T.C.
YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

BiYOTEKNOLOJIK METOTLARLA DiHIDROBENZOFURANON
TUREVLERININ SENTEZLERI

EBRU NUR AY

YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETiIK ANABILIM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETiIK PROGRAMI

DANISMAN
YRD. DOG. DR. ZERRIN ZERENLER CALISKAN

ISTANBUL, 2015



T.C.
YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

BiYOTEKNOLOJiIK METODLARLA DiHIDROBENZOFURANON
TUREVLERININ SENTEZLERI

Ebru Nur AY tarafindan hazirlanan tez galismasi 18. 08. 2015 tarihinde asagidaki juri
tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisic Molekiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Tez Danigsmani
Yrd. Dog. Dr. Zerrin Zerenler CALISKAN

Yildiz Teknik Universitesi

Jiiri Oyeleri
Yrd. Dog.Dr. Zerrin ZERENLER CALISKAN

Yildiz Teknik Universitesi

Yrd. Do¢.Dr. Emel Ordu

Yildiz Teknik Universitesi

Do¢.Dr. Semra Hasancgebi

Trakya Universitesi




ONSOz

Yiiksek lisansima basladigim glinden beri gergeklestirdigim bu tez ¢calismami yoneten,
calismalarimda yardimini esirgemeyen, danisman hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Zerrin
ZERENLER CALISKAN’a tesekkiir ederim.

Calismalarim boyunca, karsilastigim her zorlukta, hicbir konuda yardimlarini
esirgemeyen, giler ylzleri ve sicacik ilgileri ve sonsuz destekleri ile ihtiyacim olan her
an yanimda olan degerli calisma arkadaslarim, Tugba DAYIOGLU, Eda SOYDAN ve
Tugba GULBAY’a bana gdsterdikleri sabir, ilgi ve anlayislari icin cok tesekkiir ederim.

Tez galismam boyunca, 6nime ¢ikan her tirli zorlugu asmamda bana gli¢ veren,
destekleri, ilgileri ve bilimsel bakis agilari beni her durumda rahatlatan, yogun ¢alisma
tempolarinda dahi ilgilerini ve desteklerini lGizerimden eksik etmeyen, Uzm. F.Pinar
CAGLAR’a ve Hiiseyin SERVi’ye her zaman benimle olduklari i¢in cok tesekkiir ederim.

Biyoaktivite ¢alismalarimda bana ¢ok yardimci olan ve her konuda bilgisine glivendigim
kiymetli arkadasim Mediha SULEYMANOGLU’na ok tesekkiir ederim.

Yiksek lisansim ile baglayan arkadashgimizdan bu zamana kadar, her zaman ve her
kosulda yanimda olduklarini hissetigim, giilerytzleri ile desteklerini ve dostluklarini
benden hi¢ esirgemeyen sevgili arkadaslarim Gizem AKTAS, Kadir USTUNER ve Halil
SENOL’a ¢ok tesekkiir ederim.

Hayata adim attigim ilk glinden beri sonsuz ilgi ve sevgisi ile verdigim her kararda bana
destek olan, bana her zaman inanan, glivenen, glic ve moral veren, hep yanimda olan
canim annem Gilsah AY, sevgili kardesim Yusuf Emre AY ve onun tath esi Merve AY’a
yasamima kattiklari tiim guzellikler i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Agustos, 2015

Ebru Nur AY



ICINDEKILER

Sayfa

KISALTIVIA LISTESI .. ctv ettt ettt ettt et sea sttt ss s et sts s ses st s ssasessesss et stassssenssnsassnseens vii

SEKIL LISTESI v veveeeeeeeeeeeeeeeee s ees e ses e seeseeseeseseesssssssessssssessss s eet e ees e seesessesssssssesssseseesses s ess e viii

CIZELGE LISTES o vuviueeieeetceeceiee e ss et eesse st enssssses s sesesssrsssssansa s ses et sessesssssasassssnssnsessssnnns X

O ZET ettt ettt e e et e a et e e et et s b e et a b et s b e et et ens s ba e Xi

FAN 2 I 1 2V X o OSSR Xii
BOLUM 1

GHRIS ettt ettt et et e e et et e s e eee e e e e et e s et e s e e et e e e e et e e et e s e et e e e et et et et er e e e ereeens 1

g R I3 0= = O @ 2= « TR 1

1.2 TOZIN AMACT 1ttt recece s e s s s s s ss s s s e s s s s s s s s s e e s e e s s e s snssenesesssssssssensssnenes 8

1.3 OFiJiNal K@tKI..ooovvreeeeiee e ettt eeerreee e e e e e e e et b eaeeeeeeeeesnsnnnens 8
BOLUM 2

STEREOKIMYASAL TANIMLAR ......ocutuiirieteteteiisteseiesesessesesesssassssesessssssssesesesesssssesesessssssesesans 10

