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OZET

Tetrahidroindoller, kolay aromatize olmalarindan dolay1 farmakolojik olarak énemli vindolin,
vindoresin gibi bircok alkoloidin 6ncii maddelerini temsil etmektedir. Son yillarda ilag
endiistrisinde, kiral ilaglarin kullaniminin artmis olmasi, biyolojik olarak yiiksek aktiviteye
sahip bu molekiillerin, optikce saf formlarimin elde edilmesini 6nemli hale getirmistir.

Bu calismada; tetrahidroindol tiirevi bilesiklerin, mangan (III) asetat ve potasyum
permanganat  katalizorliigiinde oksidasyonu yapilarak, lipaz kaynakli enzimlerle
enantiyose¢imli hidrolizleri ger¢eklestirilmistir.

Bu calismada amag, lipaz enzimleriyle yiiksek enantiyomerik safliga sahip indol tiirevleri elde
etmek ve kullanilan farkli ¢oziiciilerin enantiyosegicilige olan etkisini belirlemektir.

Anahtar Kelimeler: indol, lipaz, enantiyose¢imli sentez



ABSTRACT

Due to their easy aromatization, tetrahydroindoles are good intermediates to synthesize
pharmacologically important substances and precursors for a wide variety of alkoloids such as
vindoline, vindoresine, ellipticine. In conjuction with the recent increase in chiral drug usage
in pharmaceutical industry, providing optically pure forms of these molecules which have
high biological activity gained importance.

In this study, the acetoxylation of tetrahydroindole derivatives catalysed by manganese (I1I)
acetate and potassium permanganete and enantioselective hydrolysis utilising lipase based
enzymes have been presented.

The aim of this study is to obtain high enantiopure indol deriatives and determine the effects
of different solvents to enantioselectivity.

Keywords: indoles, lipases, enantioselective synthesis
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1. GIRIS

Biyokatalizor olarak, enzim ya da canli organizma kullanilmasi ile gerceklestirilen kimyasal
doniisiimlere biyotransformasyon denir. Bu yontemde biyokatalizorler, dogal substratlar

olmayan bilesiklerin kimyasal doniisiimiinii saglamaktadir.

Biyotransformasyon, endiistri ve akademik arastirmalarda kullanilabilen, ¢cok ¢esitli uygulama
alanlarina sahip, interdisipliner bir ¢aligma yontemidir. Deneysel uygulamalarinda, kolay ve
ucuz metodlar gerektirmesi, gida teknolojisi, kozmetik endiistrisi, endiistriyel kataliz, medikal
kimyas1 ve ila¢ metabolizmas1 gibi endiistrinin pek ¢ok alaninda yaygin olarak tercih
edilmesini saglamaktadir. Biyokatalizor olarak kullanilan enzimler, gostermis olduklar
enantiyosegici, stereosegici ve regiosecici Ozellikler sayesinde, optikg¢e aktif maddelerin
sentezinde kullanilarak, asimetrik organik sentezlere alternatif olustururlar (Doble vd., 2004;

Buchholz vd., 2005).

Biyotransformasyon yonteminde, biyolojik sistem olarak canli organizma ya da bundan izole
edilmig enzimler kullanilmaktadir. Her iki yontemin de birbirlerine gore c¢esitli avantaj ve
dezavantajlar1 mevcuttur. Canli organizma ile yapilan biyokataliz reaksiyonlari, kofaktor
gerektirmez iken izole edilen enzimlerin biiyiik bir kisminda kofaktore gerek duyulmaktadir.
Bu da hiicrelerin kullaniminin, saflagtirnllmig enzimlere gére daha ekonomik ve kolay olmasini
saglamaktadir. Buna karsilik, ¢ok basit yapili hiicrelerin bile binlerce enzim igermesi,
istenmeyen yan reaksiyonlar1 olusturmakta ve ortam, bu reaksiyonlarin iriinleri ile
kirletilmektedir. Enzimlerin kullanilmasinda ise bu sakinca ortadan kalkmaktadir. Ayrica,
mikroorganizmalarin sulu ortamlarda aktivite gostermelerine karsilik pek ¢ok organik
bilesigin suda ¢oziinmeme 6zelligi tasimasi, bu yontemin uygulabilirligini zorlagtirmaktadir.
[zole edilmis enzimlerin biiyiik bir cogunlugu ise organik ortamlarda reaksiyon verirler.
Ayrica mikroorganizmalar birden fazla {iriin olusturarak, {iriin izolasyonu sirasinda pargalanir
ve bir bagka reaksiyonda tekrar kullanilamazlar. Enzimlerle yapilan c¢alismalarda ise
reaksiyon sonunda tek bir iiriin olusmakta ve {iriin reaksiyon ortamindan kolayca
ayrilabilmektedir. Ayrica enzimler, organik ortamdan filtrasyonla geri kazanilarak baska
reaksiyonlarda da kullanilabilirler. Canli organizmalardan izole edilmis olan enzimler,
organik coziiciilerde aktivite gostermeleri, reaksiyon ortamindan kolay saflastirilabilmeleri
gibi ozellikleri dolayistyla, canli organizmalarla yapilan biyotransformasyona karsi tistiinliik
saglamakta ve endiistriyel alanlarda daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Liese,1999;

Skwarczynski, 1999; Panke, 2004).



Son yillarda, endiistriyel ve akademik alanlarda gerceklestirilen biyokataliz reaksiyonlarinda,
izole edilmis enzimlerin kullaniminda artis goriilmektedir. Biyotransformasyonun, kimyasal
katalize kiyasla, iliml1 reaksiyon kosullar, diisiik aktivasyon enerjisi ve spesifiklik gibi ¢ok
onemli dstiinliikleri vardir. Bu stiinliikler, kimyasal olarak ¢ok kompleks yollarla
gerceklestirilebilen veya hi¢ gerceklestirilemeyen pek ¢ok reaksiyonun enzimler yardimi ile

kolaylikla yiirlimesini saglar. Bu tiir reaksiyonlar asagidaki gibi siniflandirilabilir;
= Benzer fonksiyonel gruplardan yalniz birinin reaksiyona sokulmasi,

= Enantiyomerlerden birinin se¢imli doniisiime ugratilmasi ile rasemik karigimlarin

ayrilmasi,
= Asimetrik merkeze bir grup sokulmasi,

= Aktive edilmis karbon atomunun se¢imli olarak fonksiyonel grup haline

doniistiiriilmesi (Telefoncu, 1997).



2. KIiRALITE VE OPTIiKCE AKTIiFLiK

Kiralite konusu ilk olarak, Pasteur’un 1848 yilinda, sodyum amonyum tartarat kristallerinin
enantiyomerlerini ayirmasiyla ortaya ¢ikmistir. Pasteur’un bu kesfi; 1874 yilinda, Vant Hoff

ve Le Bel’in karbonun diizgiin dort yiizlii yapisini 6ne siirmesine onciiliik etmistir.

Kiral kelimesi “el “anlamindaki Yunanca ‘“cheir” kelimesinden  gelmektedir. Kiral
molekiiller, merkez atomuna 4 farkli grubun baglanmasindan dolay1 ayna goriintiisii birbiri ile
cakismayan ve diizlem polarize 15181 saga veya sola dondiirebilen, sp3 melezlesmesi yapmus,
optikce aktif molekiillerdir. Dogada bulunan bir¢ok madde optikce aktiftir. Eldiven, ayakkabi
gibi pek cok bildik nesne kiraldir.

A

.\.

Sekil 2.1 Ayna goriintiisii

Kiral bilesikler, asimetrik molekiiller olup ayna goriintiisii birbiri ile ¢akigsmayan, birbirine
simetrik iki konfigurasyon izomerine sahiptir. Bu iki konfigurasyon izomeri, enantiyomer

olarak adlandirilir.

Enantiyomerlerin, erime ve kaynama noktalari, molekiil formiilleri ile fiziksel 6zellikleri
tamamen birbirinin aynisidir. Bu molekiiller, sadece polarize 15181 farkli yone ¢evirmelerine

bagli olarak ayrilmaktadirlar (Solomons, 2002).

Diizlem polarize 151k iizerindeki etkilerinden dolay1 enantiyomerlere optikge aktif bilesikler
denilmektedir. Bir enantiyomer polarize 15181 saat yoniinde ¢evirirse dekstro (+), saat yoniiniin
tersi yonde cevirirse ise levorotary (-) ismini almaktadir. Cahn, Ingold ve Prelog
terminolojisine gore tetrahedal yapidaki kiral molekiillerin konfigiirasyonlar1 saat yoniinde R

(rektus) ve saat yoniiniin tersi S ( sinister) olarak tekrar adlandirilmistir.



Z1t yonde fakat aym1 derecede gevirme agisina sahip olan enantiyomerler, ayri ayri optikge

aktif olmasina ragmen esit miktardaki karisimlari optikce aktif degildir.

Ayna goriintiisii

OH OH
H///,' E H///,'
CH,CHs CHj
HsC i H3CH,C
(R)-2 bitanol (S)-2 butanol
Sekil 2.2 Biitanol

Bir canli sistemi gibi el secicilik kazandiracak bir etkinin olmamasi durumunda, kimyasal
tepkimeler her iki ayna goriintiisiiniin esit karisimimi olusturmaktadir. Her bir enantiyomerin
50:50 oraninda bulunmasi sonucu olusan yapilara rasemik karigim denilmektedir. Rasemik
karigimlar, polarize 15131 saga veya sola dondiiremezler. Bu sebeple (+ ) seklinde

gosterilmektedir.

Canl1 sistemlerdeki biyolojik makromolekiillerin 6nemli yapitaglarinin ¢ogu tek bir
enantiyomerik yapidadir. Enantiyomerler kiral ortamda farkli iki bilesik gibi davranirlar. Bu

nedenle kiral ¢evrelerdeki kimyasal 6zellikleri de farklidir (Davies ve Teng, 2003).

2.1 Kiralitenin Biyolojik Onemi

Dogada bulunan bir¢ok biyomolekiil kiral o6zellige sahiptir. DNA, RNA, proteinler ve
polisakkaritlerin yap1 birimi olan seker ve aminoasitler, birbirinin ayna goriintiisii olan D ve L
enantiyomerik formlarindan olusmustur. Canli organizmalarda, bazi istisnalar disinda
(6rnegin bakterilerin hiicre duvarlar1i D-aminoasitlerinden olugmus kisa peptit baglar
icermektedir) D-sekerleri ve L-aminoasitleri olmak {izere sadece bir enantiyomer formu
secilmistir. DNA, saga doniislii D-riboz sekerlerinden olugmus olarak tanimlanmistir. Bitki ve
hayvanlarn meydana getiren molekiillerin ¢ogunlugu kiraldir ve bir tiirde kiral molekiillerin
yalnizca bir formu bulunmaktadir. Dogal proteinleri olusturan 20 aminoasitin glisin harig

hepsi kiraldir ve hepsi L-aminoasit olarak siniflandirilir (Johnson, 2005).
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Sekil 2.3 Kiral biyomolekiiller

Kiralite, bircok biyomolekiile énemli 6zellikler kazandirarak, pek ¢ok farkli yolla farkl el
secicilik gostermelerini saglamaktadir. Ozellikle koku ve tat duyularimizda bulunan
reseptorlerin kendilerinin de kiral yapida olmalari, yapilarina uygun olan enantiyomer ile
etkilesime geg¢melerine olanak vermektedir. Bu da ayni molekiiliin farkli enatiyomerlerinin
farkli 6zellik tasimasi sonucunu dogurur. Dogada buna pek ¢ok &rnek verilebilir. Ornegin;
limonen (Sekil 2.4) olarak adlandirilan bir bilesigin bir enantiyomeri portakal kokusundan
sorumlu iken, diger enantiyomeri, limonlarin kokusundan sorumludur. Karvon (Sekil 2.4)
olarak adlandirilan bir bilesigin bir enantiyomeri keraviye (karaman kimyonu) esansi iken,
digeri nane esansidir. Ayrica terpen alkoliiniin (Sekil 2.4) (R) enantiyomeri leylak kokusunu
saglarken, (S) enantiyomeri pipo kokusunu saglamaktadir. ilk kez kuskonmaz bitkisinin
yapisindan izole edilen asparajin aminoasitinin (Sekil 2.4) (R) enantiyomeri tath iken, (S)
enantiyomeri act 0zellik gostermektedir Yapilan arastirmalar, (R)-nikotinin (S)-nikotinden

daha zehirli oldugunu gostermistir.

Hormonlar, tiroid tarafindan iiretilen, ¢ok uzaktaki hiicreleri degistirmek i¢in kana salgilanan
kimyasallardir. Hormonlarin baglandig1r hiicre reseptorleri molekiilin sadece bir kiral
versiyonunu tanirlar. Adrenalin hormonunda, kan damarlarmi sikistirma 6zelligi (S)
enantiyomerde (R) daha fazladir.

enantiyomere gore (R)-Tiroksin metabolizmay1



hizlandirarak heyecanlanmaya ve kilo kaybina neden olan bir hormon iken, (S)-tiroksin bu
ozelliklerin higbirini gostermez. Tiroksin azligindan kaynaklanan Mycodema hastaligina

sahip bir hastaya (S)-tiroksin etkili olmadig1 i¢in (R)-tiroksin verilmek zorundadir (Solomons

2002; Faber, 1999).

H3C

P
H,CZ CH,

(R)-(+) limonen

CH,
H,C
C
/Ny
H3C 2

(R)-(-) karvon

(R)-terpen alkol

COOHWNHZ

CH; CH,

(R)-asparaijin

CHj;

CHs
HZCi EcH3

(S)-(-) limonen

CHs
HaCx
c
/Ny
HsC 2

(S)-(+) karvon
CH4
X

H5;C CH3

OH

(S)-terpen alkol

COOHWNHZ

CH; CH,

(S)-asparajin

Sekil 2.4 Baz1 kiral dogal bilesiklerin molekdil yapilar1



Enantiyosaf ilaglarin 6nemi, 1960’l1 yillarda hamile kadinlarda sabah bulantilar1 igin
kullanilan ve trajik sonuglar doguran talidomit (Sekil 2.5) ilaci ile anlagilmistir. Bu ilacin
kullanimi; USA’de 1000° den fazla ¢ocugun kusurlu dogmasina sebep olmustur. Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda; talidomitin (R) ve (S) enantiyomerlerinden olusmus rasemik bir bilesik
oldugu, (R) formunun , hamile kadinlarda agr kesici ve sabah bulantilarinda tedavi edici etki

gosterirken, (S) formunun kusurlu dokularin olugsmasina sebep oldugu ortaya ¢ikmistir.

Ayna goriintiisii

R(+)-talidomit ' S(-)-talidomit
Sekil 2.5 Talidomit ilacinin enantiyomerleri

[lag ham maddesi olarak kullanilan enantiyomer c¢iftlerinden her birinin farkli reseptérlerle
etkilesim halinde bulunarak, farkli farmakolojik etkilere yol acabildiginin anlagilmasi,
kiraliteyi ila¢ endiistrisinde ¢ok Onemli bir konu haline getirmistir (Davies ve Teng, 2003;

Johnson, 2005).

2.2 Kiral ilaclar

Son yillarda, enantiyomerik olarak saf elde edilen ilag iiriinlerinin ve tarim kimyasallarinin
Ooneminin anlasilmasiyla birlikte, ila¢ endiistrisinde kiral bilesiklerin kullanimi hizla artis

gostermistir (Patel, 2002).

Enantiyomerlerin ila¢ dizayni iizerinde etkileri ¢ok genis cesitlilige sahiptir. “Eutomer” terimi
etkili izomer i¢in, “distomer” terimi ise daha az etkili, etkisiz ya da toksik etkili izomer i¢in
kullanilmaktadir. Enantiyomer c¢iftlerinin canli sistem {zerindeki etkileri asagidaki gibi

siralanabilmektedir;
i.  Enantiyomerlerden biri aktif iken digeri inaktif 6zellik gostermektedir.
ii.  Her iki enantiyomerde ayni terapotik ya da toksik etkiye sahiptir.

iii.  Her iki enantiyomerde aktiftir fakat farkl terapotik ve toksik etkilere sahiptir.



i. Bir enantiyomer aktif iken digeri inaktif ozellik gostermektedir.

Ornegin ibuprofen, omeprazol, metildopa gibi ilaglarda enantiyomerlerin bir tanesi digerine

gore daha fazla etkilidir.

