B)
C(15)
C(13)
H(12A)
H(12B)
C(9)
C(12)

-C(17)

C(16)

C(12)
C(17)
C(16)
C(12)
C(17)
C(16)

C(14) - C(13) - C(12) - C(11)

c(14)
c(14)
c(14)
c(14)
c(14)
C(14)
C(14)
C(14)
C(17)
C(17)
C(17)
C(12)
C(12)
C(12)
C(16)

- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13)

C(12) - H(12A)
C(12) - H(12B)
C(17) - H(17C)
C(17) - H(17B)
C(17) - H(17A)
C(16) - H(16A)
C(16) - H(16B)
C(16) - H(16C)
C(12) - C(11)

C(12) - H(12A)
C(12) - H(12B)
C(17) - H(17C)
C(17) - H(17B)
C(17) - H(17A)

- C(12) - €(11)

54
145.7
23.9
-92.4
7.4
-36.7
-158.5
85.1
-172.0
-45.6
75.9
-164.5
75.3
-163.3
-43.7
-166.4
-44.9
74.7
56.4
178.3
-65.4
-177.9
62.1
-58.0
58.2
-61.8
178.2
-65.0
56.8
173.2

-57.2

-177.2
62.8
175.7
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C(16)
C(16)
C(12)
C(12)
C(12)
C(16)
C(16)
C(16)
C(17)
C(17)
C(17)

C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(15) -
C(8) -

c(7) -

c(8) -

C(8) -

c(7) -

C(15) - C(10) - C(9) -
C(15) - C(10) - C(9) -
C(11) - C(10) - C(9) -
C(11) - C(10) - C(9) -
C(5) -
c(7) -
c(5) -
c(5) -
c(7)-
c(1) -
c(1) -
C(5) -
C(5) -

- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
- C(13) -
N(1) -
N(1) -
N(1) -
N(1) -
N(1) -

N(1) -
N(1) -
N(1) -
N(1) -
N(1) -

C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -

c(7) -
C(7) -
c(7) -
C(8) -
C(8) -
C(7) -
C(8) -
C(7) -
C(7) -
C(8) -

c(7) -
C(5) -
c(7) -
c(7) -
C(5) -
C(5) -
C(5) -
(1) -
(1) -

C(12) -
C(12) -
C(16) -
C(16) -
C(16) -
c(17) -
c(17) -
c(17) -
C(16) -
C(16) -
C(16) -

H(12A)
H(12B)
H(16A)
H(16B)
H(16C)
H(17C)
H(17B)
H(17A)
H(16A)
H(16B)
H(16C)
C(6)
H(7A)
H(78B)
C(9)
H(8)
C(6)
C(9)
H(7A)
H(7B)
H(8)
H(9)
C(8)
H(9)
C(8)
N(1)
H(5)
H(7A)
H(7B)
C(4)
H(5)
C(4)
H(1)
c(2)

-62.4
53.9
-61.0
179.0
59.0
62.1
-57.9
-177.9
178.8
58.8
-61.2
-77.4
161.1
44.1
0.1
-179.9
96.1
-174.4
-25.4
-142.3
5.6
179.6
-0.4
-0.9
179.1
-32.2
3.3
89.3
-153.7
-176.7
-178.3
1.7
177.6
-2.4
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c(1)-
(1) -
(1) -
c(7) -
c(7) -
C(10) - C(9) -
C(10) - C(9) -
H(9) -
H(9) -
C(6) -
C(6) -
H(5) -
H(5) -
H(3) -
H(3) -
H(3) -
H(3) -
c(2) -
c(2) -
C(4) -
C(4) -
C(6) -
C(6) -
H(1) -
H(1) -

C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -

C(9) -
C(9) -
C(5) -
C(5) -
C(s) -
C(s) -
C(3) -
c(3)-
c(3)-
C(3) -
c(3) -
c(3) -
C(3) -
c(3) -
(1) -
C(1) -
c(1) -
c(1)-

C(7) -
C(7) -
C(7) -
c(1) -
c(1) -
c(8) -
c(8) -
C(8) -
c(8) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
c(2) -
c(2) -
C(4) -
C(4) -
c(2) -
c(2) -
c(2) -
c(2) -
c(2) -
C(2) -

N(1)
H(7A)
H(78)
H(1)
C(2)
N(1)
H(8)
N(1)
H(8)
C(3)
H(4)
c(3)
H(4)
C(5)
H(4)
c(1)
H(2)
c(5)
H(4)
C(1)
H(2)
c(3)
H(2)
c(3)
H(2)

149.5
-89.0
28.0
-3.9
176.1
0.2
-179.8
-179.8
0.2

0.1
-179.9
-179.9
0.1
178.6
-1.4
-179.3
0.7
-1.4
178.6
0.7
-179.3
1.2
-178.8
-178.8
1.2