2.1  Stereokimya ve Molekillerde Stereoizomerlik......c.cceeeeeeeeeiccinneeeeeeeeeicennnee, 10

2.2  Stereoizomeri (molekiler Gic boyutlu yapi) ....coocovvvveeieeieiicciiireeeeeee e, 11

2.3 Vo 1Y U] LT g G T - | TSR 12

2.3.1 Molekiler Asimetri: Kiral (Chiral) ve Kiral Olmayan (Achiral) Molekiller12

2.3.2 Birden Fazla Kiral Merkez Tasiyan BileSiKler.......ccceevevevreceeceenreerreceenenn, 13

2.3.3  MEZO BIlESIKIET ..ttt et st e e 14

2.4 Kiral Molekillerde Optikge AKLIfliK .....ccceeeieeeiiiiieieeeeeeeeceeeee e, 14

2.4.1 Polarize IsiZIN DOZasi V& CEVIIME AGISI..c.cuieriereerreerereeceenreereeeereeeseessennens 14

2.4.2  Cevirme Acisi, o ve Ozgiil Cevirme AGISI, [O].evivveeeeeeere e seeeeenee 16

2.5 Optikce Aktif Bilesiklerin Konfigurasyonlari ve Gosterilisleri............ccouuu..... 16

2.6 Enantiyomerler ve Diastereoizomerler......cccovveeeeeeeeeieciirreeeeeeee e 17

D T N =3 0 T 4 1Yo o ¢ =T o 1T OO 17

2.6.2  DiaStere0iZOMEIIEr ... ittt et st s s eranes 19

2.7 Enantiyomerlerin Farkli Biyoaktivite OzelliKleri.........ccooeveveiveieeiiiieieeeeee 20

2.8 Rasemik Karisim ve REZOIUSYON ......uveeeeeiieicciiiiieee ettt 23

2.8.1 Rasemik Bilesiklerin Rezollisyonunda Kullanilan Yontemler..................... 23



BOLUM 3

ENZIMATIK BIYOTRANSFORMASYON YONTEM I ....ocuviviviieteeiceeeeceeteeeteeeeee et 27
31 34T 0 1= PP 27
3.1.1  Enzimlerin SINfIandirimasi......ccocecereieieieieinierse e s 28
3.1.2 Enzimlerin Substrat SPesifikligi........ccceeerveriirieniiniiirr e 30
3.1.3  Enzimlerin Etki MeKanizmalari......cccccoeueieinininincnecece e s 31
3.1.4 Enzim Reaksiyonlarinin Hizina Etki Eden Faktorler.........ccoouceeeiueieieninnne 33
3.1.5 Enzimatik reaksiyonlarinda serbest enerji degigimleri.........cccccevveununnene 34
3.1.6 Enzim Katalizli Reaksiyonlarin Kinetiginin Denklemi.......c..c.cccceevvcvevennnen. 35
3.1.7 Enzimatik Reaksiyonlarin Mekanizmasi......ccccovoveererceeneenieiscee s e 37

3.2 BiyotransformMasyON ...ttt ettt eae e s 38
3.2.1 Biyotransformasyon Reaksiyon Tipleri.......ccccooeevemiereneseeieecee e 38

3.3 Enzimatik Biyotransformasyon Reaksiyonlari.........ccccccovvieiiiiieeiiicieeeccnnnnn. 40
3.3.1 Biyotransformasyon Reaksiyonlarda Enzimlerin Tercih Edilme Nedenleri
............................................................................................................................ 40

3.3.2 Enzimlerin Kiral Secicilik Ozellikleri ve Enzimatik Reaksiyon Mekanizmasi
............................................................................................................................. 40

3.4 Biyotransformasyon Reaksiyonlarinda Kullanilan Lipaz Enzimlerinin Onemi
............................................................................................................................. 42

3.5 Biyotransformasyon Calismalarinda Siklikla Tercih Edilen Lipaz Enzimler.44
BOLUM 4
BIYOAKTIVITE CALISMALARI - MITOKONDRIYAL AKTIVITEYE DAYALI MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromuiir) DENEYi......cccccoueiuveerverineneeeeceese e eeeevesenns 47
4.1 Biyoaktivite Calismalari - Mitokondriyal Aktiviteye Dayali MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum Bromuir) TeSTi.......coccccirreeeiieeeeiccreeeee e 47
BOLUM 5
a- HIDROKSI KETONLARIN VE MANGAN (111) ASETATIN ONEMIi....ccooveieeiiieieieeeeeeeeeveeeeene, 50
5.1 Farmakolojide a -Hidroksi Ketonlarin Onemi .........ccocveveeeeeeveeceeveseeeceeene, 50
5.2  o,B-Doymamis Ketonlarin Sentezinde Mangan (1) Asetatin Onemi ............ 52
BOLUM 6
MATERYALLER ......e oot e e e e e ettt e e e e e e e e ettt s e eeeeeseeaasnneseeeesneensnnnnsaaaannnees 54
6.1Deneysel Calismalarda Kullanilan KimyasallarCizelge 6.1 Deneysel calismalarda
kullanilan Kimyasallar..........eeeeee oo 54
6.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar.........ccccoeeeevivveeiiiiieiicciieeeeeece e, 56
BOLUM 7
DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR ...t eeeeee e e e e e e e eaannne e s e e e eeeeens 58
7.1 Kimyasal Sentez ReakSiyONIari....ccvuvveeeeeieiieiiiiieeeeeee et 59
7.1.1 6,7-Dihidro-6-Fenilbenzofuran-4(5H)-On (2) Bilesiginin Sentezi........ 59



7.1.2 6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on Bilesigine Mangan (lll) Asetat

Katalizori ile a-Asetoksi Benzofuranon Sentezi.......c.cccececveivvvrivenecnnenen. 63
7.2 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il (4) hidroksi Bilesiginin
Enzimatik Biyotransformasyon Reaksiyonlariile Sentezi ........ccccoecvveveennneenn. 65
7.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro- 6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) Bilesiklerinin Biyoaktivite
GalismMalari V& MTT deNEYi..cuirireicieiecie et ettt sttt e aesaesaenens 70
BOLUM 8
SONUGLAR VE ONERILER ..ottt ettt ettt s etese st essesese s etensssessssesensns 72
8.1 Benzofuranon Tirevi Bilesiklerin Kimyasal Yontemlerle Sentezi.................. 73
8.1.1 6,7-Dihidro-6-Fenilbenzofuran-4(5H)-On Bilesiginin Kimyasal Yontemler
1@ EIA@SHvuveveeerereerevectsee et ces et essesass s ses s essessesssas st es et essssssas e sn s snsessens 73
8.2 4,5,6,7-Tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) Bilesiginin Kimyasal
YONteEMIEr i@ EId@Si...cciieiieeiiiiiee et 74
8.3  4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi Bilesiginin Enzimatik
Biyotransformasyon Reaksiyonlari ile Elde Edilmesi ........cccccovveeevcivieeeennnnenn. 77

8.3.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidoksi (4) Bilesiginin
Enzimatik Biyotransformasyon Reaksiyonlari ile Sentezinin HPLC

Sonuglarinin degerlendirilmesi.......ccvecveeceve e e, 78

8.4 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi ve 4,5,6,7-tetrahidro-
6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesigininin biyoaktivite ¢alismalari 83