Ibuprofen (Sekil 2.6), rasemik olarak iltihap tedavisinde agr1 giderici ve antipiretik olarak
uzun yillar kullanilmgtir. Ibuprofenin yalnizca (S) enantiyomerinin farmakolojik olarak aktif

(R) enantiyomerinin ise etkisiz oldugu son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucu bulunmustur.

H )
¢ 3 Ayna gorlintlisii CH3

CO,H HO,C

HsC CHj HsC CH,
Sekil 2.6 Ibuprofen’ in enantiyomerleri

Omeprazole (Sekil 2.7), (S)-(+) enantiyomeri, H, K" -ATP az inhibitorii olarak iilser
tedavisinde kullanilmaktadir. Omeprozoliin (S) enantiyomeri diger formuna gore 4 kat daha

fazla etkilidir.

Me OMe

Sekil 2.7 (S)-(+) Omeprazol

Metildopa (Sekil 2.8), yiiksek tansiyona karsi kullanilan bir ilagtir ve etkisini yalnizca (S)
izomeriyle gostermektedir.
CH
|Eizz—clz—sc:ozH
H,
HO
OH

Sekil 2.8 Metildopa’ nin (S) enantiyomeri



il. Her iki enantiyomerde ayni terapotik ya da toksik etkiye sahiptir.

Ornegin Fluoxetine, (Sekil 2.9) serotoninin tekrar geri almimini inhibe eden, rasemik halde
bulunan ve depresyon tedavisinde kullanilan antidepresanlarin etken maddesidir. Yapilan
aragtirmalar, her bir enantiyomerin farmakolojik ve biyolojik aktivitelerinin hemen hemen
birbirinin aynis1 oldugunu gostermektedir. Fluoxetine’nin (S) ve (R) izomerleri, sinirlilik,

anksiyete bozuklugu, uykusuzluk gibi rasemik karisimmin yol actigi yan etkilere yol

agmamaktadir.
Ayna goriintiisii
CF3 : F3C
CHs :
NH 0 0 NH_
HyC” CHy
S-(+)-Fluoxetine : R-(-)-Fluoxetine

Sekil 2.9 Fluoxetin molekiiliiniin enantiyomerleri

iil. Her iki enantiyomerde aktiftir fakat farkli terapotik ve toksik etkilere sahiptir.

Ornegin penisilaminin (Sekil 2.10), D ve L enantiyomerleri farkl1 etki gdstermektedirler. D-

penisilamin viicuttan agir metallerin atilmasina yol agarken S-penisilamin korliige neden

olmaktadir.
NH, NH;
H3C HsC =
HaC COOH HSCA(\COOH
SH SH
D-Penisilamin S-Penisilamin

Sekil 2.10 Penisilamin molekiiliiniin enantiyomerleri
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1992 yilinda FDA, stereoizomerik ila¢ dizayni ile ilgili bildirisinde; kiral ilag formlarindan
sadece bir tanesinin tercih edilir oldugu ancak bu konuda herhangi bir yaptirimda

bulunulmadigini belirtmistir.

Asagida siralanan avantajlar sayesinde enantiyosaf ilaglarinin kullanimi rasemik ilaclara gore

artis gostermektedir.
» [stenmeyen toksik etkiye sahip enantiyomer uzaklastirilmig olmaktadir.
= Hastanmn ila¢ dozu yartya inmis olmaktadir.

= Stereokimyasal olarak saf aktif enantiyomerlerin farmokokinetik/farmokodinamik

etkinliliginin ve toksikliginin degerlendirilmesi saglanmaktadir.

Bu farmakodinamik ve farmakokinetik faktorler, tek enantiyomerlerin tercih edilmesini

arttirmigtir (Agranat ve Caner, 1999; Davies ve Teng, 2003).

Sekil 2.11° de 2000-2005 yillar1 arasinda c¢esitli alanlarda kullanilan rasemik ve kiral
ilaglarin, 5 y1llik satis raporlari tablo halinde verilmektedir (Chiral Pharmaceuticals (2005).

Cizelge 2.1 Kiral ilag satislarinin yillik dagilimi

Biitiin ilaglar Kiral ilaglar
$ Milyon 1999 2000 1999 2000 2005
Agri kesici $21,500 $23,000 $1,173 $1,291 $1,395
Antibiyotik 29,3 31,7 24,918 26,14 29,747
Antiviral 17,7 19,1 6,717 8,82 12,201
Kanser 13,7 15,6 8,891 10,69 13,605
Kalp-damar 42,7 46,6 24,895 27,65 34,627
Merkezi sinir sistemleri 47,7 53,9 8,439 9,094 14,7
Deri hastaliklar: 17,9 18,4 16,202 1,272 1,54
Hormon 20 22 14,51 15,384 19,79
G0z hastaliklar: 7,1 7,4 1,27 2,265 2,705
Solunum sistemleri 36,5 40,5 5,696 6,615 9,62
Diger 45,5 49,2 8,751 10,381 14,05
Toplam $360,000 $390,000 $117,763 $132,514 $171,865
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Sekil 2.11°de 2001 ve 2008 yillar1 arasinda kiral ilaglarin yillik satis miktarlarindaki artig
goriilmektedir (bbe research, 2008).

1,800
1,600
1,400
1,200
1,000 1
500 1
B0 1
400 1
200 1

Y

2001 2003 2003 2008

O Manufacturing marlet B Analysis marlet

Sekil 2.11 Kiral ilaglarinin yillara gore yillik satig oranlari
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2.3 Kiral Molekiillerin Sentezleri

Enantiyosaf bilesikler, genel olarak dogal kaynaktan izole edilebildikleri gibi, prokiral

substratlardan veya rasemik karigimlardan da elde edilmektedirler.

[ Enantiyosaf Bilesikler ]

( 1\
[ Dogal Kaynak ] [ Prokiral substrat ] Rasemik Sentez
\. J
r 1\
Mekanik Ayristirma
. . - J
[ Asimetrik Sentez ]
4 7\
Diastereoizomerlere
Doniistiirme
N J
Kromotografik
Yontemler )
Biyoteknolojik Kimyasal
N
Yéntemler Yontemler Kinetik Rezoliisyon
A J

Sekil 2.12 Kiral molekiillerin elde edilme yollar1

2.3.1 Dogal Kaynaktan izole ile Ayristirma

Dogada bulunan molekiiller kiral yapidadir. Bu yontemde kiral bilesik, dogal bir kaynaktan
izole edilir ya da izole edilen kiral bir 6n madde tlizerinde kimyasal degisiklikler yapilarak
elde edilir. Uygun ve ekonomik bir metod olmasi sebebiyle, dogal kaynaktan izole edilebilen

maddeler tercih edilmektedir (Ramsay, 1981).

2.3.2 Rasemik Sentez ve Rezoliisyonu

Rasemik bir karigimin kiral ¢oziicli, absorbant ya da reaktif kullanilarak ayristirilmasina
rezoliisyon denilir. Enontiyomerlerin kiral ve akiral g¢evreye karsi farkli davramislan
ayristirmay1 kolaylastirmaktadir. Bu yontemde, prokiral bilesiklerden rasemik olarak elde
edilen kiral bilesikler, mekanik yol, diastereoizomerlere doniistiirme, kromotografik

yontemler ve kinetik rezoliisyon gibi yontemler kullanilarak ayrigtirilmaktadir.
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2.3.2.1 Mekanik Ayristirma

Bu sekilde yapilan ayristirma, ilk olarak Pasteur tarafindan, rasemik halde bulunan tartarik
asiti (sekil 2.13), sodyum amonyum tartarik asit tuzu kristallerine doniistiirerek,
enantiyomerlerine ayirmasi ile 18. ylizyilin ortalarinda gergeklestirilmistir. Bazi kiral
bilesiklerin enantiyomerlerinin tuzlari, farkli kristal yapiya sahiptir. Rasemik karigim, uygun
bir asit ya da baz ile tuzlarina donistiiriiliip, kristal yapilarmin farkindan yararlanilarak

ayristirilma saglanabilmektedir (Ramsay, 1981).

(" N\

OH (0]

HO

OH

o) OH o) OH

(S,S)-tartaric acid (R,R)-tartaric acid

Sekil 2.13 Tartarik asit

2.3.2.2 Diastereoizomerlere Doniistiirerek Ayristirma

Rasemik bilesik, optikce aktif bir madde ile reaksiyona sokularak diastereomerlerine
doniistiiriliir. Elde edilen diastereomerler c¢oziiniirlik farkindan dolay1r franksiyonlu
kristalizasyon ile birbirinden ayristirilabilirler. Diastereomerler ayrigtirildiktan sonra uygun

bir yontemle her iki enantiyomer ayr ayr geri kazanilir (Blaschke, 1980).

2.3.2.3 Kromotografik Yontemler ile Ayristirma

Enantiyomerlerin, kiral bilesik ya da kiral ortamlarla farkli 6zellik gostermelerinden dolayz,
rasemik karigimlart kiral maddelerle yiiklii kolonlarla ayirmak miimkiindiir. Ayirma islemi
icin, kullanilan kromatografik yontemler; ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi,

gaz kromatografisi ve sivi kromatografisidir (Blaschke, 1980).

2.3.2.4 Kinetik Rezoliisyon ile Ayristirma
Rasemik karisimdaki enontiyomerlerin kiral katalizorler yardimiyla bagka bir kiral bilesige
doniisimii sirasinda enantiyomerlerin birisi digerine gore daha hizli hareket etmektedir. Bu

ozellikten yararlanilarak enontiyomerlerin ayristirilmasina kinetik rezoliisyon denilmektedir.
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Kinetik rezoliisyon;
= Kimyasal kinetik rezoliisyon,
= Enzimatik kinetik rezoliisyon olmak {izere iki sekilde yapilir.

Enantiyomerlerin iiriine doniisiimii sirasinda olusturduklar gegis komplekslerinin aktivasyon
enerjileri kullanilan kiral katalizérden dolayr farkli olur. Diisiik aktivasyon enerjisine sahip
gecis kompleksini olusturan enantiyomer daha hizli iiriine doniisiir. Aktivasyon enerjileri
arasindaki fark arttik¢a diisiik enerjili olan enantiyomerin doniisiim hizi digerine gore daha

fazla olacagindan % ee degeri de (enantiyomerik saflik) artacaktir (Strauss ve Faber,1998).

2.3.3 Asimetrik Sentez
Optikce aktif maddelerin elde edilmesinde kullanilan en 6nemli yontemlerden biri asimetrik

sentezdir. Prokiral ve meso bilegiklerin deasimetrizasyonu ile yapilir (Strauss ve Faber,1998).

Asimetrik sentezde kiral grup, kiral ¢evre ve kiral baslangis maddesinin secimi oldukca

onemlidir.

Bu gruplar segilirken asagida belirtilen faktdrler goz 6ntinde tutularak yapilmalidir:
= Yiiksek enantiosegici olmali,
= Kullanilan grup reaksiyon sirasinda yeni bir kiral merkez olusturmali,

= Reaksiyon bittikten sonra higbir rasemizasyona neden olmamali ve ortamdan basit bir

sekilde uzaklastirilabilmeli,

= Kullanilan kiral grubun enantiyomerik safliginda hicbir degisiklik olmadan yiiksek

verimle geri kazanilabilmeli,
= Kiral grubun elde edilmesi ucuz ve hizli olmalidir.

Asimetrik sentez bliylik Olgeklerde caligildigi zaman kullanigli bir yontem iken, ilag
sentezlerinin ilk agamalarinda kiigiik 6lg¢ekli ¢aligmalarda yetersiz kalmaktadir. Asimetrik
sentezin diger bir dezavantaji ise sadece tek bir enantiyomerin elde edilebilir olmasidir. Oysa
rasemat rezolusyonunda her iki enantiyomer cifti de elde edilebilmektedir Optikge aktif
bilesiklerin saf olarak elde edilmesinde kullanilan asimetrik sentez yontemi, diger iki yonteme
nazaran; uygun kosullar saglandiginda , yiiksek verim ve yiiksek enantiyosaflik elde edildigi

i¢in oldukea fazla tercih edilmektedir.
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Kiral substratlar, kiral reaktifler, kiral ¢evre ya da kiral katalizorler kullanilarak optikge aktif
maddeler elde edilebilmektedir. Kiral katalizér yonteminde, organik katalizorler ve gecis
metallerinin olusturdugu katalizorler tercih edilmektedir. Son yillarda gelisen biyoteknoloji
yontemleriyle birlikte biyokatalizorler olan enzimlerle de bu islemler gerceklestirilmektedir.
Kimyasal yontemlere gore enzimler; spesifitesi, kolayligi ve ucuzlugu gibi bir¢cok sebep

dolayisiyla daha ¢ok tercih edilmektedir (Anderson ve Allenmark, 2002).

2.3.3.1 Kiral Katalizor Yontemi ile Asimetrik Sentez

Akiral baslangic maddesi yine akiral bir reaktif ile kiral katalizor varliginda reaksiyona
sokularak kiral bir tiriine donistiiriiliir. Bahsedilen diger yontemlerde kullanilan yardimeci
kiral bilesikler baslangi¢ maddeleriyle ayn1 miktarlarda kullanilirken bu yontemde katalitik

miktarda kiral kataliz6ér kullanilir.

Kiral katalizorler, organik katalizrler ve gecis metallerinin olusturdugu kiral katalizorler
(Rutenyum komplekslerinin olusturdugu kiral katalizorler gibi) olarak iki farkl sekilde ele

alinabilir.

2.3.3.2 Biyoteknolojik Metodlar ile Asimetrik Sentez

Ticari uygulamalarda enzim katalizlerinin kullanilmaya baslanmasi, biyoteknoloji endiistrisi
acisindan ¢ok 6nemli bir gelismedir. En 6nemli uygulama alanlarindan biri asimetrik organik
sentezlerde enzimlerin kullanilmasidir. Enzimler 1liman sartlarda yiiksek etkili calistiklar ve
enantiyospesifik olduklar i¢in rasemik karisim halinde bulunan kimyasallarin optikge aktif
bilesiklerine doniistiiriilmesinde kullanilmaktadirlar. Ozellikle ila¢ endiistrisinde, rasemik
karistim halindeki ilaglarin yerine tek stercoizomer ilaglarin tercih edilmesi organik

sentezlerde enzim kullaniminin 6nemini arttirmistir (Bugg, 2002, Biocatalysis, 2009).

'WORLD RARKET FOR CHIRAL 'WORLD HARKET FOR CHIRAL
MOLECULES BY TECHNOLDGY 2002 MOLECIALES BY TECHNOLOGY 2009

TOTAL: 57bn Asymmetric TOTA: 5143 Asymmetric
Biosynthesis Biosynthesis
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AU p™
E5%. T I A2%,

\ Traditional Traditional

Sekil 2.14 Kiral molekiillerin biyoteknolojik yollarla elde edilme yiizdeleri
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3. ENZIMLER

Enzimler, biyokimyasal olaylar1 katalizleyen makromolekiil yapisinda bulunan kimyasal
ajanlardir. Enzimlerin, endiistriyel alanlarda kullanilmalari, ¢ok eski devirlere kadar
dayanmaktadir. Antik Misirda, fermentasyon yontemiyle bira ve ekmek gibi gida
maddelerinin iiretildigi bilinmektedir. Enzimler, 1800’lerin baslarinda, mide salgilart yoluyla;
etin sindirilmesinin, tiikiirik ve ¢esitli bitki ekstraktlar1 vasitasiyla; nisastanin sekere
doniistiiriilmesinin incelenmesi tizerine, ilk kez biyolojik katalizér olarak tanimlanarak biyokimya
aragtirmalarinin odak noktasi olmustur. Maya hiicrelerinden bazi enzimleri ayirmay1 basararak
enzimlerin canli hiicre yapisindan ¢ikarildiginda da fonksiyon gosterebildigini ispat eden
Buchner (1897), yeni arastirmalar icin 6nciiliik etmistir. Bu olay, biyokimyacilar1 bir¢ok farkl
enzimin izolasyonunu denemek ve onlarn katalitik Ozelliklerini incelemek iizere tesvik

etmistir.

Ureaz1 izole ve kristalize eden James Sumner (1926), molekiiliin biiyiik bir kisminin protein
oldugunu gostererek bu alanda yapilan g¢aligmalara ivme kazandirmigtir. Bugiin, binlerce
enzim saflagtirllmis ve bunlarin yiizlercesinin yapist ve kimyasal mekanizmasi
aydinlatilmigtir. Giinlimiizde halen modern biyoteknoloji yOntemlerinden faydalanilarak

enzimlerle yapilan aragtirmalar devam etmekte ve yeni enzimler bulunmaktadir.