Cizelge Ek 1.7 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (C1,H14NOy)
bilesigine ait kesirsel atomik koordinatlar ve esdeger izotropik yerdegistirme

parametreleri

Atom x/a y/b z/c Ueq(A%)
0(1)  0.2568(3) 0.9563(2) 0.8405(1)  0.06707
0(2)  0.3827(4) 1.3609(3) 0.4873(1)  0.08118
0(4)  0.0898(4) 0.9411(3) 0.6780(1)  0.08921
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C(6) 0.3743(5) 1.2112(4) 0.7584(2) 0.06257

c(3) 0.2423(5) 1.1554(4) 0.5785(2)  0.06248
c(7) 0.3628(5) 1.0223(3) 0.7488(2)  0.05843
H(7) 0.52898 0.92969 0.73596 0.07011
c(4) 0.3702(5) 1.2616(4) 0.5773(2)  0.06604
C(5) 0.4863(5) 1.2792(4) 0.6588(2)  0.07222
H(5A)  0.46260 1.40993 0.65690 0.08666
H(5B)  0.65986 1.20391 0.65133 0.08666
C(11)  0.3358(6) 0.7684(4) 0.8668(2)  0.07848
0(3) 0.5073(5) 0.6572(3) 0.8250(2)  0.12183
C(8) 0.2133(5) 1.0341(4) 0.6670(2)  0.06369
c(9) 0.1191(5) 1.3576(4) 0.7846(2)  0.07762
H(9A)  0.05475 1.31524 0.84801 0.11642
H(9B)  0.01441 1.37296 0.73575 0.11642
H(9C)  0.12825 1.47635 0.78658 0.11642
C(10)  0.5396(6) 1.1805(4) 0.8386(2)  0.08474
H(10A)  0.69709 1.08480 0.82348 0.12711
H(10B)  0.46930 1.14108 0.90129 0.12711
H(10C)  0.55564 1.29644 0.84107 0.12711
c(2) 0.1655(5) 1.1903(4) 0.4821(2)  0.07593
H(2) 0.07276 1.13831 0.46008 0.09112
c(1) 0.2542(6) 1.3126(4) 0.4304(2)  0.08386
H(1) 0.23282 1.35982 0.36438 0.10063
C(12)  0.1787(6) 0.7217(4) 0.9533(2)  0.09687
H(12A)  0.26415 0.59572 0.98436 0.14532
H(12B)  0.03160 0.73005 0.93144 0.14532
H(12C)  0.13926 0.80935 0.99966 0.14532C(4)

Cizelge Ek 1.8 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (C;,H14NOy) bilesigi
icin hidrojen atomu disindaki atomlara ait bag uzunluklari (A)

0(1) - C(11) 1.344(4)  0(2)- C(4) 1.351(4)
0(2) - C(1) 1.387(4)  O(4) - C(8) 1.218(4)
c(6) - C(5) 1.540(4)  C(6)- C(9) 1.534(4)
C(6) - C(10) 1.536(4)  C(3)- C(4) 1.347(4)
C(3)- C(8) 1.441(4)  C(3)- C(2) 1.428(4)
C(7) - H(7) 0.980(3)  C(7)- C(8) 1.528(4)
C(4) - C(5) 1.478(4)  C(5)- H(5A)  0.970(3)
C(5) - H(5B) 0.970(3)  C(11)-0(3)  1.192(5)
C(11) - C(12) 1.495(5)  C(9)- H(9A)  0.960(3)
C(9) - H(9B) 0.960(3)  C(9)- H(9C)  0.960(3)

C(10)- H(10A)  0.960(4)  C(10)-H(10B) 0.960(3)
C(10)- H(10C)  0.960(4)  C(2)- H(2) 0.930(3)
C(2) - C(1) 1.328(5)  C(1)- H(1) 0.930(3)
C(12)- H(12A)  0.960(4)  C(12)-H(12B) 0.960(4)
C(12)- H(12C)  0.960(3)
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Cizelge Ek 1.9 4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (C1,H14NOy) bilesigi
icin hidrojen atomu disindaki atomlara ait bag acilari (°)