8.5 ONERILER ...oovetieetceeeteteeteteeet ettt et ettt ettt ettt et ese s eseneetenesrenis 84
KAYNAKLAR .....couveevevteveite e tesesestessesssa s ses et sssessssssss s sessssessessssssassessssessssessssnsanssssssesessssnssnseses 85
EK-A
6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) BILESIGININ SPEKTRAL ANALIZ SONUCLARI ........
(PH-NMR, BC-NIMR VE [R) ..oevitiuiireiieretiiteteeetee st te et te st ae st tens s seese e ssese s ebessesesessesensssenessesis 92
EK-B
4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat(3) BILESIGININ SPEKTRAL ANALIZ
SONUGLARI (*H-NMR, 3C-NMR, IR V€& LC-MS Q-TOF )...coeverrerrerrerrereersisie e eesessessssses s essessesennns 96
EK-C
4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) BILESIGININ SPEKTRAL ANALIZ
SONUGLARI (*H-NMR, 3C-NMR, IR V& LC-MS Q-TOF).....ccevsreerrereerrreerereeiieeseesessessesess s sssessensens 102
EK -D

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) BiLESIGI UZERINDE
GERCEKLESTIRILEN ENZIMATIK BIYOTRANSFORMASYON REAKSIYONLARININ HPLC
SONUGLARI ..t cet ettt tettetecte ettt ee et eetbe et e saesbeereesaebbesaeessessesbeanssrssessesbensesnseste sanesaessessennssssestesseennens 107

EK-E

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) BILESIKLERINININ HEPG2 VE P3HR1 HUCRELERI UZERINDEKI

SITOTOKSIK ANALIZLER.vvvevvreveveee e veeeeeesses e eessesseseessssesssssesseeseseeesessessesesssesseseeeseseesseseesssessoesee 115
OZGECMIS . vvveeerreeeeeeoeeesees oo ssseeeseseeessseesseseeesesses s eessessessessessee s essseeses e seseeesesesessss e seesessesassssssees 118

Vi



KISALTMA LISTESI

CALB
CCL
CRL

DMSO
DNA
ee

HPL
HepG2
KMnO4

MgSO4
Mn
MJL
MTT

NaHCO3
P3BH1
PBS
PCL
PLL
PRL
TLC

R

S

THF
WGL
XTT

WST-1

Candida antarctica Lipaz B

Candida cyclindracea Lipaz

Candida rugosa Lipaz

Dekstro

Dimetilstlfoksit

Deoksiribonikleik Asit

Enantiyomerik fazlalik (Enantiomeric excess)
Hog pancreas Lipaz

Karaciger karsinoma hiicre dizisi

Potasyum permanganat

Levorotary

Magnezyum siilfat

Mangan

Mucor javanicus Lipaz
(3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolyl blue

Sodyum bikarbonat

Burkitt Lenfoma hiicre dizisi

Phosphate Buffered Saline

Penicillum camemberti Lipaz

Pseudomonas lipoprotein Lipaz

Penicillum roqueforti Lipaz

ince Tabaka Kromatografisi

Rektus (Sag)
Sinister (Sol)
Tetrahidrofuran

Wheat germ Lipaz
(2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5-siilfophenyl]-2H-tetrazolium -5-
carboxanilide iner salt)
2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2,4-disulfophenyl]-2H
tetrazolium monosodium salt)

Vi



SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 1.1 Benzofuran tiirevi molekullerin farkli biyoaktivite 6zellikleri ...........ccoveeeeininnennnne. 2

Sekil 1.2 a-Hidroksi keton molekUl formuUll ..........coeviiiieicciiiieee e 3
Sekil 1.3 1 no’lu bilesigin A. alliaceus ile biyotransformasyonundan elde edilen butein (7)

Ve aUIoNe SUIFUFELiN (10) ..coieecrieiieiiii ittt e e s e saararereeeee s 5

Sekil 1.4 Triptofan molekilinin Aspergillus niger ile biyotransformasyonu ......................... 5

Sekil 1.5 Benzil tlirevi bilesigin bir Aspergillus sp. tiirli ile mikrobiyal biyotransformasyonu. 6
Sekil 1.6 Rekombinant E. coli hiicresiyle bir keton tiirevi bilesigin mikrobiyal biyoddniisimu

................................................................................................................................... 6
Sekil 1.7 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-il asetat (2a,2b) ve 1-benzil-4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1(H)-indol-5-il asetat (5) bilesikleri enzimatik rezoliisyonu (b) ................. 7
Sekil 1.8 Rasemik 1-fenil 1- propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezollsyonu ......... 7
Sekil 2.1 Ayni molekil formiliine sahip bilesiklerin izomerleri........cccoveeeeeiiiiccciiiieeeeeeees 10
Sekil 2.2 izomerlerin SINIFIANAINITIMAST ....c.viviiuiieiiieiieeeeeee ettt ere s 11
Sekil 2.3 Maleik asit ile fumarik asit iZOMErIEri ......cccieeveciiirieieie e 12
Sekil 2.4 Laktik asidin enantiyomerinin uzaysal gosterilisleri.......ccocevvreeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenns 12
Sekil 2.5 AKiral Ve Kiral YapIar ...ttt ettt e e e eee e ree e e e e e e e eenrreeeeeeeeeeennns 13
Sekil 2.6 Penisilin G ve Vitamin D; nin stereoizomerlerinin SayiSl......cccceeecveeeeeiieeeececineeeens 14
SEKIl 2.7 MEZO DIlESIK ....evrrreeeiee et e e e e e e e e e e e e e e e e e eenans 14
Sekil 2.8 Polarize 1SI8IN rOTaSYONU.....uveeiiiiiiieiiiiiieeee e eececrreeee e e e e e esstrrreeeeeeeeeeesrreeeeeaeeeennns 15
Sekil 2.9 Polarimetrenin ¢alisma MEKaNIiZMaS!.....ceeeeieeieciiiiieeeeeee e e e e eeeeerreeeeeeeeeeeens 15
Sekil 2.10 Alanin aminoasidinin —D ve —L gosterimleri.......ccccocvveiieiiieie e 17
Sekil 2.11 Stereojenik merkez iceren bir karbon atomMuU.........cceeeeieeiciiiiieeeee e 17
Sekil 2.12 Kiral maddelerin ayna gOrUntUIEri ......eeeeeiiiiiceiiiieeeeee e 18
Sekil 2.13 Enzim reaksiyonlarinda + ve — laktik asidi farkli davranislari .......ccccccovvvvveeeiiennnnns 18
Sekil 2.14 Karvon bilesiginin @nantiyoOmMErIEri .......eueiieiicciiiiieeiiee et 19
Sekil 2.15 Eritrozlar ve Treozlar molekiillerinin diastereomerleri......cccccccveeeeeecciiveeeeeeeeeennns 20
Sekil 2.16 (1) ve (ll) birbirlerinin enantiomeridir, (lll) ve (IV) ise (I)'in diastereoisomerleridir 20
Sekil 2.17 (+)-Adrenalin MOIEKUIU...........ueiiieeeeeeeee e e 21
SEKil 2.18 (=)-TIrOKSIN «.uveeeeieiiee ettt e e et e e e et e e e e eab e e e e e araeeeeesaraeeeeenraeaeanns 22
Sekil 2.19 a) S-(+)-Ketamin  b) R-(-)-Ketamin ........c.cooooriiiiiiiiiiee e 22
Sekil 2.20 Kinetik reZolUSYON ........cuuiiiiiiee et e e e e e e e e e re e e e e e e e e eenans 25
Sekil 3.1 Fumarat molekilliniin fumaraz enzimi ile reaksiyonu.........ccccceveeeiiiiciiiiiieeeeeeee, 30
Sekil 3.2 L-malik asit ve D-Malik @Sit ......cccoeieeiiiiiiiieee e 31