Enzimler, kimyasal reaksiyonlardan daha iliman ortamlarda reaksiyona girmeleri ve yiiksek
secicilige sahip olmalar nedeni ile basta ila¢c endiistrisi olmak iizere tip, eczacilik, tarim,
hayvancilik, cevre, gida, kagit, tekstil, deterjan, gida gibi endiistrinin bir¢ok alaninda ve

akademik arastirma alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Bugg, 2002).
Enzim kullaniminin avantaj ve dezavantajlari asagidaki gibi siralanabilir;

Avantajlari;

= Etkili katalizorlerdir. Kimyasal katalizlere oranla enzim aracilifiyla gerceklestirilen

reaksiyonlar daha hizli ve daha etkili ger¢eklesmektedir.

= Kimyasal katalizorlere gore daha ilimli ortam kosullarinda etkilidirler. Enzimlerin

calistigi sicaklik 20-40 derece arasinda degismektedir.

= Katalizledikleri reaksiyon araliklar1 oldukca genistir. Dogal substrat araliklan ile

sinirh degildir.
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= Kemoselektivite, regioselektivite ve enantiyoselektivite, diastereoselektivite

gostermektedirler.

= Baz enzimler sulu ortamlarda calisabildikleri gibi organik ¢dziiciiler icerisinde de

aktivite gosterirler.
= Ekonomiktirler ve yiiksek kararliliga sahiptirler.
= Dogal katalizor olduklar i¢in ¢evreye zararh degildirler.
= Reaksiyon ortamindan geri kazanilip tekrar kullanilabilmektedir.

Dezavantajlar ;

= Enzimler ¢ogunlukla L-aminoasitlerden meydana gelmistir. Bu sebeple farkli
konfigurasyona sahip substratlarla etkilesimleri zor olabilmektedir. Ancak, son
yillarda gelistirilen modern biyoteknoloji yontemleriyle, aktif bolgenin modifikasyonu

mumkiin olabilmektedir.

= Bazi enzimler, organik ¢oziiciilerde deaktivite olmaktadir, bu nedenle yiiksek katalitik
aktivitelerini sulu ortamlarda gerceklestirirler. Bu durum organik sentezlerde enzim

kullanimim kisitlamaktadir.

= Enzimler olduk¢a dar optimum kosullar gerektirirler. Yiiksek sicaklik, pH veya
yiiksek tuz konsantrasyonu, enzimin deaktivite olmasini saglamaktadir (Wendy, 2000;

Rasor, 2001).

3.1 Enzimlerin Molekiiler Yapisi ve Ozellikleri

Enzimler, protein yapisinda bulunan makromolekiillerdir. Enzimlerin fonksiyonlari
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemektir. Her bir enzim milyonlarca yildir belirli
reaksiyonlart  katalizlemek {izere evrimlegmistir. Bu da sentetik Kkatalizlerle
karsilastirildiklarinda, miikemmel katalizorler olmalarinin hi¢ de siirpriz  olmadigini
gostermektedir. Enzimler bir veya daha fazla substratla etkileserek ve sadece tek tip kimyasal
reaksiyon katalizleyerek oldukca fazla spesifiklik gostermektedirler. Enzimlerin spesifikligi
veya Ozgiilligii, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar ile ilgili 6zellikleridir. Enzimler i¢in

cesitli spesifiklikler (6zgiilliikler) tanimlanmistir. Bunlar:

Mutlak spesifiklik: Bir enzimin, yalnizca spesifik bir substratin spesifik bir reaksiyonunu

katalize etmesi 6zelligidir. Enzimlerin ¢cogu mutlak spesifiklik gosterirler.
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Grup spesifikligi: Bir enzimin, benzer fonksiyonel gruplari iceren sinirli sayida substrat ile

reaksiyonlasmas: ozelligidir. Ornegin glukozidazlar glukozidler iizerine, alkol dehidrojenaz

ise alkol tizerine etkilidir.

Bag spesifikligi: Bir enzimin proteinlerin peptid bagi, karbonhidratlarin glukozidik bag: gibi
belli bag tipleri iizerine etkili olmasi 6zelligidir. Kimotripsin, peptit baglarinin hidrolitik
parcalanmasinda gorevli bir enzimdir; etkili oldugu baglar ise aromatik halkali amino asitlerin

olusturdugu peptit baglardir.

Stereospesifiklik: Bir enzimin yalnizca glukozun D veya L izomerleri gibi belli optik

izomerlere etkili olmasi 6zelligidir. Ornegin maltaz, o glukozidlere etkili fakat B glukozidlere

etkili degildir.

Baz1 enzimler aktivite icin, protein yapiy1 olusturan amino asit kalintilarindan baska kimyasal

komponent gerektirmezler. Bazi enzimler ise kofaktdr diye adlandirilan bir ek kimyasal

2+ 2+ 2+ 2+

komponent gerektirirler. Kofaktor, ya Fe , Mg , Mn , Zn gibi bir veya daha fazla
inorganik iyon ya da koenzim denen organik veya metaloorganik kompleks bir molekiildiir.

Holoenzim, kofaktdrii ile birlikte enzimi ifade ederken, apoenzim holoenzimin protein kismini

ifade etmektedir (Champe, 2000; Bugg, 2002).

Enzimler, peptid baglariyla bagli, a-aminoasit linear sekanslarindan olusan polipeptid
zincirleridirler. Linear polipeptid zincirleri daha sonra katlanarak enzime 3 boyutlu yap1

kazandirmaktadir.

a-Aminoasitler ayna gorlintiisii birbiri ile cakismayan kiral molekiillerdir. a-Karbon
atomunun konfigurasyonuna bagli olarak her bir a-aminoasit D veya L izomer yapisinda
bulunabilmektedir. Tiim proteinler sadece L- aminoasitlerinden olusurlar ve sonu¢ olarak
enzimler kiral yapidadirlar. D-aminoasitler biyolojik sistemlerde c¢ok nadir olarak

bulunmaktadirlar (Bugg, 2002).

Sekil 3.1 Aminoasitlerde kiralite
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Enzimin 3 boyutlu yapisinin bir kismini zayif bag kuvvetleriyle stabilize olan ve aktif bdlge
olarak isimlendirilen, katalitik aktiviteden sorumlu olan kisim olusturmaktadir. Aktif bolgeyi
saran bu kuvvetler, alifatik zincirlerin etkilesimini saglayan Van der Waals baglari, aromatik
bilesiklerdeki IT-IT baglar1, molekiiliin tuz kopriileri arasindaki yiikleri, -S-S-kovalent distilfid
kopriileri ve enzimin yiizeyini orten su tabakasidir. Bu 6zellikler, enzimin {i¢ boyutlu yapisi
ve katalitik aktivitenin devamlili§1 agisindan olduk¢a 6nemlidir. Aminoasit yan zincirlerinin
dizilisinden olusmus hidrofilik oyuk veya yarik seklinde bulunan aktif bolge, enzimin toplam

giiclinlin % 10-20 sini olusturur (Wendy ve Loughlin, 2000).

3.2 Enzim Katalizi

Enzimleri proteinlerden ayiran en onemli oOzellik, katalitik aktivite gostermeleridir. Aktif
bolgedeki aminositlerin yan zincirleri substratin yapisina uyumlu ii¢ boyutlu bir yapi
olusturarak, enzimin katalitik fonksiyonunda onemli bir rol oynamaktadir. Aktif bolgenin
substrati baglamasiyla once enzim-substrat kompleksi (ES) daha sonra ise enzim-iiriin
kompleksi olusmaktadir. Katalizleme islemi bittikten sonra ise, serbest enzim ve iiriine
doniismektedir. Enzimler, substratin baglanmasiyla olusturduklar1 gecis kompleksi ile
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisliriirler. Enzimlerin spesifikligi, E-S kompleksi
olusumundaki aktivasyon enerjisiyle dogrudan ilgilidir. Enantiyomerik karigimlar i¢in E-S
kompleksinin aktivasyon enerjisi farklidir ve bu fark arttikca secicilikte artmaktadir. Rasemik

karigimlarin ayrilmasinda enzimlerin bu 6zelliklerinden yararlanilir (Bugg, 2002).

"I.-iﬁ
y e —= E + P AAG?
E
PN
T —E £ 0
E+0Q

Reakstyon koordinat

E= enzim, A ve B=enantiyomer ¢ifti, P ve Q= enantiyomerik iiriinler, [EA] ve [EB]= enzim-substrat kompleksi,
AAG= aktivasyon enerjileri farki

Sekil 3.2 Enzimatik kinetik rezoliisyon enerji diyagrami
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Aktif bolgenin subsratla iligkisini agiklamak i¢in anahtar-kilit modeli ve sonradan uyumluluk
modeli olmak iizere iki model gelistirilmistir. 1894 yilinda E. Fischer tarafindan gelistirilmis
ve enzimin yapisinin sabit olarak kabul edildigi anahtar kilit modelinde, enzimlerin kiral
molekiiller oldugu ve reaksiyonun ger¢eklesebilmesi igin, tepkimeye giren maddelerin bu
kiralligi tamamlamasi1 gerektigi vurgulanmistir. Fischer, substrat yapisi ve enzim yapisi
arasindaki uyumu anahtarin kilide uymasi ile karsilagtirarak, enzimin substrati tanimasi igin

stereokimyasinin tiimiiyle uyum i¢inde olmasi gerektigini belirtmistir (Fessenden, 1990).

kit @
/ bilge g - E 8 > E +
i,
\ 4

Sekil 3.3 Anahtar kilit modeli

Sonradan uyumluluk modeli ise 1960 yilinda Koscland tarafindan gelistirilmistir. Bu modele
gore enzimin aktif bolgesi sabit degildir. Substratin enzim ile etkilesmesinden sonra enzimin

aktif bolgesi degisiklige ugrayarak substrata uygun bir yap1 kazandirmaktadir.

enzim substrat
kompleksi

Sekil 3.4 Sonradan uyumluluk modeli

Dort ¢esit enzim substrat etkilesimi mevcuttur :

Elektrostatik Etkilesim : Tyon igeren fonksiyonel gruba sahip substratlar aktif bolgelerinde ters

iyon iceren yan zincir bulunduran enzimler ile elektrostatik etkilesim gostererek birbirlerine
baglanirlar. Ornegin pozitif grup iceren substrat, glutamat ve aspartat gibi negatif yiik

bulunduran enzimlerle etkilesim gostermektedirler.

Hidrojen baglar: : Bu etkilesim genellikle, polar fonksiyonel grubu iceren substratlarla

gergceklesmektedir.
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Non-polar etkilesim ( Van der Waals baglari): Van der Waals baglar1 substrat ve aktif bolge

arasinda gergeklegen atom i¢i etkilesimidir. Aktif Bolgenin yapist ve substrat yapisi birbirine

yiiksek uygunluk gdsterirse zayif bir enzim-substrat kompleksi olustururlar.

Hidrofobik Etkilesim: Substrat hidrofobik ylizeye ya da yan zincire sahip ise enzimin aktif
bolgesinin hidrofobik kismi ile gii¢lii bir etkilesim gerceklestirebilir. Hidrofobik etkilesimler,
proteinin iicilinciil yapisinin siirekliligi i¢in olduk¢a onemli goriilmektedir (Champe, 2000;

Bugg, 2002).

Enzim kataliz hizi; enzim konsantrasyonu, subsrat konsantrasyonu, sicaklik, pH, ortamdaki su

miktari, inhibitdr ve aktivator gibi ¢esitli faktorlerin etkisi altinda kalmaktadir.

Enzim Konsantrasyonu : Enzim ile katalizlenen reaksiyonlarda ortamda yeterli miktarda

substrat var ise; reaksiyonun baslangic hiz1 (V) enzim konsantrasyonu ile dogru orantil

olarak artar. Reaksiyon hiz1 belli bir diizeye geldiginde ise azalir.

Substrat Konsantrasyonu : Enzim ile katalizlenen bir reaksiyonun hiz1 (V), ortamda enzim

miktarinin sabit olmasi kosuluyla, substrat konsantrasyonu (S) ile birlikte hizla artar ve
maksimal hiz (Vmax) seviyesine gelinceye kadar hiz devam eder. Ancak substrat miktarini

arttirmaya devam ettigimizde bir miiddet sonra reaksiyonun hizi sabitlesir.

Enzimlerin ¢ogu Michaelis-Menten Kinetigi gosterirler. Bu kinetige uyan enzimler, degisen
subsrat konsantrasyonu ve baslangic hizi (V) arasinda hiperbolik bir egri ¢izerler. Buna

karsilik allosterik enzimlerde, bu egri sigmoidal 6zellik tagimaktadir.

Sicaklik : Enzimle katalizlenen reaksiyonlarda, sicakligin yiikselmesi reaksiyon hizini
arttirmaktadir. Ancak enzimler protein yapisinda maddeler olduklarindan, belli bir 1s1

derecesinden itibaren enzimin denatiirasyonu sz konusu olacaktir.

pH : Enzimatik reaksiyonlar, ortamm H' iyonu konsantrasyonundan ¢ok fazla etkilenirler.
Her enzimin en iyi calistigln pH araligi farklidir. Bu aralik genellikle nétr degerine yakindir.

Fakat asidik ve bazik ortamlarda ¢alisan enzimlerde vardir.

Ortamdaki Su Miktari : Enzimler genellikle sulu ortamda etkili olup su miktarinin % 18’in

altinda oldugu ortamlarda caligsmazlar.

Inhibitérler : Substratlara ¢ok benzeyen ve enzim reaksiyonlarim yavaslatan bu maddeler,
enzimlerle birleserek enzimleri etkisiz hale getirirler. Bazi inhibitorler ise enzimlerle birlesip

enzimlerin parg¢alanmasina sebep olurlar.
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Aktivatorler : Mangan. nikel, klor ve magnezyum iyonlar1 enzimlerin etkinligini arttirir. Bazi
aktivatorler enzimin substratla birlesmesini kolaylastirirken bazilari ise enzimin aktif ylizeyini

daha da aktif hale getirerek reaksiyon hizin arttirirlar (Champe,2000).

3.3 Enzim Kinetigi

Enzimatik reaksiyonlarin  hizlarinin  deneysel parametrelerdeki degismelerle nasil
degistiklerinin incelenmesi, enzim kinetikleri olarak bilinir. Bir enzimatik reaksiyonun hizi,
enzim etkisiyle zaman birimi basma (1 dakikada veya 1 saniyede) olusan {iriiniin veya {irline
doniisen substratin miktarina gore ifade edilir. Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan
katalizlenen enzimatik reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle optimal kosullarda belirli siirede

iiriine doniistiirilen substrat miktaria gore ifadesidir.

Michealis ve Menten enzimle katalizlenen reaksiyonlarin bir¢ogunu kapsayan basit bir model
one slirmiiglerdir. Michaelis Menten denklemi reaksiyon hizinin subsrat konsantrasyonuyla

nasil degistigini géstermektedir.
Vo= ilk hiz,

Vmax= maksimum hiz

K. = Michaelis sabiti

S = Subsrat konsantrasyonu

kl k3 Vv
E+ S ES — E+ P \Ys
k2 max [~ T T T T T T T T — T T 7
Vinax +[S
V= L[] (Michealis-Menten esitligi) 12 Vinax -
Ky + [S]
Kum =(k; +k3)/ k4 : [S]
Km

Sekil 3.5 Michealis-Menten esitligi
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Bu goriise gore;

E ve S nin goreceli konsantrasyonlari : Subsrat kosantrasyonu enzim konsantrasyonundan ¢ok

daha fazladir. Bdylece herhangi bir zamanda enzim tarafindan baglanan substrat miktari

kiicuiktiir.

Denge durumu varsaymmi : (ES) zamanla degismez. Yani ES nin olusum hiz1 ES nin yikim

hizina esittir.
[lk hiz : Enzim reaksiyonlarinda genel olarak ilk hiz kullanilmaktadir.
Bu goriigiin sonuglart ;

K,nin Ozellikleri: Michealis sabiti bir enzim belli bir substrata dzgiidiir ve o enzimin s6z
konusu substrata ilgisini yansitir. Ky, sayisal olarak 2 Vi, a esit oldugu esnadaki substrat

konsantrasyonudur. K;, enzim konsantrasyonu ile degismez.

Hiz ile enzim konsantrasyonu arasindaki iliski : Biitiin substrat konsantrasyonlarinda

reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ornegin enzim konsantrasyonu

yartya indirildiginde reaksiyonun hizi orjinalin yarisina diiser.