C(4)-0(2)-C(1) 105.2(3)  C(5)-C(6)-C(9) 110.6(3)
C(5)-C(6)-C(10) 108.8(3)  C(9)-C(6)-C(10) 109.6(3)
C(4)-C(3)-C(8) 119.8(3)  C(4)-C(3)-C(2) 106.8(3)
C(8)-C(3)-C(2) 133.4(3)  H(7)-C(7)-C(8) 108.6(3)
0(2)-C(4)-C(3) 110.9(3)  0O(2)-C(4)-C(5) 120.6(3)
C(3)-C(4)-C(5) 128.5(3)  C(6)-C(5)-C(4) 109.9(3)
C(6)-C(5)-H(5A) 109.7(3)  C(6)-C(5)-H(5B) 109.7(3)
C(4)-C(5)-H(5A) 109.7(3)  C(4)-C(5)-H(5B) 109.7(3)
H(5A)-C(5)-H(5B) 108.2(3)  O(1)-C(11)-0(3) 123.5(3)
0(1)-C(11)-C(12) 110.6(3)  0O(3)-C(11)-C(12) 125.9(3)
0(4)-C(8)-C(3) 125.1(3)  0O(4)-C(8)-C(7) 120.7(3)
C(3)-C(8)-C(7) 114.1(3)  C(6)-C(9)-H(9A) 109.5(3)
C(6)-C(9)-H(9B) 109.5(3)  C(6)-C(9)-H(9C) 109.5(3)
H(9A)-C(9)-H(9B) 109.5(3)  H(9A)-C(9)-H(9C) 109.5(3)
H(9B)-C(9)-H(9C) 109.5(3)  C(6)-C(10)-H(10A) 109.5(3)
C(6)-C(10)-H(10B) 109.5(3)  C(6)-C(10)-H(10C) 109.5(3)
H(10A)-C(10)-H(10B) 109.5(3)  H(10A)-C(10)-H(10C)  109.5(3)
H(10B)-C(10)-H(10C) 109.5(3)  C(3)-C(2)-H(2) 127.2(3)
C(3)-C(2)-C(1) 105.6(3)  H(2)-C(2)-C(1) 127.2(3)
0(2)-C(1)-C(2) 111.5(3)  0O(2)-C(1)-H(1) 124.3(3)
C(2)-C(1)-H(1) 124.3(4)  C(11)-C(12)-H(12A) 109.5(3)
C(11)-C(12)-H(12B) 109.5(3)  C(11)-C(12)-H(12C) 109.5(3)
H(12A)-C(12)-H(12B) 109.5(4)  H(12A)-C(12)-H(12C)  109.5(3)
H(12B)-C(12)-H(12C) 109.5(4)

Torsiyon agilari

C(1) - 0(2) - C(4)- C(3) 0.2
C(1) - 0(2) - C(4)- C(5) -179.3
C(4)- 0(2) - C(1)- C(2) 0.2
C(4) - 0(2) - C(1)- H(1) -179.8
C(9) - C(6)- C(5)- C(4) -74.4

C(9) - C(6) - C(5)- H(5A) 46.2
C(9) - C(6) - C(5)- H(5B) 164.9
C(5) - C(6) - C(9) - H(9A) -177.7

C(5) - C(6) - C(9) - H(9B) 62.3
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C(5) - C(6) -
C(10) - C(6) -
C(10) - C(6) -
C(10) - C(6) -
C(5) - ¢(6) -
C(5) - C(6) -
C(5) - C(6) -
C(10) - C(6) -
C(10) - C(6) -
C(10) - C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(6) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(3) -
C(7) -
C(7) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(11) - C(12) - H(12A)

c(9) -
c(9) -
c(9) -
c(8) -
C(4) -
C(4) -
c(8) -
c(2) -
c(2) -
C(4) -
C(4) -
c(2) -
c(2)-
c(8) -
c(8) -
H(7) -
H(7) -
0(2) -
0(2) -
0(2) -
C@3)-
C@3)-
C(3) -
o(1) -

C(9) -
C(5) -
C(5) -
C(5) -

C(10) -
C(10) -
C(10) -

c(9) -
c(9) -
c(9) -

C(10) -
C(10) -
C(10) -

C(4) -
C(8) -
C(8) -
C(4) -
C(4) -
C(4) -
C(2) -
C(2) -
C(8) -
C(8) -
C(2) -
C(2) -
C(8) -
C(8) -
c(5) -
c(5) -
C(5) -
C(5) -
C(5) -
C(5) -

H(9C)
C(4)
H(5A)
H(5B)
H(10A)
H(10B)
H(10C)
H(9A)
H(9B)
H(9C)
H(10A)
H(10B)
H(10C)

0(2)

0(4)

C(7)

C(5)

0(2)

C(5)

H(2)

(1)

0(4)

C(7)

H(2)

C(1)
O(4)
C(3)
C(6)
H(5A)
H(5B)

C(6)

H(5A)

H(5B)

-57.7
165.1
-74.2
44.5
-61.4
178.6
58.6
-57.8
-177.8
62.2
177.5
57.5
-62.5
178.2
175.4
7.2
2.4
0.4
179.0
-179.4
0.6
-6.4
171.0
2.2
-177.8
95.1
-82.5
160.3
39.7
-79.0
-19.1
-139.7
101.6
-161.2
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O(1)- C(11)-C(12)- H(12B) 78.8
0(1)- C(11)-C(12) - H(12C) -41.2
0(3)- C(11)-C(12)- H(12A) 19.4
0(3)- C(11)- C(12) - H(12B) -100.6
0(3)- C(11)-C(12)- H(12C) 139.4

C(3)- C(2)- C(1)- O(2) -0.5
C(3)- C(2)- C(1)- H(1) 179.5
H(2) - C(2)- C(1)- O(2) 179.5
H(2) - C(2)- C(1)- H(1) -0.5
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