Sekil 3.3 Enzim-Substrat KOMPIEKSi .....c.vviieiiiiiieiciiie et s 31

Sekil 3.4 Bir reaksiyonun aktivasyon enerjisi lizerinde enzimin etkisi.........ccccoeevveeiiiiineenns 32
Sekil 3.5 Enzim konsantrasyonun reaksiyona etkisi ........ccccceviviiiiiiiiiie i 33
Sekil 3.6 Substrat konsantrasyonun reaksiyona etkisi.........ccccceeeieecciiiieeieee e 33
Sekil 3.7 Sicakligin reaksiyona etKiSi ......c.ueeieviueiiiiiiiiiee e e 34
Sekil 3.8 pH’IN reaksiyona €tKiSi........ccuvcuiiiiiiiiiiieciiie e e 34
Sekil 3.9 Enzim-Substrat KOMPIEKS ......vvvieiiiiiiiiiciiie et s 35
Sekil 3.10 Glikozdan ethanol eldesinin enzimatik yolu.......cccocviviiiiiiiiiini e, 37
Sekil 3.11 Biyotransformasyon reaksiyonlarinin genel $emasi........ccccveevvieeeiniiieesiecieeeeens 38
Sekil 3.12 Lipazlarin katalitik etKisi .......ccceeiiriuiiiiiniiiiee e 42
Sekil 3.13 Lipaz katalizorliglinde gerceklesen tepkimeler ..........ooevcieeeieciieeeeecieee e 44
Sekil 4.1 A. MTT ilkesi ve formazan B. Kimyasal yapilart ........ccccceeeeeiieeeiiiiieee e 48
Sekil 5.1 Hidroksi keton tiirevi bilesigin biyotransformasyon reaksiyonlari ile sentezi ........ 51
Sekil 5.2 Secici a,B-doymamis ketonlarin, a’-asetoksillenmesi........cccceeeeeiveeeiiiiiieeicciiieeen, 52
Sekil 7.1 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden (1) 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran 4(5H)-
Lo o I A =] 0L (<4 ORI 59
Sekil 7.2 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden baslanan reaksiyon sonucu ................... 60
Sekil 7.3 Reaksiyonu sonlandirilmast ... e 60
Sekil 7.4 Kolon kromotografisinde saflastirma islemi.........ccccceeiiieiiiie e, 61
Sekil 7.5 Reaksiyon sonucunun ve kolon kromotografisini TLC SONUCU .....cccevecuvviiiiieeeeeennnes 61
Sekil 7.6 Saf olarak elde edilen benzofuranon molekilinin (2) TLC sonucu...........cccuveee.e. 62
Sekil 7.7 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) bileSigi.......ccccvueeeveiiieeieiiiiee e, 62
Sekil 7.8 6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-
4-0ksobenzofuran-5-il @Setat (3)......ccevvrureriiiiiiiiiie e 63
Sekil 7.9 Mn(OAc)s reaksiyonunun kolon kromotografisi ile saflastirma islemi.................... 64
Sekil 7.10 MN(OAC)3 reaksiyonu TLC SONUCU ....uvvveeieeieeiiciirreeeeeeeeeeeiirrreeeeeeeeeeenrreeeeeeeeeeenans 64

Sekil 7.11 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin enzimatik
biyotransformasyonu ve sentez urini 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-

oksobenzofuran-5-il hidroksi bileSigi (4) .......ccoevrvreeeeeeeiiicireeeee e 65
Sekil 7.12 UV altinda enzimatik reaksiyonlarin preparatif TLC SONUCU ........covvecnvrveveereeeennnns 67
Sekil 8.1 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden (1) 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-

(oY o I W IET=] | <4 F TR PPRUPRN 73
Sekil 8.2 6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-

4-oksobenzofuran-5-il asetat (3).....cccccviiireeiiei e 75

Sekil 8.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin enzimatik
biyotransformasyonu ve sentez trini 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi bileSigi (4) .......ccovvvvreeieeiieiiiirieeeee e 77



GiZELGE

Sayfa

Cizelge 3.1 Enzimlerin sINflandirilmast... ...t s e e 29
Cizelge 6.1 Deneysel ¢calismalarda kullanilan kimyasallar.........cooeeveveie e e 55
Cizelge 6.2 Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar.........oveiecccecece e, 57

Cizelge 7.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) Q-TOF spekturum pik
LSS ettt ettt sttt ettt e eae b eheshe st e st e e e nnen 66

Cizelge 7.2 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) Q-TOF spekturum
X1 = TR 67

Cizelge 7.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin pH 7’de ve
3 farkl ¢6zlici ortaminda farli lipaz enzimleri ile yapilan enzimatik
biyotransformasyon ¢alismalarinin HPLC analiz
XU F =] = T OO RSPTPRPRt 69

Cizelge 7.4 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin pH 6, pH 7
pH 8de ve DMSO ortaminda farkli lipaz enzimleri yapilan enzimatik
biyotransformasyon calismalarinin HPLC analiz
DUIGUIGT ..ottt er et e e e eresteeasaeseesbesteseeaesteensarsaenes 70