Reaksiyon basamag : (S) Ky, den ¢ok kiiciik ise reaksiyonun hizi substrat konsantrasyonuyla

kabaca orantilidir. (S) K, den ¢ok biiyiikse hiz sabit ve V. a esittir. Bu durumda reaksiyon

hiz1 substrat konsantrasyonlarindan bagimsizdir (Champe,2000).

3.4 Enzimlerin Adlandirilmalari ve Siniflandirilmasi

Kiralitenin Oneminin anlasilmasiyla birlikte, kolesterol, alzheimer, antikanserojen,
hipertansiyon gibi bir¢ok alanda etki gosteren ilaglarin sentezinde kullanilan ilag yap1
taglarinin  stereosegici  doniisiimlerinde  enzimlerden  yararlamlmaktadir. Bu tiir

biyodoniisiimlerde, degisik enzim siniflar1 kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde Uluslararas1 Biyokimya Birliginin (UIB) enzim komisyonu tarafindan kabul
edilen sistematik isimlendirme kullanilmaktadir. UIB’a gore; her enzim katalizledigi

reaksiyon tipine ve mekanizmasina gore isimlendirilmektedir.
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Bu sisteme gore enzimler 6 grupta incelenir:

Oksido-rediiktazlar (EC.1): Elektron transferi yapan enzimlerdir. Yani oksidasyon

rediiksiyon reaksiyonlarini katalizler.

Transferazlar (EC.2): Grup transferi yapan reaksiyonlar katalizleyen enzimlerdir.

Hidrojen disinda herhangi bir atom veya atom gubunun (metil, karboksil, amino,

fosfat gruplari) bir molekiilden digerine aktarilmasini saglar.

Hidrolazlar (EC.3) : Glikozidaz, anhidrid, esterler, amidler, peptidler ve diger C-N

gruplari iceren fonksiyonlarin hidrolizini saglar.

Hidrolaz enzimlerinin alt gruplari:

E.C3 Hidrolazlar
E.C.3.1 Ester bagini hidroliz edenler
E.C.3.1.1 Karboksilik ester hidrolazlar
E.C.3.1.1.3 Triagilgliserol lipaz
E.C.3.2  Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler
E.C.3.3  Ester baglarini hidroliz edenler
E.C.3.4 Peptid baglarimi hidroliz edenler
E.C.3.5 Peptid disinda kalan C-N baglarin1 hidrolize edenler
E.C.3.6  Asit anhidrit baglarini hidroliz edenler

Liyazlar (EC.4) : Bir molekiilden su molekiili ¢ikarmadan bir grubu koparan

enzimlerdir. HX gibi gruplarin uzaklastirilip baglanarak C=C, C=N ve C=0 gibi cift

bagli yapilar katalizleyen enzim grubudur.

[zomerazlar (EC.5) : Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniisiimiinii

katalizleyen enzimlerdir. Cis-trans izomerleri, rasemazlar bu gruba giren enzimlerdir.

Ligazlar (EC.6) : ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmasi sonucu ortaya c¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasini

katalizleyen enzimlerdir (Wendy ve Loughlin, 2000; Bugg, 2002).
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3.5 Lipaz Enzimleri

Lipaz enzimi, Okaryotik canlilarda sindirim, absorbsiyon gibi c¢esitli lipid ve lipoprotein
metabolizmasindan sorumludur. Su-yag arabiriminde, triacilgliserollerin hidrolizlerini
katalizleyerek gliserol ve yag asitlerine doniistiirme 6zelligine sahip olan lipazlar (trigliserol
acilhidrolazlar, E.C. 3.1.1.3), dogada ¢ok yaygin olarak mikroorganizmalar, bitkiler ve yiiksek

yapili hayvansal organizmalarda bulunmaktadirlar (Hasan vd., 2006).

Organik c¢oziiciiler icerisinde katalitik aktivite gdsterebilme Ozellikleri, endiistrinin c¢esitli
alanlarinda yaygin olarak kullanilmasini saglamigtir. Dogal substratlarindan farkli olarak,
organik c¢oziiciiler icerisinde daha genis aralikta substratlar etkileyerek transesterlesme, i¢
esterlesme ve esterlesme gibi, sulu ortamda gergeklesmesi miimkiin olmayan reaksiyonlari

katalizleyebilmektedirler (Castro, 1995; Sharma vd., 2001).

Dogal substrati olan trigliseridlere ek olarak, bazi diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli esterler,
amidler, poliol/poliasit esterleri ve bunlarin alkolleri lipaz enzimi tarafindan substrat olarak
kabul edilir. Lipazlar, kiral asitlerin esterlerinin hidrolizinden daha cok kiral alkollerin
esterlerinin hidrolizi i¢in yararhidirlar. Lipaz enzimlerinin biiyiikk cogunlugu, sekonder

alkollerin “Kazlauskas kuralina” uygun esterlerini tercih ederler (Faber, 1999).

Sekil 3.6 Kazlauskas kuralt
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1. Hidroliz

0O==0

I - c H
R N —— o
R.'/ ‘\0/ 2 + H,O R1/ \xo/ +

2. Esterlesme

o}

I
.!_-; H (o] —_— /c\\ /RQ + H-0
R/\\O/—RZ/\H R, o
;
3. Transesterlesme
A, Asidoliziz
o}
0 0 ” a
I _ |
C R, =~ !:! H /C“‘\ /Rz— /C\\ /H
R1/ \0/ R’/ \0/ Rs 0 Ry 0
3

B. Interesterlesme

=0
=0
—_—0
O==0

+ _—— Ry R
R R + 2
C. Alkoliz
° ﬁ
L‘ Ry o //0\\ —————————— /C\\ /R3 - /0\\
R o Rs H Ri 0 Rs H
D. Aminoliziz
0
ﬁ M !:l H o
N ———— / ~. + / ~
R/c\ /,R2 R(/ ‘\H R, N ] R, H
1 3

Sekil 3.7 Lipaz enzimlerinin katalizledigi tepkimeler
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Lipazlar, o ve B hidrolaz sinifi ailesine ait, serin hidrolazlardir. Aktif bolgede, her iki taraftan
a-heliksler ile kaplanan hidrofobik [ diizlemi ve katalitik triad olarak adlandirilan serin,

glutamat aspartat ve histidin formlarini igcermektedir (Schmidt,1998; Faber, 1999).

His 156

Sekil 3.8 Lipazlarin ii¢ boyutlu yapisi

L.basamak Asp

O (@)
\‘H N W H — > R—OH

NS
II.basamak
A
o) o—
K,N\/‘_N/_H ‘_// \ T a OR,

0
)k H,0 Q R3NH, )k
Ri OH \ )k / RY NHR;

hidroliz amit olusumu
R,0H H,0, 0
)k acil-enzim ara bilesigi )k
R,, R3 = alkil, aril, N(Ry), Ri OOH
ac;ll taransfer perasit olusumu
. J

Sekil 3.9 Serin hidrolaz mekanizmasi.
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Lipaz enziminin aktif bolgesi o-heliks yapisinda bulunan bir oligopeptid tarafindan
korunmaktadir. Su yag ortaminin yoklugunda aktif bolge bu kisa a-heliks zinciri tarafindan
kapatilir ve enzim inaktif duruma geger. Su yag ortami varliginda ise enzim ylizeyinin su ve
yag ile etkilesmesi ile enzimin aktif bolgesini kapatan a-heliks kapag1 geri katlanarak acilir ve

enzim aktif hale gelir (Faber, 1999 ; Manfred, 2002).

3.5.1 Lipaz Enziminin Ozellikleri

Gilinlimiizde lipazlar, hem sulu hem de susuz ortamlarda yapilmasi ¢ok gii¢ olan reaksiyonlari
katalizleyebilen 6nemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Farkli kaynaklardan elde
edilen lipazlar, konumsal spesifiklik, yag asiti spesifikligi, termostabilite, optimum pH
kosullar1 gibi bircok durum agisindan ¢ok biiyiik bir ¢esitlilik gostermektedir. Fakat genel

olarak tagidiklan 6zellikler asagida siralanmaktadir:
= [liman kosullarda aktivite gostermektedirler.
= Dogal substrat spesifitelerinin yaninda, genis bir substrat araligina sahiptirler.
= Kemo, regio ve stereosegici Ozellik tagimaktadirlar.
= Organik ¢oziiciilerde yiiksek aktivite gosterebilmektedirler.
= Uygulandiklar reaksiyonlarda kofaktore gerek duyulmamaktadir.

= Reaksiyonlarda gostermis olduklar yiiksek spesifikliklerinden dolayi, istenmeyen yan

urinler az elde edilmektedir.

= Dogada yaygin olarak bulunmasi sebebiyle kolay ve ucuz uygulama alanlar

saglamaktadirlar.

= Lipazlarin kristal yapisinin tamamiyle c¢o6ziilmesi istenilen sekilde dizayn

edilebilmesini saglamaktadir (Sharma, 2001; Eggert ve Erich, 2002).
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3.5.2 Lipaz Cesitleri
Lipazlar mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal olmak {izere cok cesitli kaynaklardan elde
edilebilmektedirler. Mikrobiyal enzimler, bitki ve hayvan kaynakli enzimlere gore daha fazla

tercih edilmektedir. Bunlarin sebepleri asagida goriildiigi gibi siralanmaktadir;
» Fazla miktarda lipaz saflastirilabilmektedir.
= Hayvan ya da bitki kaynakli lipazlara gore daha kararlidir.
= Genetik manipulasyonu kolaydir.
= Cok ¢esitli katalitik aktivite gostermektedirler.
= Yiiksek {riin eldesi gosterirler.
= Mikroorganizmalarin ¢abuk biiyiimeleri sebebiyle kolay ve ucuz elde edilebilmektedir.

= Elde edilen iiriinler, daha giivenilir ve kullanim i¢in uygundur (Hasan vd., 2006).

3.5.3 Mikrobiyal Lipazlar

Mikrobiyal lipazlar; bakteri, mantar veya maya kaynakli olabilmektedir. Ticari olarak
kullanilan lipaz enzimlerinin biiyiik bir kism1 mikroorganizmalardan ekstraselliiler olarak elde
edilmektedir. Endiistride kullanilan lipaz enzimlerinden sadece 6 tanesi bakteri kaynaklidir.
Bu enzimler, maya kaynakli enzimlerle karsilastirildiklarinda; yiiksek aktivitesi, notral ya da
alkalin pH’a sahip olmalar1 ve termostabil 6zellik tagimalar sebebiyle daha cok tercih
edilmektedir. Endiistride en c¢ok tercih edilen lipaz kaynakli bakteri tiirleri; Achromobacter
sp., Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp. ve Chromobacterium sp. seklinde

siralanabilmektedir.

Pseudomonas tiirii bakteri lipazlar1 (Pseudomonas Fluorescens, Pseudomonas Aeruginosa,
Pseudomonas Cepacia ve Pseudomonas Glumae) ¢ok segici biyokatalizorlerdir. Aktif
bolgelerinin dar yapili olmasindan dolay:r biiyiik substratlarla etkilesimlerinde basarisiz
olduklar1  goriilmiigtiir. Fakat substrattaki kiiglik dallanmalarla yiiksek segicilik

gosterebilmektedirler. Enantiyosecilimli sentezlerde en ¢ok tercih edilen enzim ¢esidi lipazdir.
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Endiistride en ¢ok tercih edilen lipaz kaynakli mantar tiirleri; Aspergillus niger, Candida
cylindracea, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, R. Delemar, R.
Japonicus, R. Niveus ve R. Oryzae seklinde siralanmaktadir. Mucor miehei (IM 20) ve
Candida antarctica (Sp 382) lipazlart organik ¢oziicii yoklugunda yag asitlerinin

esterifikasyonu ve transesterifikasyonundan sorumludur.

Candida (Candida lipolytica, Candida anatractica ve eskiden Candida Cyclindracea) tiiriine
ait lipazlar, sekonder alkollerin esterlerinin rezoliisyonunda ve a-substutiye karboksilatlarin
rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilirlar. Candida cylindracea substrat olarak biiyiik grup
iceren esterleri tercih ettiklerinden, halkali yapiya sahip esterlerin hidrolizinde yaygin olarak

kullanilmaktadirlar.

Mucor tiirii lipazlar (Mucor miehei, Mucor javanicus) biyotransformasyon c¢aligmalarinda

oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cizelge3.1’de lipaz enzimi tireten bazi bakteri, mantar ve mayalarin listesi verilmistir (Sharma

vd., 2001; Hasan vd., 2006).

Cizelge 3.1 Lipaz enzimi iireten bazi mikroorganizmalar

mantar

maya

bakteri (gram pozitif)

bakteri (gram negatif)

Rhizopus niveus

Candida rugosa

Bacillus megaterium

Pseudomanas cepecia

Rhizopus oryzae

Candida antarctica

Bacillus cereus

Pseudomanas fluorescens

Rhizopus arrhizus

Candida cylindracea

Bacillus subtilis

Cromobacterium viscosum

Aspergillus flavus Candida tropicalis Bacillus coagulans Acinebacter radioresistens
Aspergillus niger Pichia sivicola Staphylococcus canosus | Aeromonas Hydrophila
Aspergillus oryzae Sirobasidium magnum | Staphylococcus aureus

Penicillium roqueforti

Sterigmalomyces elviae

Staphylococcus hyicus

Penicillium citrinum

Rhodororulaminula

Staphylococcus
epidermidis

Penicillium camambertii

Lactobacillus delbruckii

Mucor miehei

Streptococcus lactis

Mucor javanicus

Micrococcus luteus

Mucor hiemalis

Propionibacterium acne

Rhizomucor miehei

Burcholderia glumae

Alternaria brassicicola

Bifidobacterium bifidum
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3.5.4 Lipaz Enzimlerinin Kullanim Alanlar1

Lipaz enzimleri, hem sulu hem de organik ¢dziiciilerde yiiksek aktivite gostermeleri, genis
substrat araliklar1 ve uygun calisma kosullar1 sebebiyle endiistrinin bir¢ok alaninda tercih
edilir duruma gelmistir. Lipazlarin endiistri alanindaki en 6nemli uygulama alanlar1 deterjan,
gida, kagit mamiilii, tekstil, organik sentezler, kozmetik ve ila¢ sanayiidir. Ozellikle kemo,
regio, ve enantiosegilimli davraniglar gostermesi bu enzimlerin ilag sanayiinde kullanimin

yayginlastirmaktadir.

Lipazlarin yaglan hidrolizleme yetenekleri, onlar1 deterjan endiistrisinde énemli bir katalizor

haline getirmistir.

Lipazlar gida endiistrisinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Peynir ve ekmek yapiminda, et
ve balik {irtinlerinden yag asitlerinin uzaklagtirilmasi, peynir aromasinin arttirilmasi ve peynir

olgunlagmasinin hizlandirilmasi gibi ¢ok ¢esitli alanda kullanilmaktadir.

Kagit endiistrisinde ise kagit hamurundan cesitli maddeler uzaklastirilarak kagit yapimini
saglamaktadir. Bu alanda Candida rugosa lipazi odun triglisaridlerinin % 90 ninin hidrolize

edilmesini saglamaktadir.

Lipaz enziminin gostermis oldugu kemo, regio ve enantiyosecicilik ise organik sentezlerde

yaygin olarak tercih edilmesini saglamaktadir (Sharma vd., 2001; Hasan vd., 2006).

Cizelge 3.2 Bazi lipaz enzimlerinin endiistride kullanim alanlari

Tip Kaynak Uygulama alanlan
Burkholderia cepacia Organik Sentezler

P.alkaligenes Deterjan sanayii

Bakteri P. mendocina Deterjan sanayii
P.fluorences Gida sanayii

Candida rugosa Organik Sentez

Mantar ve Mayalar Candida antarctica Organik Sentez
R. miehei Gida sanayii
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3.5.5 Lipaz Enzimi ile Enantiyosecilimli Sentezler

Lipaz enzimleri, rasemik karigimlarin rezoliisyonunda, farmakolojik, agrokimyasal ve pestisit
gibi kiral yap1 birimlerinin sentezinde katalizor olarak kullanilabilmektedir. Son yillarda, kiral
ilaclarin Oneminin anlasilmas1 ve lipaz enzimlerinin bu alanda kullanilabilirligi, lipaz

katalizorliigiinde gergeklestirilen enantiyosecilimli sentezlerde artisa neden olmustur.