Cizelge 7.5 |. Madde: 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat, 1l. Madde:
4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il  hidroksi bilesiginin HepG2

hiicre hattindaki biyoaktivite degerlerinin ELISA
DUIBUIGI ..ottt st st e r et e e seeebeebesteeseessesbes e ensesbesanernans 72

Cizelge 7.6 |. Madde: 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat, Il. Madde:
4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il  hidroksi bilesiginin P3HR1

hiicre hattindaki biyoaktivite degerlerinin ELISA
DUIBUIGT L.ttt ettt ettt e e sa e sbeere s e b aes e e e aesbeeaesansenbensen 72



OzZET

BiYOTEKNOLOJiK METODLARLA DiIHIDROBENZOFURANON TUREVLERININ
SENTEZLERI

Ebru Nur AY

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

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

Farmakolojik olarak o6nemli ilag¢ 6nclil maddesi benzofuranon tirevi bilesikler,
antibakteriyel, antifungal, antibiyotik ve antikanser etki gibi ylksek biyoaktiviteye sahip
molekillerdir. Bu molekiller Uzerinde gerceklestirilen biyodonlsim calismalari yeni
ilaclarin gelistiriimesinde olduk¢ca 6nemlidir.

Bu calismada, biyoteknolojik ve kimyasal yontemler kullanilarak, biyoaktivite potansiyeli
yiksek olan benzofuranon tirevi bilesikler enzimatik biyotransformasyon yontemi ile
sentezlenmistir. Bu ¢alisma, 2 basamaktan olusmaktadir. Calismamizin 1. asamasinda, 6,7-
dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi baslangic maddesi olarak sentezlenmistir. Daha
sonra, 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginin regioselektif asetoksilasyon
reaksiyonu ile 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi rasemik olarak
sentezlenmistir.

ikinci asamada ise, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat molekiilii uygun
lipaz enzimleri uygun pH’da ve farkli ¢6ziici sistemleri ile kinetik ayristirma reaksiyonlarina
tabii tutulmustur. Kinetik ayristirma reaksiyonu sonucunda optikce saf 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat ve optikce saf 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi tiirevleri yliksek enantiyomerik saflik ve yliksek verimde
kemoenzimatik yontemle litereatiirde ilk defa olarak elde edilmislerdir.

Anahtar Kelimeler: Dihidrobenzofuranon, benzofuranon, lipaz, enzimatik
biyotransformasyon
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF DIHYDROBENZOFURANONE DERIVATIVES WIiTH
BIOTECHNOLOGICAL METHODS

Ebru Nur AY

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

Pharmaceutically important benzofuranone derivatives have high bioactivity as
antibacterial, antifungal antibiotics and anticancer effects. Biotransformation studies
performed on these molecules are very important in the development of new drugs in
pharmaceutical industry.

In this study, using biotechnological and chemical methods, potential high bioactivity
benzofuranone derivatives were synthesized by enzymatic biotransformation method. This
study consists of two steps. In first stage of our study, 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-
on compound was synthesized as starting material. Then, rasemic 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat compound was synthesized by regioselective
acetoxylation reaction of 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on compound.

In the second stage, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetate molecule,
various type of lipases are tested by kinetics resolution reactions in available pH value and
different solvent systems. Result of kinetics resolution reactions, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-
4-oksobenzofuran-5-il asetate and 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hydroxy
derivatives was obtained by chemoenzymatic method with enantiomeric purity and high
enantiomeric excesses in first time in literature.

Keywords: Dihydrobenzofuranone, benzofuranone, lipase, enzymatic biotransformation

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

Xii



BOLUM 1

GiRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Farmakolojik olarak ©6nemli benzofuranon tirevleri ilag endistrisinde siklikla
kullanilmaktadir. Benzofuranon iskelet yapisindaki bilesiklerin farkh biyoaktivitelere
sahip birgcok tirevi bulunmaktadir [1]. Benzofuranon molekill, yuksek biyolojik
aktiviteye sahip olmasindan ve terapatik ajan olarak kullaniimasindan dolayi pek ¢ok

arastirmada yer almaktadir [2],[3]. Ornegin,

Benzofuranon tirevi bilesikler, anti-inflamatuar, antitimoral [4], antibakteriyel [3] ve

antioksidan [5] gibi etkiler gostemektedirler.

Benzofuranon ve analoglari, biyolojik aktiviteleri ve bitki savunma mekanizmasinda
Ustlendikleri rolleri nedeniyle dogal olarak meydana gelen bilesiklerin ana grubunu

olusturmaktadirlar [6].

Auronlar birbiriyle kaynasmis benzofuran halka sistemi iceren kalkon anologlaridir.
Auronlar, cesitli biyolojik 6zellige sahip olan birkac dogal ve sentetik molekiil icinde
bulunup temel yapi iskeletini sekillendirirler. Bazi auron yapisindaki bilesiklerin, anti-

malarial [7] ve antifungal [8] 6zellik gbsterdigi rapor edilmistir.

(2)-2-(2-Hydroxy-4-methoxybenzylidene)-1-benzofuran-3(2H)-one bilesigi, dogal olarak
auron meydana getiren analogun, anti-hiperpigmentasyona karsi melanosit tirosinaz

inhibitorl olarak 6zellik gostermektedir [9].
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Sekil 1.1 Benzofuran tiirevi molekillerin farkli biyoaktivite 6zellikleri

Yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olan benzofuranon tiirevlerinden bazilari ise, yiksek
anti-mikrobiyal aktiviteye ve beyinde birikerek alzheimer hastaligina neden olan B-
amiloid proteininin  birikmesini engelleyici etki gostermektedirler. Boylece,
benzofuranon bilesikleri alzheimer ilaglarinda yer alabilecek potansiyel ilag etken

maddesi olabilmektedirler [10].

Yeni yapilan calismalar, benzofuranon tirevi bilesiklerin gbgiis kanseri hiicrelerine ve
yumurtalik kanseri hiicrelerine karsi potansiyel sitotoksik aktivitelerinin oldugunu

gostermistir [11],[12].

Benzofuranon halka yapisinda da bulunabilen kiral a-hidroksi ketonlar (Sekil 1.2), cogu
biyolojik aktivite gosteren farmakolojik olarak 6nemli yapi taslaridir [13]. Bu tir yapilar,

rasemik alkollerin kinetik rezollisyonu icin etkin prokiral substratlardir [14].

Kiral a-hidroksi ketonlar, antibiyotiklerin, antibakteriyellerin, antidepresyon ve anti-

viratik ilaglarin elde edilmesinde olduk¢a 6nemlidir [15].



OH

Sekil 1.2 a-Hidroksi keton molekil formuli

Bir calismada, Zanthoxylum podocarpum'dan elde edilen a,6-doymamis ketonlarin,
enfeksiyon, alerji, timefaksiyon (kabarti), rheumatoid arthritis ve kanser gibi
rahatsizliklara neden olabilen nitrik oksit Gretimini inhibe edici 6zellik gosterdigi

belirlenmistir [16].

Optikce saf a-hidroksi ketonlar c¢esitli kimyasal ve enzimatik yontemlerle
sentezlenebilirler.  Biyotransformasyon yontemiyle enantiyose¢imli  a-hidroksi
ketonlarin eldesi aromatik aldehitlerden C-C bag olusumuyla, a-diketonlarin
indirgenmesi, rasemik a-hidroksi, peroksi ve asetoksi ketonlarin kinetik rezollisyonu ve
derasemizasyonu yontemleri ile gerceklestirilmektedir [17]. Mikroorganizmalar ya da
izole enzimler olarak kullanilan biyokatalizorler etkin kemo-, regio- (bolge-) ve
steroselektiviteleri ile prokiral ketonlarin steroselektif sentezini katalizlemektedirler
[18]. Kosali, Y.K.,, a-hidroksi ketonlarin enantiosecimli olarak  Gretimini
biyotransformasyon yontemi ile gercgeklestirmistir [19]. Biyotransformasyon
tepkimeleri, biyolojik olarak aktif bilesiklerin yapilarinin gesitlendirilmesini saglayan
kimyasal dontsiim reaksiyonlaridir. Biyotransformasyon calismalari, enzimler ve

mikroorganizmalar ile yapilmaktadir.

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin;

e Optikce aktif bilesenlerin Uretilmesinde,
e Rasemik karisimlarin ayrilmasinda,
e Benzer reaktif gruplar arasindaki fonksiyonel grup seciminde ve

e Secimli olarak yapiya fonksiyonel grup katilmasi reaksiyonlarinda kullanilabilme

gibi avantajlari vardir.



Biyotransformasyon uygulamalari;

e ilag etken maddeleri,

e Gida katki maddeleri,

o Koku hammaddeleri gibi 6zel kimyasallarin dontsimd,

e Uretiminin saglanmasi (antibiyotik ve steroitlerin ucuz ve kolay tretimi),

e Yapi etki iliskilerinin arastirilmasi igin tiirevlendirmelerin kolaylikla yapilmasi,
e Secici kimyasal tlirevlerin (enantiyospesifik, stereospesifik vb.) Gretimi,

e Rasemik karisimlarin selektif olarak ayrimi,

e Biyolojik sistemlerde metabolizma ¢alismalarinin agiklanmasi,

e Biyosentez ¢alismalari, biyolojik sistemlerin modellenmesi ve

e Biyodegredasyon (cevre, ekoloji, geri donisim, biyokitle, biyoenerji) gibi

¢alismalarinda da kullanilmaktadir.

Biyodoniisim reaksiyonlari, tepkime spesifikligi, bolgesel spesifiklik, stereospesifiklik,
thhmli tepkime kosullarina sahip olma ve reaksiyonlarda yiiksek verim elde etmek gibi
Ozelliklere de sahiptir. Yapilan c¢alismalar, biyotransformasyon reaksiyonlarinin,
kimyasal tepkimelere gore bircok avantaj sagladigi ve kimyasal olarak kompleks
yollardan gerceklestirilen veya hi¢ gerceklestirilemeyen bircok reaksiyonun cesitli

biyokatalizorler kullanilarak kolaylikla gergeklestirildigini gostermektedir [20].

Biyotransformasyon yontemleri kullanilarak tek enantiyomere sahip optikce aktif kiral
molekillerin  6nemi diinya piyasasinda da olduk¢a ©6nem kazanmaktadir.
Biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan biyokatalizérler, biyoaktif molekdllerin
sentezinde 6nemli bir yere sahiptir. Katalizor olarak, enzimler veya mikroorganizmalar

kullaniimaktadir. Ornegin,

Benzofuranon tilirevi olan butein ve sulfuretin molekilleri Uzerinde Aspergillus
alliaceus mikroorganizmasi ile gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonunda

madde biyod6nisimi tespit edilmistir [21].
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Sekil 1.3 1 no’lu bilesigin A. alliaceus ile biyotransformasyonundan elde edilen butein
(7) ve aurone sulfuretin (10)

Alarcon ve arkadaslarinin yaptigl bir calismada, mikrobiyal biyotransformasyon

reaksiyonunda, Aspergillus niger organizmasi

triptofana donustlrdigu belirlenmistir [22].

kullanilmis ve triptofani 5-hidroksi-

Aspergillus niger

Tryptophan

H;N
COOH
HO.
> N
H
S-Hydroxy-tryptophan

Sekil 1.4 Triptofan molekillinin Aspergillus niger ile biyotransformasyonu

Bircok ilacin yapisinda yer alan benzil tlrevleri

Uzerinde yapilan biyotransformasyon

calismalarinda madde biyodonisimi gerceklesmis ve benzoin tirevleri elde edilmistir

[23].



Sekil 1.5 Benzil tirevi bilesigin bir Aspergillus sp. tiri ile mikrobiyal
biyotransformasyonu
Biyodegradasyon ozellikleri sayesinde Aspergillus sp. ve Rhizopus sp. tliri mantarlar
zenobiyotik substratlarin biyoddnisim, hidroksilasyon katalizi ve enantiomerikge saf
ara Urlnler olusturma kapasiteleri ile farmasotik ila¢ eldesindeki biyodonisim

calismalarinda siklikla kullanilmaktadir [24],[25],[26].