Gelisen molekiiler biyoloji teknikleri; lipaz enziminin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesini
saglayarak bu alanda yapilan ¢alismalara hiz kazandirmaktadir. Bu sebeple; lipaz enziminin
enantiyosegiciligini arttirma ya da istenilen konfigurasyonu elde etmek amaciyla, aktif
bolgenin modifikasyonu saglanmakta; istenilen 6zellige sahip rekombinant lipaz enzimleri
iiretilebilmektedir. Ornegin iltihap giderici olarak kullamilan naproxen ve ibuprofen; ACE
inhibitorii olarak kullanilan captopril, enalapril, ceranopril, zofenapril ve lisinopril ve
kalsiyum kanallarinin bloklanmasinda kullanilan diltiazem gibi ilaglar lipaz enzimi

kullanilarak enantiyosaf olarak elde edilmistir (Schmidt, 1998).

3.5.6 Lipaz Katalizi ile Baz1 llaclarin Enantiyosecilimli Sentezleri

Anti-Alzheimer ilaglarinda 6nemli bir aract molekiil olarak kullanilan (S)-2-Pentanol’iin
enantiyosecilimli sentezleri lipaz katalizi ile gergeklestirilmistir. Candida antarctica kaynakli
lipaz enzimi kullanilarak, (S)-2-pentanol % 49 verimlilikte ve % 99 ee degeriyle, (S)-2-
heptanol ise % 44 verim % 99 ee  degeriyle elde edilmistir.

)
OH OH 4
/\}\ C. antarctica lipaz /\A OH

3 o\ 0 /o
Rasemik 2-pentanol S-2 pentanol 2
p W H3C/\/\CH3
stksinik anhidrit R-2 Pentil hemisuksinat
HO OH /|/f\(/o
/\/\}\ C. antarctica lipaz /\/\)\
H
HaC CHs HyC CHs + o 0
. 0 o) 0] :
Rasemik 2-heptanol AN 74 S- 2-heptanol X
H3C/\/\/\CH3
siksinik anhidrit R-2 Heptil hemisiiksinat

Sekil 3.10 Rasemik 2-pentanol ve 2-heptanol’ {in lipaz katalizli reaksiyon semasi
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Cesitli kanser tiplerinin tedavisinde kullanilan paclitaxel’in, lipaz enzimiyle enantiyosegilimli
sentezleri yapilmistir. Paclitaxel yan zincirleri olan C-13 cis-3-(asetoksi )-4-fenil-2-azetidinon
rasemik asetatinin enantiyosecilimli hidrolizleri Pseudomonas cepecia PS-30 ve Psedomonas
sp SC 13856 lipaz1 ile gerceklestirilerek, (3R) asetat i¢cin % 48 verimlilikte ve % 99.5 ee
degerinde iiriin elde edilmistir (Patel, 2002).

OAc OAc, \\@ HO

Pseudomanas sp.SC 13856 Lipaz_ l:’
,—NH Vaml L, —NH
o] o o]
Rasemik Asetat (3R)- Asetat (3S)- Alkol

Sekil 3.11 Paclitaxel yan zinciri rasemik asetat’in Psedomonas sp SC 13856 lipazi ile sentezi

Renin-angiotensin-aldosteron sisteminin baskilanmasinda antihipertansiyon ajant olarak
kullanilan captopril’in lipaz enzimiyle enantiyosecilimli sentezi yapilmistir. Captopril, ACE
(Angiotension Converting Enzyme) inhibitorliigii ile angiotensin I’in angiotensin II’ye
doniismesini engelleyerek, mercapto alkonil konfigurasyonuna bagli olarak ACE inhibitorii
ozelligi tasimaktadir. S konfigurasyonunun R konfigurasyonuna kiyasla 100 kat daha aktif
oldugu tespit edilen captopril’in yan zinciri, Rhizopus oryzae ATCC 24563 ve Pseudomonas
cepecia lipaz1 PS-30 ile (S) enantiyomeri % 24 verimlilikte % 95 ee ile elde edilmistir (Patel,
2002).

CHj

SH N
CO,H

O
Sekil 3.12 Captopril

CH, CH, CH,
H,C s OH SH X OH HsC OH
HSCYSWOH Lipaz 3 \ﬂ/ \A\/ +\/Y 3 Y
- +
0 0 Toluen 0] 0 0 o)
Rasemik (S) (R)

Sekil 3.13 Captopril yan zincirinin lipaz katalizli reaksiyon semasi
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4. o-HIDROKSIi KETONLARIN ONEMi

a-Hidroksi ketonlar, biyolojik olarak aktif dogal fiiriinlerin asimetrik sentezlerinde yapi
birimleri olmalar sebebiyle, endiistri ve akademik c¢aligsmalar agisindan ¢ok biiylik bir 6nem
tagimaktadirlar. Ayrica 2-hidroksipropiyofenon tiirevlerinin sentezinde anahtar ara {iriindiirler.
Asagida belirtilen (Sekil 4.1) hidroksi ketonlar, farmakolojik olarak Onemli ¢esitli

hidroksipropiyofenon tiirevleri i¢in araci yapi birimleridir.

O O
CHj CHj;
OH OH
Cl
0] 0]
CHj F CHj
OH OH
F F
F

Sekil 4.1 Hidroksipropiyofenon tiirevleri

Optikge aktif o-hidroksi ketonlarin elde edilebilmesi icin, bircok kimyasal metod

gelistirilmistir.

Bunlar;
= Optikge aktif enolatlarin stereoselektif oksidasyonlari,
= Prokiral enolatlarin oksidasyonunda optikce aktif oksoziridinlerin kullanilmasi,
= Kiral titanyum enolatlarin oksidatif secilimleri,

= Silil enol eterlerin asimetrik oksidasyonlar1 gibi yontemlerdir.
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Kimyasal metodlara alternatif olarak optikge aktif a-hidroksi ketonlarin biyokatalizor
kullanilarak sentezleri; aromatik aldehitlerden C-C bag1 olusumuyla, o-diketonlarin
indirgenmesiyle, rasemik o-hidroksi ve o-asetoksi ketonlarin kinetik rezoliisyonu ve

derasemizasyonu ile gerceklestirilmektedir (Demir ve Hamamct; 1998, 2001,2002).

Demir ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada, a-asetoksi enonlarin a-hidroksi enona
hidrolizi i¢in birgok enzim grubu denenmis ve en iyi sonucun Rhizopus oryzae mantari ile
elde edildigi tespit edilmistir. Bu calismada; ilk dnce Mn(OAc); katalizorliigiinde ketonun
oksidasyonu gergeklestirilmistir. Daha sonra Rhizopus oryzae lipazi ile yiiksek enantiyomerik

safliga sahip a-hidroksi keton elde edilmistir (Demir ve Hamamei, 2001).

O O
CH, CHj
Mn(OAc)3
Siklohekzan OAc

Rhizopus Oryzae
THF

CH3

OH

(S) (R)

Sekil 4.2 a-asetoksi ketonlarin enantiyosecilimli hidroliz reaksiyonu
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5. ENONLARIN ASETOKSILASYONU

Enonlarin secici a-asetoksilasyonu, farmakolojik olarak dnemli bilesikler ve kiral ligandlar
icin anahtar rolii oynamaktadir. Kursun (IV) asetat, civa asetat, mangan (III) asetat gibi
katalizorlerle enonlarin a-asetoksilasyonu gerceklestirilebilmektedir. William ve Hunter,
enonlarla yapmis olduklari ¢alismalarda; Mn(OAc); katalizorliigiinde elde edilen oksidasyon
iiriinleri ile kursun(IV) asetat kullanilarak elde edilen oksidasyon iiriinlerini karsilastirmislar
ve mangan (III) asetat ile elde edilen triinlerin daha verimli sonuglar verdigini, daha 1limh

reaksiyon kosullart gerektirdigini gormiislerdir.

Watt ve arkadaslar1 ise; yapmis olduklar1 oksidasyon calismalarinda, susuz Mn(OAc);

kullanmislar ve daha verimli sonuclar elde etmislerdir.

Giliniimiizde, Mn(OAc); katalizorliigiinde yapilan asetoksilleme reaksiyonlart a-asetoksi ve
o, doymus ketonlarin elde edilmesini saglayan en verimli ve en ¢ok tercih edilen metottur

(Demir vd., 2004).

1 1
Pb(OAC), HchO
> R2
R2 Benzene Reflux cl)
R1 Rj R1 Rs
CH,
CH
3 CHs
Hg(OAC), O\H/
0 Reflux o
o)
H,C CH
: ’ HsC™ “CHg
Q 0
H,C ‘
Mn(OAC), _ 3 \|(O
CH Benzene Reflux ‘
3 O O CHy CH,

Sekil 5.1 Enonlarin a oksidasyonu
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Mangan (III) asetat aracilifiyla yapilan oksidasyon calismalari genel olarak iki sinifa

ayrilmaktadir.

1.

Direkt Oksidasyon : I¢ veya dis tabakadan substratin bir elektron oksidasyonudur. Bu
oksidasyonla; mangan (III) kompleksi olustuktan sonra ara iriin radikalinin
oksidasyonu iiriin belirleyici olmaktadir. Bu oksidasyon sinifina; alkollerin
oksidasyonu, amino ve kiikiirtlii bilesiklerin, karboksilik asit ve gesitli aromatik

gruplarin oksidasyonu gibi ¢ok ¢esitleri 6rnekler verilebilmektedir.

Dolayli Oksidasyon : Mangan (III) asetat ile etkilesime gegmis olan araci radikalin
formasyonundan sonra gerceklesen substratin dolayli yoldan oksidasyonudur.
mangan(Ill) asetat, a-hidrojen atomu tasiyan bilesiklerin karbonil grubuyla birlikte

olefinik ve aromatik doymamis sistemlere katilma reaksiyonlarini saglamaktadir.

I I
cl, C—H + Mn(lll) —» ——C—Ce + Mn(Il) + H'
| ] 1| |
—H_‘.+ c=—c >~ C c‘: c‘: c‘:

Sekil 5.2 Mangan III asetatin dolayli oksidasyon mekanizmasi

Substrat yapis1 ve reaksiyon kosullari primer radikal {iriiniin yapilandirilmasi agisindan

oldukc¢a dnemlidir. Eger substrat genel oksidantlardan daha az reaktif ise, mangan (III) asetat

serbest radikal {ireticisi olarak kullanilabilmektedir. Co(III), Ce(IV) gibi bir elektron

yiikseltgeyicileri ve TI(III), Pb(IV) gibi iki elektron yiikseltgeyicileri mangan(IIl) asetat ile

benzer 6zellikler gosterirler. Mn(IIl) asetatin diger oksidantlara istiinliigii, diisiik reaktivite

vermesine ragmen yiiksek selektivite gostermesidir.
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Fazla miktarda Mn(III) asetat kullanilmas1 hizl1 oksidasyona ve ligand transfer reaksiyonu ile
asetat reaksiyonuna neden olmaktadir. Mangan (III) asetat katalizorliiglinde gerceklesen

reaksiyonlarin basit semasi asagida gosterilmistir:
Mn(IIT) + substrat —»  ara iiriin radikali + Mn(II)
Mn(III) + ara iiriin radikal > iriin + Mn(II)

Suyun varliginda komplikasyonlar gelisebilmektedir. Su, trivalent manganin Mn(IV) ve
Mn(Il)’ye disproporsiyonuna yol acar ve alternatif 2-elektron oksidasyonlar Mn(IV)

tarafindan meydana gelebilir.

Mangan (III) asetat ayrica, doymamis olefinik sistemlere aldehit grubunun ve ketonlarin
katilmasi, doymamis  sistemlere  haloalkanlarin  katilmas1  gibi  reaksiyonlarda

kullanilabilmektedir ( De klein, 1986 ).

Cok c¢esitli reaksiyonlarin C-C ve C-O bag formasyonlarin1 saglamada ¢ok basarili sonuglar
elde edilmis olsa da Mn(Ill) asetat ile yapilan calismalarin c¢esitli dezavantajlar

bulunmaktadir. Bunlar;

= Kabul edilir reaksiyon zamani ve {irlin miktar1 i¢in fazla miltarda Mn(IIl) asetat

gerektirmesi,

= Literatiir raporlar dikkatle incelendiginde bazi ¢aligmalar sonucunda Mn(III) asetatin
iyi sonuglar vermedigi ve reaksiyon verimlerini diisiirdiigiiniin goriilmesi seklinde

siralanabilmektedir.

Literatiirde; enonlarin ve aromatik ketonlarin a-asetoksilasyonlarina farkli bir yaklagim olarak
% 74-96 verim ile elde edilen KMnOy ve asetik asit/karboksilik asit ile yapilan ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu sekilde yapilan c¢alismalar; kolay  yolla gerceklesen reaksiyon
mekanizmalari, yliksek secicilik gostermeleri ve ekonomik oluslar ile diger katalizorlere

iistiinliik saglamaktadirlar (Demir ve Findik, 2008).
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6. INDOL TUREVLERININ ONEMi

Endiistriyel ve akademik caligmalarda 6nemli bir yere sahip olan indol tiirevleri, biyolojik
aktivitesi yiiksek, heterohalkali bilesik siniflarindan biridir. Pek cok bilesik, ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelere sahip olan indol halkasini, yapisinda bulundurmaktadir. Dogal {iriinlerin
ve sentetik olarak elde edilen ila¢ 6ncii maddelerinin, biiyiik bir kisminda indol ¢ekirdegine

rastlamak miimkiindiir (Kuethe ve Davies 2006, Huleatt vd., 2008).

Indol halkas1 iceren ¢ok iyi bilinen ilaglar arasinda, iltihap giderici ozellik gosteren
indometazin (Sekil 6.1), etodolak, (Sekil 6.2), migren tedavisinde kullanilan avitriptan (Sekil
6.3), sumatriptan (Sekil 6.4), ve antidisritmik Ozellik gosteren stobadin (Sekil 6.5) yer
almaktadir (Soltes vd., 2000; Horton vd., 2002 ; Singh vd., 2008).

CH,CO,H

H3com
0,

Sekil 6.1 Indometazin

Sekil 6.2 Etodolak

SO,NHMe N=\
W Bl

Sekil 6.3 Avitriptan
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SOzNHMe NMe2

Sekil 6.4 Sumatriptan

Sekil 6.5 Stobadin

Canli organizmalarin, bazi temel yapitaslarinda da indol halkasi bulunmaktadir. Ornegin
triptofan (Sekil 6.6) aminoasitinin yapisinda, énemli bir yapitagi olarak indol ¢ekirdegi yer
almaktadir. Ayrica melatonin (Sekil 6.7), serotonin (Sekil 6.8), triptamin, 3-metil-indol gibi
triptofan tiirevi bir¢ok dogal {iriinde de bulunmaktadir. Bu yapilar arasinda en dikkat ¢ekici
olani; triptofanin hidroksilasyonu ve dekarboksilasyonu sonucu olusan norotransmitter bir
madde olan seratonin ($ekil 6.8) molekiiliidiir. Bunun yaninda; 3-metil-indol, melotonin ve
serotonin, ilag gelistirilmesinde kullanilan 6nemli bilesiklerdir (Reddy vd., 2002; Horton vd.,
2003; Spadoni vd., 2006).
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Cizelge 6.1 Canli yapisinda bulunan bazi indol tiirevleri

indol Yapis1

Bulundugu yapi

Aktivite

o>
[

Sekil 6.6 Triptofan

Aminoasit

Melatonin, serotonin, triptamin gibi

yapilarin olusturulmasini saglar.

B3 vitaminin olusumuna katilir.

HyCO CH,CH,NHCOCH;

Iz

Sekil 6.7 Melatonin

Hormon

Kardiyovaskiiler sistem, sindirim
sistemi ve immun cevabi diizenleme

etkileri vardir.

Suproksit dismutaz, glutation
peroksidaz, glutain rediiktaz, katalaz
ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi
birgok antioksidan enziminin
tiretilmesi saglamakta ve aktivitesini

kuvvetlendirmektedir.

MT; ve MT, membran reseptorlerine

baglanma 6zelligi gostermektedir.

HO CH,CH,NH,

Sekil 6.8 Seratonin

Hormon

kardiyovaskiiler, gastrointestinal
sistemlerin kas fonksiyonunun
diizenlenmesi ile trombosit
fonksiyonunun diizenlenmesinden
sorumlu  bir  (5-hidroksitriptamin)

yapidir
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Indol halkasi, sentetik olarak elde edilebildigi gibi, dogal olarak bazi canlilarda da
bulunmaktadir. indol-3-karbinol bilesigi (Sekil 6.9), lahana, brokoli gibi sebzelerin ana iiriinii
olarak bulunmakta ve kimyasal koruyucu 6zellik gostermektedir. Indol-3-karbinol (Sekil 6.9)
ve diindolmetan iirlinlerinin, insanlarda meme ve prostat kanser hiicreleri iizerinde apoptasis
(dogal hiicre oOlimii) etki gosterdikleri bilinmektedir. Deney hayvanlar ile yapilan
calismalarda, indol-3-karbinol bilesiginin bir¢ok kanser ¢esitine kars1 koruyucu etki gosterdigi

belirlenmistir (Chemopr, 1997 ; Kemdi vd., 2004).