Garcia-Granados ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, dogal bir Grin olan baslangi¢
maddesinden baslanarak cesitli kimyasal reaksiyonlar sonucunda sentezlenen
tlrevlerden bazilarinin biyotansformasyonu gergeklestiriimis ve yeni biyoaktif

metobolitler elde edilmistir [27].

Anti-diabetik bir ilacin icinde yeralan, 2,5-dimetilpirazin maddesi (zerinde bir
biyodonlisim c¢alismasi yapilmis ve 2,5-dimetilpirazin molekilinin karboksilasyonu

ylksek verimde gerceklestirilmistir [28].

Biyokatalizor olarak kullanilan rekombinant E. coli hiicreleriyle bir keton tirevi olan

bilesiklerin mikrobiyal biyodonlisimu gergeklestirilmistir [29].

/ﬁ\ E.coli (LB-ADH MV-FDH) OH
* .
R1 R2 R1/\ RZ

Sekil 1.6 Rekombinant E. coli hiicresiyle bir keton tlirevi bilesigin mikrobiyal
biyodonisimii

Biyotransformasyon calismalarinin her asamasinda siklikla kullanilan “enzimler”,

katalizor olarak sentez kimyasinda bliyik bir neme sahiptir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0957416607005575#fx1

Enzimatik biyotransformasyonda tercih edilen enzimler; enantiyosecicilik, regiosegicilik
ve kimyasal segicilik o©zelliklerinden dolayr enantiosaf urin eldesinde siklikla

kullanilmaktadir. Ornegin;

A. S. Demir ve ark. a-asetoksi aril ketonlarin enantiomerik hidrolizini Rhizopus oryzae
hicre kiltiirinde yiiksek enantiomerik fazlalik (e.e.) ile saglamislardir [30]. A. S. Demir,
Z. Caliskan ve ark. 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-il asetat ile 1-benzil-4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1(H)-indol-5-il  asetat bilesiklerinin ~ (Sekil 1.18) enzimatik
biyotransformasyonla enantiyomerik sentezini yiiksek enantiomerik fazlalik (e.e.) ile

gerceklestirmislerdir [31].
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Sekil 1.7 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-benzofuran-5-il asetat (2a,2b) ve 1-benzil-4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-1(H)-indol-5-il asetat (5) bilesikleri enzimatik rezoliisyonu (b)

Karadeniz, F., sekonder bir alkol olan rasemik 1-fenil 1-propanoliin lipaz enzimi

katalizorliglinde esterlesme tepkimesi ile enantiyomerik saflikta elde edilmistir [32].

OH OAc OH

Lipaz
P4 +H,0
Acil veriel,
Céziicii

(R.S)-1-tenil 1-propanol (R)-Ester (8)-1-fenil 1-propancl

Sekil 1.8 Rasemik 1-fenil 1- propanoliin esterlesme tepkimesiyle kinetik rezollisyonu

7



1.2 Tezin Amaci

Farmakolojik olarak 6nemli yeni benzofuranon tiirevlerinin kimyasal sentezini ve
biyoteknolojik yontemler kullanilarak enzimatik biyotransformasyonunu

gerceklestirmek tezin amacini olusturmaktadir.

Bu galismada amacimiz, gevre kirliligine neden olmayan yontemlerle, zor metodlarla
sentezlenen ilag hammaddelerinin biyoteknolojik ve kimyasal yontemlerle yiksek
verim ve segicilikte sentezlenmesi, yontemler gelistirilmesi, bu gelistirilen yontemlerin
uygulamaya uygun hale getirilmesi ve uygun biyokatalizorlerin gelistirilmesidir.
Boylece, belirlenen biyokatalizorler ile biyotransformasyon reaksiyonlarinin tek bir

adimda kolaylikla gerceklestirilmesi saglanmis olacaktir.

Bu hedefle gerceklestirilen ilk sentezde, 6ncelikle 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-
on bilesigi sentezlenerek, mangan (lIl) asetat asetoksilasyonu ile 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat asetat bilesigi elde edilmistir. Bu kimyasal sentez
reaksiyonlari sonucu, rasemik bir karisim olarak elde edilmis olan a-asetoksi
benzofuranon tiirevi bilesigin cesitli lipaz enzimleri biyokatalizérliglinde ve cesitli
¢Ozlict sistemleri kullanilarak secici hidrolizi gercektestirilmistir. Biyotransformasyon
reaksiyonu sonucunda rasemik a-asetoksi benzofuranon bilesigi kiral asetoksi ve kiral
hidroksi tlrevlerine donlstlrilmustir. Donlisime ugrayan bilesiklerin ¢esitli spektral

yontemler kullanilarak karakterizasyonlari yapilmistir.

1.3  Orijinal Katki

Gunlimuzde, ila¢ tasarimi ile elde edilen ilaclarin blyilik cogunlugu, farmasotik kimya
laboratuarlarinda birden fazla basamakta ve kompleks yollarla sentezlenmektedir.
Biyodoniisim reaksiyonlarinda, cesitli biyokatalizorler araciligi ile elde edilen kimyasal

sentez Urlinleri ise tek basamakta kolaylikla ve ekonomik olarak sentezlenmektedir.

Calismamizda, yiksek biyolojik aktivite potansiyeline sahip ilag 6ncii hammaddeleri
olan dihidrobenzofuranon tiirevi bilesiklerin biyoteknolojik ve kimyasal metodlarla

sentezi literatiirde ilk defa olarak gerceklestirilmistir.



ilag  6nciil hammaddelerin  biyoteknolojik yéntemlerle iretimi igin  vyeni
biyokatalizorlerin arastirilmasi ve hedef dogrultusunda enzimler ya da gerekli
enzimlerin segilmesi ile daha 6nce tanimlanmamis bir biyotransformasyon ydntemi

literatire gelistirilmistir.

Birgok Ulkede, hastaliklarin tedavileri igin ayrilan biitge Ulke ekonomisinde dnemli bir
paya sahiptir. Bu amacla, bilgi ve teknoloji transferi ile yerel, ulusal veya uluslararasi
bir¢cok hastaligin tedavisi icin olusan maddi sorunlara ¢éziim getirilmesine yonelik pek
¢ok calisma yapilmaktadir. Benzofuranon tirevi bilesiklerin, biyotransformasyon
yontemi ile elde edilmesi hem temel bilimler hem de endistri icin orijinal bir katki
saglayacaktir. Bu calismada, farmakolojik olarak énemli yeni benzofuranon tiirevleri

litereatirde ilk defa olarak sentezlenmistir.