CH,OH

I

H

Sekil 6.9 Indol-3-karbinol

Indol tiirevlerinin genel olarak; apoptasis (dogal hiicre &liimii) uyarici, sitotoksik 6zellikleri,
antioksidan etkileri, hiicre boliinmesine kars1 etkileri, hiicre dongiisii paremetrelerinin
modiilasyonu, BRCA1 ve BRCA2 gibi tiimor baskilayici genlerin aktivasyonu, ¢esitli hiicre
sinyal yollarina etkileri, androjen ve Ostrojen hormonlarinin degismesine sebep olmalar1 gibi
cok cesitli antitiimor ve koruyucu ozelliklerinin yaninda, HPV16 onkogen transkripsiyon
mekanizmasinin indirgenmesini saglayarak, antiviral aktiviteye sahip oldugu, in vitro ve in
vivo olarak ispatlanmistir. Ayrica, antibakteriyel, antikonviilzan, antitumor, antimetastaz
olarak kullanilan ilag etken maddeleri ile depresyon tedavisi ve norojenik aktivitelerde etkili

oldugu bilinmektedir (Pathak vd., 2004 ; Gendy vd., 2008; Rieck ve Fiander, 2008).

Cesitli mikroorganizmalardan, bitkilerden ve deniz canlilarindan izole edilen indol
alkoloidleri, antimikrobiyal, sitotoksik, antikanserojen ozellikler gostererek onemli bilesik
siniflarint olusturmaktadirlar. Biyoaktif alkoloidler, en fazla indol ¢ekirdegine bagh olarak
bulunmaktadir (Cavdar ve Saragoglu, 2005). 3-siibstitiiye indoller, yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip deniz alkoloid smifinin yapisin1 temsil ederek, imidazole (topsentin, nortopsentin),
dihidroimidazole (discodermindol), oxazole (martefrgin,amazol), oxadiazin(alboinon),
maliemid (didemidines), piperazine (dragmacidon) gibi halkali yapilarn olusturmaktadir. 3-
stibstitiiye indoller, genel olarak anti enflamatuar ve analjezik etkiye sahiptirler. Cizelge 6.2’
de cesitli deniz canlilarindan ve bakterilerden izole edilmis bazi indol alkoloidlerinin yapilar

gosterilmistir (Franco vd., 1998; Radvan vd., 2006; 2007).
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Cizelge 6.2 Baz1 indol alkoloid yapilar1

indol yapisi Bulundugu Biyolojik aktivitesi
canh
HoN N Splidium sitotoksik etki
| meridianin
R1 N _ (tiimor hiicrelerine kargt
Aplidium protein kinaz
R meridianum inhibitorligii)  (Franco
vd., 1998; Radvan ve
3 (deniz canlist) | gy gherpiny, 2006)
R
4
R

Sekil 6.10 Meridianin

R'=0OH, R*=R’=R*=H

Spongosorites sitotoksik
ruetzleri
antifungal
(deniz siingeri)
antiviral ~ (Sakemi ve
OH Sun, 1990).
R2 Hapalosiphon antibakteriyel
fontinalis
antimikotik aktivite

H;C

N
H
Sekil 6.12 Hapaloindol

R'=NC, R*=Cl

(mavi yesil alg)

(Moore vd., 1986)
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H Streptomyces antimikrobiyal,
| staurospores
N %O hipotansiyon,
(bakteri)
sitotoksik ozellik
(protein kinaz C
inhibitorligii) (Cavdar
ve Saragoglu, 2006).
NHMe
Sekil 6.13 Staurosporin
Streptomyces sitotoksik o6zellik (K562
griseoviris 16semi ve KB
epidermoid kanser
bakteri
(bakter) hiicrelerine  karst  etki
gostermektedir)
(Firstner ve Weintritt,
1997)
Sekil 6.14 Roseophilin

4-siibstitiiye indoller, biyolojik olarak énemli alkoloid ve kuinonlar i¢in 6nemli yapilardir. 4-

okso-4,5,6,7-tetrahidroindoller,

4-siibstitiiye

indollerin

sentezinde

araci olarak

kullanilmaktadir. Mitosenes (Sekil 6.15), murraykuinon (Sekil 6.16) ve pindalol (Sekil 6.17),

4-siibstitiiye indollerden sentezlenen 6nemli alkoloidlerdir (Nayyar, vd., 1996; Demir vd.,

2006).
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NG~

MeO
(0]

Sekil 6.15 Mitosenez

" I‘l O
AN
N
H

o)

Sekil 6.16 Murraykuinon

CHj
H3C N 0
H
HO \
N
H

Sekil 6.17 Pindalol

4,5,6,7 Tetrahidroindoller, kolay aromatize olmalarindan dolayi, indol sentezleri i¢in araci
molekiil olarak kullanilmaktadirlar. Sonug¢ olarak 2-fonksiyonelize 4,5,6,7-tetrahidroindoller,
2-fonksiyonalize indol hazirlamak icin baslangic materyali olarak kullanilabilmektedir. Bu
yapilar; farmakolojik olarak 6nemli bircok maddeyi ve vindolin (Sekil 6.18), vindoresine,
elliptisin (Sekil 6.19) gibi 6nemli alkoloidlerin 6ncii maddelerini temsil etmektedirler (Modi

vd., 1989; Kuehne vd., 1986; Bhandra vd., 1992 ve Trofimov, vd., 2008).
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Sekil 6.19 Elliptisin

Baz1 pirol tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri, 4,5,6,7-tetrahidroindollerin, yeni siibstitiiye
ornekleriyle birlikte, c¢esitli sentetik yollarinin  gelisimini  tesvik etmektedir. Farkli
tetrahidroindol yapilari; antibiyotik, antipsikotik ajan ve kan pihtilasma inhibitorleri gibi ¢ok
farkli biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin yapisinda da bulunmaktadir. Ayrica gecis
metalleri i¢in, ligand olarak da kullanilmaktadir (Tanyeli vd., 2004).

Oksoindol tiirevlerinin biyolojik aktiviteleri ve indollerle olan yapisal iligkisi, bu bilesik
smiflarin1 ilag ve sentetik organik kimya alaninda Onemli hale getirmistir. 4-okso-
tetrahidroindoller, indol kuinon analogu olan, mitomisin antibiyotiginin sentezi i¢in oldukca

onemli bilesiklerdir (Wang ve Jimenez, 1994).

Oksoindol halkasi, 6zellikle 3,3-spiro-oksoindol ¢ekirdegi, bir¢ok dogal iiriiniin (horsfiline,
spirotriprostatin, alstotin, gelsemin, welwistatin, rhynchophylline..vb) anahtar yapisini
olustururken, aymi zamanda 3-aril-metiliden oksoindolleri, kinaz inhibitorii olarak
sentezlenmektedir Dogal kaynaklardan elde edilen, birgok 3 ve 3a-hidroksi-siibstitiiye
oksoindol alkoloidleri, 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Cizelge 6.3 te indol yapilar

belirtilmistir (Castillo vd., 2006; Pudlo vd., 2007).



Cizelge 6.3 Dogal kaynaklardan elde edilen baz1 oksoindol tiirevleri

Hibiscus moscheutos

OH
COOMe (ebe giimeci)
—O0
NH
lahana
OH
HO COOH
—0
NH
Arundo donax
OH
CHZN HMe (karg1 kamist)
—O0
NH
Allium odorum L.
HO
N (Bitki)
N
Me

N

|

H

Flustra foliacea
HO
N\ (deniz omurgasizi)
Me
Br /ﬁN
H3C CHj
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7. MATERYAL VE METOD

Bu calismada biitiin bilesikler Niikleer Manyetik Rezonans Spekroskopisiyle (NMR) (Bruker
DPX 400 Mhz), standart ¢oziicli olarak ddtorokloroform ve uluslararasi standart olarak da
tetrametilsilan (TMS) kullanilarak belirlendi. IR spektrumlar1 Perkin Elmer FT-IR

Spectrometer ile yapildi.

Biitiin saflagtirmalar kolon kromatografisi merck silika jel 60 (40-63 "m mesh biiyiikliigiinde)
ve merck MN preparatif plaklar kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar ince tabaka kromatografisi
(ITK) merk silika jel 60 GF,s,4 ile kontrol edilerek, camag UV (254 nm) ile belirlendi. Erime
noktasi tayini Stuart SMP3 cihaziyla belirlendi.

Optik rotasyonlar Bellingham-Stanley P20 polarimetre kullanilarak yapildi. Enantiyomerik
saflik derecesi, kiral kolon takili Agilent 1100 HPLC cihaz1 ile belirlendi. Kemosentez
reaksiyonlarinda kullanilan lipazlar; PFL (Pseudomanas fluorences Lipaz) BioChemika
(95608); CAL (Candida antarctica Lipaz) BioChemika (65986); HPL (Hog pancreas Lipaz)
BioChemica (62300); MML (Mucor miehei Lipaz) BioChemika (62298); RAL (Rhizopus
arrhizus Lipaz) BioChemika (62305); PPL (Penisillium roqueferti Lipaz) BioChemika
(62308); AOL (Aspergillus oryzae Lipaz) Biochemica (62285), lipaz basic ve extension kit

olmak iizere Fluka’dan temin edilmistir.

7.1 Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 7.1’de gdsterilmistir.

Cizelge 7.1 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
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Cizelge 7.1 ( Devam )

Fosfor pentaoksid

Merck 21-470-1

Silikagel Merck 107734
Sodyum hidroksid Merck 106482
Tetrahidrofuran Merck 108114
Dimetilstilfoksit Merck 116743
2-propanol Merck 100995
Siklohekzan Merck 102832
Asetonitril Merck100003
Diklorometan Merck 106049

Dipotasyum hidrojen fosfat

Merck 105102

Potasyum dihidrojen fosfat

Merck 104873

Mangan II Asetat

Merck 63537

Potasyum permanganat

Merck 105080

Mangan III asetat Aldrich 215880
1,5,6,7-Tetrahidro4-H indol Merck 357839
p-anisaldehid Aldrich 88107

7.2 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi Sentezi

7.2.1 Mangan (III) Asetat ile 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-1H-indol-5 -il-asetoksi Sentezi

Mangan (III) asetat (2 mmol), 50 ml benzen ve asetik asit karigiminda ¢oziilerek, Dean-Stark
tuzagi ile, reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux yapildi. Daha sonra, 1,5,6,7-
tetrahidro-4H-indol-4-on (0.5 mmol) ilave edilerek, ITK ile kontrol edilip, baslangic maddesi
tamamen tirline doniisiinceye kadar reaksiyona 75 dakika devam edildi. Reaksiyon karigimi,
kloroform ile seyreltilip doymus NaHCOs3 ve tuzlu su ile extrakte edildi. Organik faz, MgSO4

iizerinden kurutulup, solvent vakum altinda uzaklastirildi
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Uriiniin ~ saflagtirilmasi, kolon kromatografisinde 2:3 (EtOAc:Hekzan) sistemi ve
siklohekzan/diklorometan sistemi ile kristalizasyon islemi yapilarak % 35 verimle 4,5,6,7-

tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi elde edildi.

Sekil 7.1 Mn(1II) asetat ile yapilmis reaksiyonun ITK sonucu

7.2.2 Mangan (II) Asetat ile 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-1H-indol-5 -il-asetoksi Sentezi

Mangan (II) asetat (1.5 mmol), KMnO,4 (1.5 mmol), 50 ml benzen ve asetik asit karisiminda
¢oziilerek, Dean-Stark tuzagi ile reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edildi.
Daha sonra, 1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on (0.5 mmol) bilesigi ilave edilerek, ITK ile
kontrol edilip, baslangic maddesi tamamen iiriine doniisiinceye kadar reaksiyona 75 dakika
devam edildi. Reaksiyon karisimi, kloroform ile seyreltilip, doymus NaHCO; ve tuzlu su ile
extrakte edildi. Organik faz, MgSQ, lizerinden kurutulup solvent vakum altinda uzaklagtirildu.
Uriiniin ~ saflagtirilmasi, kolon kromatografisinde 2:3 (EtOAc:Hekzan) sistemi ve
siklohekzan/diklorometan sisteminde kristalizasyon iglemi yapilip % 40 verimle 4,5,6,7-

tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesigi elde edildi.

Sekil 7.2 Mn(1I) asetat ile yapilmis reaksiyonun iTK sonucu
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7.2.3 KMnOQy ile 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi Sentezi

Potasyum permanganat (1.5 mmol), 50 ml benzen ve asetik asit ile ¢dziilerek, Dean-Stark
tuzag ile, reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar reflux edildi. Daha sonra, 1,5,6,7-
tetrahidro-4H-indol-4-on (0.5 mmol) bilesigi ilave edilerek, ITK ile kontrol edilip, baslangig
maddesi tamamen {irline doniisiinceye kadar 75 dakika reaksiyona devam edildi. Reaksiyon
karisimi, kloroform ile seyreltilip, doymus NaHCOj; ve tuzlu su ile extrakte edildi. Organik
faz, MgSOy iizerinden kurutulup solvent vakum altinda uzaklastirildi. Uriiniin saflastirilmasi,
kolon kromatografisinde 2:3 (EtOAc:Hekzan) sistemi ve siklohekzan/diklorometan ile
kristalizasyon islemi yapilarak, % 63 verimle 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi
elde edildi.

Sekil 7.3 KMnOy, ile yapilmis reaksiyonun ITK sonucu

Erime sicakligi: 184.3 °C
R 0.5 (silika jel, 2:3 EtOAc:Hekzan)

'H-NMR (400 MHz, CDCl; + CCly) & (ppm) : 2.01 (s, 3H, -CHj)

2.25-2.44 (m, 2H, -CH,)
2.69-2.79 (m, 2H, -CH,)

5.52 (d.d, J=4.58, 12 Hz, 1H, CHO)
6.43 (d, J=2.58 Hz, 1H, H-3)

6.53 (d, J=2.95 Hz, 1H, H-2)

C-NMR (400 MHz, CDCl; + CCly) & (ppm) : 21.0, 29.3, 33.9, 64.2, 96.1, 105.9,
120.1, 138.7, 173.2, 192.1)

IR (CHCI)) y(max) : 1664, 1727, 3019 cm’!
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7.2.4 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi Bilesiginin Hidroliz Reaksiyonu

LiOH monohidrat (16.5 mmol), 150 ml MeOH igerisinde 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-
5-il-asetoksi (2.85 mmol) ile karistirildi. Daha sonra, ITK ile kontrol edilerek, baslangig
maddesi tamamen liriine doniisiinceye kadar, oda sicakliginda 2 saat reaksiyona devam edildi.
Reaksiyon karigimi, etil asetat ile seyreltilip 1 N HCI ve tuzlu su ile extrakte edildi. Organik
faz, MgSO, iizerinden kurutulup solvent vakum altinda uzaklastirildi. Uriiniin saflastiriimasi
kolon kromatografisinde 2:3 (EtOAc:Hekzan) yapilarak o-hidroksi-1,5,6,7-tetrahidro-4H-

indol-4-on % 20 verim ile elde edildi.

7.3 Lipaz Katalizli Reaksiyonlar

Saf rasemik 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi (0.2mmol) bilesigine, organik
¢oziicii (0.4 ml) ve fosfat tamponu (220 pl) eklenerek lipaz enzimi (100 mg) ilave edilip, 37
°C sicaklikta inkiibatdrde karistirildi. Substratin doniisiim orani belirli araliklarla ITK ile takip
edilerek doniisiim %50 oldugunda reaksiyon durduruldu. Reaksiyon karigimina kloroform
ilave edilip enzim filtrasyonla ortamdan alindiktan sonra, kloroform vakum altinda
uzaklastirildi. Daha sonra olusan (R/S)-4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve
(R/S)-6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesikleri, preparatif plaklar ile 9.8:0.2
(Benzen:Propanol) sisteminde birbirinden ayristirildi.

HPLC ile yapilan 6lgiimler, Chiralcel ODH kolon 254 nm’ de UV tarama Hekzan/2-
propanol=90:10, 0.8 ml/dak. akis hizinda gerceklestirilmistir.

Sekil 7.4 Lipaz katalizli reaksiyonlarm iTK ile kontrolii
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Rasemik 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin Penisillium roqueferti
lipaz (PPL) enzimiyle 37 °C’ de tetrahidrofuran i¢inde 2 saat 50 dakika siirede olusan

reaksiyonu sonucu gozlenen degerler agagida verilmistir.

6.7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesigi i¢in:

Erime noktasi : 130.2°C

R¢ : 0.5 (silika jel, 2:3 EtOAc:Hekzan)
Enantiyomerik saflik (ee) : %95

Optik ¢evirme : [alpP= +12.5

'"H-NMR (400 MHz, CDCl; + CCL)) & (ppm) :  2.33-2.42 (m, 2H, -CH>)
2.57-2.64 (m, 2H, -CH,)
3.67-3.75 (m, 1H, OH)
4.6 (dd,J=3.7Hz, 12 Hz, 1H, CH)
6.47 (d, J= 2.6 Hz, 1H, CH)
6.66 (d, J=2,7 Hz, 1H, CH)

BC-NMR (400 MHz, CDCL; + CCly) & (ppm) : 30.7, 32.3, 64.3, 96.5, 106.6, 119.6,
143, 193,

IR (CHCIs) y(max) ; 1618, 3020, 3423 cm'

4.5.6.7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-1l-asetoksi bilesigi i¢in :

Enantiyomerik saflik (ee) % 75
Optik ¢evirme Jalp®=(-) 34.5

Farkli ¢oziicii ve farkli lipaz kaynaklar kullanilarak gerceklestirilen, enantiyosegilimli

sentezlerin HPLC sonuglar1 Cizelge 7.2” de verilmistir.
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Cizelge 7.2 Lipaz enzimiyle gerceklestirilen enantiyosegilimli sentez sonuglari

ENZIM Zaman Coziicii ASETOKSI HiDROLIZ
(saat) % ee? verim® | % ee® verim”

RAL 3.42 DMSO 65 73

PFL 6.45 DMSO 38 70°

HPL 5 DMSO 28 71

PPL 3 DMSO 34 61

CAL 5 DMSO 71 74
MML 25 DMSO 73 54

AOL 17.5 DMSO 69 65

RAL 2 THF 65°¢ 79

PFL 3.5 THF 17 35

HPL 3.5 THF 74° 86

PPL 2.5 THF 75 % 71 95 % 52
CAL 6 THF 58 89

RAL 7.5 asetonitril 53 52

PFL 4 asetonitril 65 79

HPL 4 asetonitril 17 94

PPL. 3 asetonitril 19 75

RAL 6 toluen 3.8 85

PFL 6 toluen 19 93

HPL 6 toluen 53 49

PPL 2.2 toluen 65 73

"Rasemik bilesiklerin standart olarak kullanildigit HPLC 6lglimleri, chiralcel ODH kolonu ile
(254 nm UV tarama yapilarak) hekzan/2-propanol=90:10 ¢6ziicii sisteminde (0.8 ml/dak. akis
hizinda)  gergeklestirilmistir

°Flash kolon kromotografisiyle izole edilen iiriinlerin verimi

‘ters segicilik (reverse selectivity)
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8. SONUCLAR ve TARTISMA

8.1 Calismanin Yonii

[lag sanayisinde gdstermis olduklar1 biyolojik aktivite nedeniyle indol tiirevleri oldukca
onemli heterohalkali bilesik siiflarindan biridir. Dogal iiriinlerin ve sentetik olarak elde
edilen ila¢ dncii maddelerinin, biiyiik bir kisminda indol ¢ekirdegine rastlamak miimkiindiir.
Biyolojik olarak aktif bir¢ok bilesigin yapisinda bulunan 4,5,6,7-tetrahidroindol tiirevleri,
antibiyotik, antipsikotik, antikanser etki gosteren pek cok ilag Oncii maddelerinin yap1

birimleridir. Canli organizmalarin bazi temel yapilarinda da indol halkasi bulunmaktadir.

Dogal kaynaklardan elde edilen bircok oksoindol tiirevleri de énemli biyolojik aktivitelere
sahiptir. Ayrica aritmik ajan olan pindaloliin ve mitosenes, murraykuinon gibi biyolojik
olarak cok biiyiik bir neme sahip olan alkoloid ve kuinonlarin yapitaslar1 olan 4-siibstitiiye
indollerin sentezinde araci olarak goérev yapmaktadir. 4-Okso-4,5,6,7-tetrahidroindol elde
etmek i¢in bilinen en pratik metod endosiklik oksijen atomunun nitrojen atomunda 4-okso-

4,5,6,7-tetrahidrobenzofuran iskeletine transformasyonudur.

Indol tiirevi iceren dogal bilesikler, stereomerkez tasidiklar i¢in asimetrik sentezde oldukca
onemlidirler. Optik¢e aktif maddelerin elde edilmesinde kullanilan en 6nemli yontemlerden
biri asimetrik sentezdir. Son yillarda gelisen biyoteknoloji yontemleriyle birlikte,
biyokatalizorler olan enzimlerle de asimetrik sentez yapilmaktadir. Kimyasal yontemlere gore
enzimler, spesifitesi, kolayligi ve ucuzlugu gibi bircok sebep dolayisiyla daha cok tercih
edilmektedir. Enzimler, kimyasal olaylar1 katalizleyen makromolekiil yapisinda bulunan
kimyasal ajanlardir. Enzimleri proteinlerden ayiran en onemli Ozellik katalitik aktivite
gostermeleridir. Enzimler, 1liman sartlarda yiiksek verimde galistiklari, ve enantiyospesifik
olduklar1 i¢in rasemik karigim halinde bulunan kimyasallarin optik¢e aktif bilesiklerine
doniistiiriilmesinde kullanilmaktadir. Ozellikle ilag endiistrisinde, rasemik karisgim halindeki
ilaglarin yerine tek sterecoizomer ilaglarin tercih edilmesi enzim kullaniminin 6nemini

attirmistir.
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Calismamizda, enzim olarak lipazlardan yararlanilmigtir. Lipazlar hem sulu ortamlarda hem
de organik coziiciilerde aktivite gosteren enzimlerdir. Organik ¢oziiciilerde aktivite
gdstermeleri, enantiyosegilimli sentezler agisindan oldukca dnemlidir. Ozellikle kemo, regio,
ve enantiyosecilimli davraniglar gostermesi bu enzimlerin ila¢ sanayiinde kullanimin

yayginlastirmaktadir.

Bu c¢alismada; 1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on bilesiginden baslanarak, bir okso indol tiirevi
olan, 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-
4(5H)-on bilesiklerinin enantiyosecilimli sentezleri, iki basamakli olarak basarili bir sekilde
elde edilmistir. Calismanin ilk asamasinda, literatiir arastirmalar1 dogrultusunda, enonlarin o
secilimli asetoksilasyonlarinda etkili bir katalizor oldugu belirlenen Mn (III) asetat araciligi
ile reaksiyon gergeklestirilmistir. Fakat bu ¢alisma sonucunda elde edilen madde miktarinin
diisiikliigii, yan iirtinlerin fazlalig: gibi sebepler, reaksiyon verimini oldukca diigiirmiistiir. Bu
sebeple farkli yontemler denenerek verimin arttirilmasi igin ¢aligmalar yapilmistir. Mn (1)
asetat katalizorliiglinde gergeklestirilen sentezde, KMnQO, eklenerek, reaksiyon ortaminda
Mn(III) asetat sentezi gergeklestirilmis ve verimin artis gdstermesi hedeflenmistir. Mn (III)
asetat ile yapilan o secilimli asetoksilasyona kiyasla Mn(Il) asetat ile yapilan sentezin
veriminin daha yiiksek oldugu goriilmiis fakat elde edilen madde miktarinin yeterli olmayisi,
farkli katalizor denenmesine yol agmistir. Demir ve grubunun, enonlarin KMnO4
katalizorliiglinde o secilimli asetoksilasyonlar ile ilgili ¢aligmalar 1s18inda, enonlarin o
secilimli asetoksilasyonlar1 icin KMnQO, kullanilmis ve daha yiiksek verim ile 4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesigi elde edilmisti. KMnO4 ile yapilan
reaksiyonlar sonucunda yan iiriin olusumu gériilmemistir. Ug farkli katalizér ile yapilan
reaksiyon sonucunda en yiiksek verimin KMnOQOy ile gerceklestirildigi saptanmistir. Coziicii
olarak benzen kullanilmasi, oksidasyonun a sec¢ilimli olmasimi saglamaktadir (Demir ve

Findik, 2008).

Caligmanin ikinci asamasinda, KMnOQ, katalizorliigiinde elde edilmis olan 4,5,6,7-tetrahidro-
4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin her iki enantiyomeri kemoenzimatik ydntemlerle

sentezlenerek enantiyosecicilik i¢in en uygun kosullar saglanmustir.
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Bu ¢alismayla birlikte literatiirde ilk kez kiral 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi
ve 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiklerinin enantiyosecilimli sentezleri
kemoenzimatik yontemle yiiksek verimle ve yiiksek enantiosaflikta elde edilerek (Sekil 8.1)

literatiire bu bilesiklerin sentezleri i¢in yeni bir metod kazandirilmig olacaktir.

0 o)
HiC _O
| AN KMnO, Y | \
N Benzen @] N
H H
Lipaz
pH=7
o o
HyCo O HO
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Sekil 8.1 Reaksiyon semast

Reaksiyonlarm kontrolii ITK ile izlenmistir. Saflastirma islemleri kolon kromatografisi ve
kristalizasyon ydntemi ile yapilmustir. Uriinlerin yap: tayini ve karakterizasyonu NMR ve IR

kullanilarak yapilmaistir.

8.1.1 1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on Bilesiginin a Se¢ilimli Asetoksilasyonu
1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on bilesigi, enonlarin a segilimli asetoksilasyonu igin ii¢ farkl

katalizor vasitasiyla reaksiyona sokulmustur.

a. Mn(OAc¢); kullanilarak vapilan a secilimli asetoksilasyon

1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on  bilesigi, 4 equivalent Mn(OAc)s, benzen, asetik asit ile
Dean Stark tuzagi altinda, benzenin reflux sicakliginda tepkimeye sokuldu. Uriin olusumu
ITK ile kontrol edilerek baslangic maddesi tamamen iiriine déniistiigiinde reaksiyon
durduruldu. Uriiniin saflastiriimasi, 2:3 (EtOAc:Hekzan) sistemi ile kolon kromatografisinde
ve siklohekzan/diklorometan sistemi ile kristalizasyon isleminde gergeklestirilerek % 35

verimle 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesigi elde edildi.
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b. Mn(OAc¢),.4H,0 kullanilarak vapilan o secilimli asetoksilasyon

1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on  bilesigi, 3 equivalent Mn(OAc),.4H,0, KMnQ4, benzen,
asetik asit ile Dean Stark tuzagi altinda, benzenin reflux sicakliginda tepkimeye sokuldu.
Uriin olusumu ITK ile kontrol edilerek baslangic maddesi tamamen iiriine doniistiigiinde
reaksiyon durduruldu. Uriiniin saflastirilmasi, 2:3 (EtOAc:Hekzan) sistemi ile kolon
kromatografisinde ve siklohekzan/diklorometan sistemi ile Kkristalizasyon isleminde
gergeklestirilerek % 40 verimle 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesigi elde
edildi.

c. KMnQO,4 kullanilarak vapilan o secilimli asetoksilasyon

1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on bilesigi, 3 equivalent KMnQy4, benzen, asetik asit ile Dean
Stark tuzag: altinda, benzenin reflux sicakliginda tepkimeye sokuldu. Uriin olusumu ITK ile
kontrol edilerek baslangic maddesi tamamen {irline doniistiiglinde reaksiyon durduruldu.
Uriiniin  saflagtirilmasi, 2:3 (EtOAc:Hekzan) sistemi ile kolon kromatografisinde ve
siklohekzan/diklorometan sistemi ile kristalizasyon isleminde gerceklestirilerek % 63 verimle

4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesigi elde edildi.

Yapilan verim analizleri sonucunda, en yiiksek verimin KMnQO, ile yapilan reaksiyonlar
sonucunda gerceklestigi goriilmiistiir. KMnOs, yiiksek segiciligi, ucuzlugu ve kolay uygulanir
yontemleriyle enonlarin asetoksilasyonlarinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Demir ve Findik,

2008).
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Sekil 8.2 1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on bilesiginin a se¢ilimli asetoksilasyonu

a  Mn(OAc);/Benzen/Asetik asit
b Mn(OAc),.4H,0/ KMnO,/ Benzen/Asetik asit

¢ KMnO,/ Benzen/Asetik asit

4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin "H-NMR spektrumunda, 2.25-
2.44 ppm’de C-6 protonlar1 ve 2.69-2.79 ppm’de C-7 protonlari i¢in birer multiplet, 5.52
ppm’de C-5 protonu icin dubletin dubleti (J= 4.58Hz ve 12 Hz), C-3 ve C-2 protonu i¢in
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sirastyla 6.43 ppm’de (J=2.58 Hz) ve 6.53 ppm’de (J=2.95 Hz) birer dublet gdstermektedir.
Ayrica 2.01 ppm’de asetil grubunun protonlari igin singlet gézlenmektedir (Sekil Ek 1).
BC-NMR spektrumunda ise; C-5 karbonu igin 64.2 ppm’de bir sinyal, ester grubunun
karbonil karbonu i¢in 173.2 ppm’de ve C-4’teki karbonil karbonu igin 192.1 ppm’de birer
sinyal, C-3 ve C-2 karbonu i¢in siras1 ile 96.1 ve 105.9 ppm’de birer sinyal, pirol halkasina ait
C-4 ve C-5 karbonu i¢in 120.1 ve 138.7 ppm’de sinyal goézlenmistir (Sekil Ek 2).

IR spektrumunda; indol halkasindaki N-H grubu i¢in 3019 cm™de, ester grubunun karbonil
karbonu i¢in 1727 cm™ ve C-4’teki karbonil karbonu i¢in 1664 cm™’de karakteristik sinyaller
gozlenmistir (Sekil Ek 5).

8.1.2 Enzim Ortaminda Asetoksi Ketonlarin Hidrolizi

Enzimler oldukc¢a verimli katalizorlerdir, 1liman kosullar altinda yaklasik 4-8 pH araliginda ve
20-40 °C sicaklik araliginda yiiksek aktivite gosterirler. Reaksiyonlar1 ¢cok genis bir substrat
araliginda katalizliyebilirler. Biitiin katalizorler gibi enzimler sadece bir reaksiyonu hizlandirir
fakat onlarin reaksiyonlarinin termodinamik dengesinin pozisyonu iizerinde bir etkileri
yoktur. Organik reaksiyonlarin hemen hemen her tipine denk bir enzim katalizli iglem vardir.

Bunlar1 agagidaki gibi siralayabiliriz:

= Hidroliz reaksiyonlart (yaglar, amidler, laktonlar, laktamlar, eterler, asit anhidritleri,

epoksitler ve nitriller)

= QOksidasyon rediiksiyon reaksiyonlar (alkanlar, alkenler, aromatik bilesikler, alkoller,

aldehid ve ketonlar, siilfitler, ve siilfonoksitler)
= Adisyon eliminasyon reaksiyonlari (su, amonyak, hidrojen siyanir)
= Halojenlendirme—dehalojenlendirme reaksiyonlari
= Alkinlendirme, alkil ¢ikarilmasi, izomerizasyon, asiloin ve aldol reaksiyonlari,

Kimyasal secicilik, regiosegicilik ve enantiyosecicilik gostermesi enzim Kkatalizli
reaksiyonlarin O6nemini arttirmaktadir. Hidrolitik enzimler, organik sentezlerde en fazla
kullanilan biyokatalizorlerdir. Ester ve amit baglarinin hem hidrolizini hem de olusumunu
katalizliyen hidrolitik enzimler arasinda en 6nemli olanlar amidazlar, proteazlar, esterazlar ve
lipazlardir. Bunlarin arasinda lipazlar, ucuz ve kolay bulunabilir olmalari, ¢ok genis bir
substrat aralig1 icin yiiksek enantiyosecicilige sahip olmalar1 ve organik ¢oziiciilerde yiiksek

dayaniklilik gostermeleri sebebiyle, yaygin olarak kullanilmaktadir.



60

8.1.3 Enantiyosecimli Sentezleri Etkileyen Parametreler
Lipaz katalizli enantiyosecilimli tepkimelerde enzim kaynagi, c¢oziicii tiiri ve sicaklik

enantiosecimliligi arttirmada 6nemli parametrelerdir.

Enzim kaynaklarinin enantiyosecimli sentezler iizerine etkisini incelemek amaciyla,
farmakolojik olarak 6nemli bilesiklerden olan 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-asetatin
farkli lipazlar kullanilarak kemoenzimatik sentezi yapilmistir. Ayn1 ¢oziicti kullanilarak sekiz
farkli lipaz cesiti denenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda en yiiksek enantiyosegimlilik;
Amona PS ve Pseudomonas fluorences lipazinda elde edildigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde 3-
metoksi-4-metil-2-oksosiklohek-3-enil asetatin enzimatik hidrolizi 11 farkli lipaz enzimi
denenmistir. En yiiksek enantiyose¢imlilik Candida cylindracea lipazinda elde edilmistir

(Demir vd., 2006).

Ortam sicakligr lipaz enziminin aktivitesini etkileyen ¢ok Onemli bir faktordiir. Yapilan
calismalar lipaz katalizorliigiinde gerceklestirilen enantiyosecilimli sentezler i¢in optimum

ortam sicakliginin 20-60 derece arasinda olmasi gerektigini gostermektedir (Manfred, 2002).

Lipazlar hem sulu ortamlarda hem de organik ¢oziiclilerde aktivite gdsteren enzimlerdir.
Organik c¢oziiciilerde aktivite gdstermeleri, enantiyosecilimli sentezler acisindan oldukga
onemlidir. Bu sentezlerde dikkat edilmesi gereken en Onemli unsur; kullanilan organik
¢Oziiclinlin, enzimin hidrat kabuguna zarar vermeyecek sekilde secilmis olmasidir. Genel
olarak lipaz enzim ile yapilan biyokataliz reaksiyonlarinda; hidrofobik coziiciilerde yiiksek
aktivite, hidrofilik ¢oziiciilerde ise diisiik aktivite goriilmektedir. Bu nedenle lipaz enzimi i¢in
en cok kullanilan organik c¢oziicliler, benzen, toluen, asetonitril, n-hekzan, siklohekzan,
heptan, oktan, izo-oktan, nonan, petrol eter, triasetin, karbontetrakloriir, kloroform ve etil

asetattir (Castro, 1995; Faber,1999 ; Berglund, 2001).

8.1.4 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi  Bilesiginin Lipaz Katalizli
Reaksiyonlari

Lipaz enzimlerinin organik ¢oziiciilerde de aktivite gostermesi, biyokataliz reaksiyonlarinda
yaygin olarak kullanilmasinin 6nemli sebeplerindendir. Bu c¢alismada, 4,5,6,7-tetrahidro-4-
okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin kemoenzimatik reaksiyonlart i¢in biyokataliz
reaksiyonlarinda yaygin olarak kullanilan ve organik ¢éziiciilerde de aktivite gdsteren lipaz
enzimleri kullanilmistir. Bu amagla, toluen, asetonitril, DMSO, THF olmak tizere dort farkli
organik ¢oziicii ve HPL (Hog Pancreas lipazi; domuz pancreasinda elde edilmistir), PFL

(Pseudomonas fluorences lipazi; Pseudomanas bakterisinin alt sinifina aittir),
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RAL (Rhizopus arrhizus lipazi; Rhizopus mantarinin alt sinifina aittir.), PPL (Penicillium
roqueferti lipazi; Penicillium mantarinin alt sinifina aittir.), CAL (Candida antarctica lipazi;
Candida mayasmin alt snifina aittir.), olmak {izere bes farkli lipaz enzimi kullanilmistir.
Kemosentez reaksiyonlart sonucunda, organik c¢oziiciilerin molekiillerin enantiyosaflik
degerlerine ve segiciligine farkli etkileri olmustur. Bu ¢aligmadaki biitiin enzim reaksiyonlari
fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH=7), 37°C sicakliginda yapilmis olup, katalizoriin yilizeyine
substratin difiizyonunu saglamak amaci ile reaksiyon calkalayic1 inkiibatér varliginda
gergeklestirilmistir. Reaksiyon ITK ile takip edilmis ve yaklasik %50 doniisiime ulastiginda
durdurularak ham {iriin, kolon kromatografisi ile ayrilmistir. Ayirma sonunda kiral 4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesigi
saf olarak elde edilmistir. Uriinler NMR ve IR spektroskopisi ile aydinlatilmstir.

6,7-dihidro-5-hidroksi- 1 H-indol-4(5H)-on bilesiginin '"H-NMR spektrumu, 2.33-2.42 ppm’de
C-6 protonlart ve 2.57-2.64 ppm’de C-7 protonlar i¢in birer multiplet, 4.61 ppm’de C-5
protonu i¢in dubletin dubleti (J=3.7 Hz, 12 Hz), C-3 ve C-2 protonu igin sirasiyla 6.47
ppm’de (J=2.6 Hz) ve 6.66 ppm’de (J=2.7 Hz) birer dublet gostermektedir. Ayrica 3.67-3.75
ppm’de OH grubunun protonu i¢in multiplet gézlenmistir. Genel olarak OH grubunun 3.8
ppm’ de broad singlet olarak goriilmesi beklenirken, primer alkollere bagli OH gruplarinda

bazen 3.8 ppm’ de multiplet goriilmesi beklenmektedir (Sekil Ek 3).

BC-NMR spektrumunda; C-5 karbonu igin 64.3 ppm’de bir sinyal, ve C-4’teki karbonil
karbonu i¢in 193.2 ppm’de bir sinyal, C-3 ve C-2 karbonu i¢in sirasi ile 96.5 ve 106.6 ppm’de
birer sinyal, pirol halkasina ait C-4 ve C-5 karbonu i¢in 119.6. ve 143 ppm’de sinyaller
gozlenmistir (Sekil Ek 4).

6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesigi, verimin ¢ok diisiik olmasi, kolay bozunan
bir yapiya sahip olmasi ve baslangi¢ maddesi ile ¢ok yakin Ry degerlerine sahip olmasi gibi
nedenlerle tam olarak saflagtirilamamis ve reaksiyon esnasinda olusan yan firiinlerden
kurtulunamamustir. Bu nedenle 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin 'H-
NMR ve "“C-NMR spektrumlarinda, 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi
bilesiginin 2.01 ppm’de beklenilen asetil grubunun protonlar i¢in singlet yapisi ve yan
iiriinlerden kaynaklanan kirliliklere rastlanmaktadir.

IR spektrumunda: O-H grubu i¢in 3423 cm™’de broad bir sinyal, indol halkasindaki N-H
grubu icin 3020 cm™de ve C-4’teki karbonil karbonu i¢in 1618 cm™de karakteristik sinyaller
gozlenmistir (Sekil Ek 5).
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Kemosentez reaksiyonlar1 sonucunda, organik c¢oziiciilerin molekiillerin enantiyosaflik
degerlerine ve seciciligine farkli etkileri olmustur. Yapilan degerlendirmeler asagidaki
gibidir:

Coziiciilerin, molekiiliin enantiyosaflik degerlerine olan etkisi: Hog pancreas (HPL) lipazi ile

asetonitril ¢oziiclisiinde % 94 ee degeri, DMSO ¢oziiciisiinde % 71 ee degeri, THF ile % 86 ee
degeri, toluen ile % 49 ee degeri elde edilmistir. Rhizopus arrhizus lipazt (RAL) ile yapilan
calismada, DMSO’ da % 73 ee, THF’te % 79 ee, asetonitrilde % 52 ee, toluende % 52 ce
degeri goriilmistiir. Pseudomanas fluorences lipazi (PFL) ile DMSO’ da % 70 ee, THF’de %
35 ee, asetonitrilde % 79 ee, toluende % 93 ee sonucu bulunmustur. Penisillium roqueferti
lipazi (PPL) ile yapilan doniisiimde, DMSO ile % 61, THF ile % 95, asetonitril ile % 75,
toluen ile % 73 ee degerleri elde edilmistir. Candida antarctica lipaz1 (CAL) ile ise, DMSO’
da % 74 ee, THF ile % 89 ee degerleri elde edilmistir.

Ters segicilik (reverse selectivity) etkisi : Pseudomanas fluorences lipazi ile gerceklestirilen

kemosentez reaksiyonlarinda, DMSO, 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin,

Rhizopus arrhizus ve Hog pancreas lipazlan ile yapilan biyodonigsiimde ise, THF, 4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin konfigurasyon yapisini diger organik

coziiciilere gore farkli etkileyerek ters secicilik etkisi gostermistir.

Enantiyomerlerin en iyi sekilde ayrilmasmi saglamak igin ¢esitli kiral HPLC kolonlar
denenmistir. chiralcel OD ve OJ kolonlar1 kullanildiginda, enantiyomerlerin iyi
ayrilmadiklarn goriilmiistiir. chiralcel OD-H kolonu (hekzan/2-propanol=90:10/0.8 akis hiz1)
kullanildiginda en iyi sonu¢ alinarak, a-hidroksi ve a-asetoksi 4-okso-tetrahedroindol

tiirevlerinin enantiyosaf olarak elde edilmesi saglanmistir.

Sekil 8.3 ‘te rasemik 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin chiralcel
OD-H kolonu (hekzan/2-propanol=90:10/0.8 akis hiz1) ile yapilan HPLC analizi sonucu UV

254 nm’ de gozlenen HPLC kromotogramlart goriilmektedir.
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Sekil 8.3 Standart olarak kullanilan rasemik 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi
bilesiginin HPLC kromotogrami1

Kemosentez reaksiyonlarinda, en yiiksek enantiyomerik saflik degeri Penisillium roqueferti
lipaz1 (PPL) ile % 95 degerinde ve % 52 verim ile tetrahidrofuran ¢oziiciisii icerisinde elde
edilmigtir (Sekil 8.4). Ayrica, Pseudomonas fluorences (PFL) toluen igerisinde, % 94 ee
degeri ile Hog pancreas (HPL) ise asetonitril igerisinde % 93 ee degeri (Sekil 8.5) ile elde

edilerek oldukea yiiksek enantiyomerik saflikta iiriinler elde edilmistir.
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Sekil 8.4 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin THF ortaminda Penisillium
roqueferti lipazi ile HPLC analiz sonucu
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Sekil 8.5 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin asetonitril ortaminda HPL
lipaz1 ile HPLC analiz sonucu
4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin enzimatik hidroliz
reaksiyonlarinin, HPLC analizleri chiralcel OD-H kolonu ile 0.8 akis hizinda, 90:10

Hekzan:2-propanol ¢6ziicii sisteminde UV 254 nm’de yapilmigstir.
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8.2 Sonuc¢

Enantiyomerik¢e saf olan a-hidroksi ketonlar dogal bir¢ok iirlinde yap1 tas1 olarak
kullanildigindan  olduk¢a ©6nemli maddelerdir. Indoller, terapotik ve farmakolojik
aktivitelerinden dolay1 son yillarda, oldukga ilgi c¢ekici bilesik siniflar1 haline gelmislerdir.
Indol kimyasi, heterohalkali kimya alaninda en aktif gruptur. Indol parcalari ilag kimyasinda
onemli bir yer teskil etmektedir. Bircok dogal iiriinde ve c¢esitli sentetik bilesiklerde indol
parcaciklarinin yapilart bulunmustur. En ¢ok bilinen alkoloidlerin indol ¢ekirdeklerine
dayandig1 bilinmektedir. Indol alkoloidler ve dihidroindol iceren dogal yapilar, cesitli
biyolojik aktivitelerinden dolayi ilgi ¢ekici hedef molekiiller haline gelmistir. Ayrica indol
tiirevleri iceren dogal bilesikler stereomerkez tasidiklari i¢in asimetrik sentezde oldukca
onemlidirler. Son yillarda, 1liman reaksiyon kosullari, kolay uygulanabilir yontemleri ve
yiiksek enantiyo, regio spesifiteleri dolayisiyla biyokatalizorler, asimetrik organik sentezlere

alternatif olugmaktadirlar.

Bu calismada, biyolojik aktiviteleri ve indollerle yapisal iligkileri sayesinde bu bilesikleri
medikal ve sentetik organik kimya alaninda 6nemli hedef bilesikler haline getirmis olan 4-
okso-4,5,6,7- tetrahidroindol tiirevlerinin sentezlenmesi hedeflenmis ve bu amacla 4-okso-
tetrahidroindol tiirevi olan 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve 6,7-dihidro-5-
hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesikleri kemosentez yoluyla, enantiyosaf olarak elde
edilmistir. Bilindigi gibi 4,5,6,7 terahidroindoller, kolay aromatize olmalarindan dolay1

indollerin sentezlerinde iyi aract molekiillerdir.

Calismanin birinci asamasinda 1,5,6,7-tetrahidro-4H-indol-4-on  bilesiginden baslanarak
enonlarin a secilimli asetoksilasyonlar sirast ile Mn (III) asetat, Mn (II) aseatat ve KMnOy4
katalizorliigiinde gerceklestirilmigtir. Gergeklesen o segilimli asetoksilasyon reaksiyonlari
sonucunda 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesigi elde edilmistir. Verim
analizi sonucu en yiiksek verimi gosteren KMnO, katalizorliiglinde madde c¢ogaltilmigtir
(Sekil 8.2).
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Bilindigi gibi kinetik ayristirmada baslangi¢ maddesi reaksiyon kosullarinda rasemize olurken
iiriinlin yine ayn1 kosulda rasemize olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle elde etmek istedigimiz
hedef maddenin rasemik formda sentezlenmesi, daha sonra optik¢e aktif formuna
doniistiirilmesi  gergeklestirilmigtir. Elde edilen 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-
asetoksi enzimle secici hidroliz yapilarak kiral hidroksi tiirevlerine doniistiirilmis (Sekil 8.1)

ve spektral yontemlerle yapi tayini yapilmstir (Sekil Ek 1,2,3,4,5,6).

Kinetik ayristirma yoluyla optikge saf d-asetoksi ve é-hidroksi tiirevlerinin yiiksek ee degeri
ile eldesi gerceklestirilmis ve kiral asetoksi ve hidroksi tiirevlerinin HPLC analizleri yapilarak
ee degerleri saptanmistir (Cizelge 7.2). Kinetik ayristirmada enantiyosegici iiriin eldesinde
cesitli lipaz enzimler degisik solvent sistemleri ile denenmis ve en yiiksek ee’yi veren enzim-

¢Oziicii sistemi bulunmustur.

Kemosentez reaksiyonlarinda, en yiiksek enantiyomerik saflik degeri Penisillium roqueferti
lipaz1 (PPL) ile % 95 degerinde tetrahidrofuran ¢oziiciisii igerisinde elde edilmistir. Ayrica, %
94 ile Pseudomonas fluorences (PFL) ve % 93 ile Hog pancreas lipazlariyla (HPL) yapilan

biyoddniisiimler ile olduke¢a yiiksek enantiyomerik saflikta {iriinler elde edilmistir.

Bu calisma ile, literatiirde ilk defa kiral 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve
6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on’un kemoenzimatik sentezi gergeklestirilmistir. Bu
calismada kullanilan yontemler, biyolojik olarak aktif bircok bilesigin sentezinde kullanilan

diger 4-okso 4,5,6,7-tetrahidroindol tiirevleri i¢in uygundur.
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EK-2 HPL.C Analiz Sonuclar1
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Sekil Ek 2.1 Standart olarak kullanilan rasemik 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-
asetoksi bilesiginin HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 2.2 Standart olarak kullanilan rasemik 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on
bilesiginin HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 2.3 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-
indol-4(5H)-on bilesiklerinin Rhizopus arrhizus lipazi ile THF ortaminda hidrolizinin HPLC

analiz sonucu
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Sekil Ek 2.4 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin

Penisillium roqueferti lipazi ile HPLC analiz sonucu

i

THF ortaminda
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Sekil Ek 2.5 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin THF ortaminda
Penisillium roqueferti lipaz1 ile HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 2.6 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin asetonitril ortaminda HPL
lipaz1 ile HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 2.7 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin asetonitril ortaminda HPL

lipaz1 ile HPLC analiz sonucu

Sekil Ek 2.8  6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin DMSO ortaminda CAL
lipaz1 ile HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 2.9 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi ve 6,7-dihidro-5-hidroksi-1H-
indol-4(5H)-on bilesiklerinin DMSO ortaminda PFL lipazinin HPLC analiz sonucu
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Sekil Ek 2.10 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-1H-indol-5-il-asetoksi bilesiginin THF ortaminda
HPL lipazinin HPLC analiz sonucu
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