BOLUM 2

2.1

Stereokimya, molekillerin g

STEREOKIMYASAL TANIMLAR

Stereokimya ve Molekiillerde Stereoizomerlik

boyutlu yapilarini inceleyen bilim dalidir. Atomlarin

uzayda bir molekil icinde birbirine gore nasil dizenlenmis olduklarini arastirir.

Molekillerin uzaydaki yerlesimleri incelendiginde birbirlerine gore farkli dizilimleri

bulunmaktadir. Bu farkhlik ise molekiler izomerizm olarak agiklanir.

Ayni molekil formili ile gosterilebilen iki veya daha fazla sayida farkh bilesiklere

izomer denir.

G
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Sekil 2.1 Ayni molekil formuliine sahip bilesiklerin izomerleri

izomerler, ayni molekiil formiliine sahip olmalarina ragmen farkli diizlemsel dizilise

sahip bilesiklerdir. izomer bilesiklerin kimyasal ézellikleri birbirlerinden farklidir.
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izomerler, yapi izomerleri ve stereoizomerler olmak {izere 2’ye ayrilir :

Yapi izomerleri

Konformasyonal Konfiglirasyonel
Izomerler Izomerler

Diasteriyomerler Enantiyomerler

Cis-trans izomerler
(Geometrik Izomerler)

Stereogenik Merkezli
Diasteriyomerler

Sekil 2.2 izomerlerin siniflandiriimasi

2.2 Stereoizomeri (molekiiler li¢ boyutlu yapi)

Karbon bilesiklerinin stereoizomer yapilari mevcuttur. Yapi ve baglar ayni fakat

atomlarin bosluktaki dizilisleri farkhdir.
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Ornek: Maleik asit ile fumarik asit izomerdir (geometrik izomer ya da cis-trans izomer)

H COOH HOOC COOH
C=C._ Cc=C
HOOC H H H
Fumarik asit Maleik asit
(trans) (cis)

Sekil 2.3 Maleik asit ile fumarik asit izomerleri

2.3 Molekiiler Kiralite

Bir molekilde, sp? hibritlesmesine ugramis tetrahedral bir karbon atomu eger dort

farkl substitlient tasiyorsa kiral veya asimetrik olarak isimlendirilir.

ilk g6zlenen optikge aktif bilesik laktik asittir. Asimetrik laktik asitin merkezi C’'u 4 farkl

atom ya da gruplara baglidir.

'TOOH TOOH
HO (|3 H H (|3 OH
CH; CHy
L{(+) lactic acid ID(-) lactic acid

Sekil 2.4 Laktik asidin enantiyomerinin uzaysal gosterilisleri

2.3.1 Molekiiler Asimetri: Kiral (Chiral) ve Kiral Olmayan (Achiral) Molekiiller

“Kiral” bir molekil ayna hayali ile Ust Gste cakismayandir. “Kiral olmayan” bir molekiil

simetri merkezi ve simetri dizlemini tasimaz.
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Benzer bilesikler Farkl bilesikler

VTN RN

cl cl cl Cl H <l cl

Cis 1,2-diklorosiklopentan Trans 1,2-diklorosiklopentan
(achiral) {chiral)

Sekil 2.5 Akiral ve kiral yapilar

2.3.2 Birden Fazla Kiral Merkez Tasiyan Bilesikler

iki farkli asimetrik karbon tasiyan bir molekiilde, bu karbonlarin her biri ya R ya da S

konfigiirasyonunda olabilir.
1.C* 2.C* toplam konfigiirasyon
(R) (S) (1R, 25)

(S) (R) (1S, 2R)

(R) (R) (1R, 2R)

(S) (S) (1S, 29)

n = kiral karbon sayisi olmak Uizere, bir bilesigin optik izomerlerinin maksimum sayisi 2"

dir.
Ornek:
Kiral karbon sayisi 2 ise, stereoizomer sayisi = 4’tlir

Asimetrik karbon sayisi 3 ise, stereoizomer sayisi 23 = 8’dir.
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H
PhCH,CONH

q
ﬁ""fn I\"Il'i'
s

_'_I‘Iw__:':_.’ Me
v COnH
Penisilin G “
T o vitamin !
& » [*
23=8 stereo izomeri vardir I 98- £4 ot oreoizom er

Sekil 2.6 Penisilin G ve Vitamin D3 nin stereoizomerlerinin sayisi

2.3.3 Mezo Bilesikler

Kiral karbonlari olan fakat kendi ayna goriintisu ile cakisan stereoizomere ‘mezo’ sekli
denir. Bir mezo bilesik 2 stereojenik merkez icerir fakat optik aktivitesi yoktur. Bu

sebeple, mezo bilesikler kiral degildir.

Mezo

Sekil 2.7 Mezo bilesik

2.4 Kiral Molekiillerde Optikge Aktiflik

Kendisinden veya ¢Ozeltisinden gecirilen polarize i1s1gin diizlemini gcevirebilen bilesiklere

optikge aktif molekiiller denir.

2.4.1 Polarize Isigin Dogasi ve Cevirme Agisl

Optik izomerlik, bir uzay izomerligidir ve inceleme araci ise polarize 1gik’tir.
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Olagan 1sik her dogrultuda titreserek yayilir. Polarize isik haline dontslince titresimler
bir dizlem icinde kalacak sekilde yayilir. Optik¢e aktif maddeler ve kiral maddeler,
polarize 151k bir maddeden gegtiginde titresim dizlemini belirli bir agi kadar ¢evirme

ozelligine sahiptirler.

polarized light
rotated
polarzed
light

Sekil 2.8 Polarize 1s18in rotasyonu

Maddelerin isikla etkilesmelerini gdsteren bir alet olan polarimetre, polarize edilmis bir

1Is18In bu madde igerisinden gegirilmesi ile derisimleri dlgen bir cihazdir.

Polarimetre, birine polirizor digerine analizér denilen nicol prizmasindan, 6lgllecek
¢Ozeltinin icine konuldugu madde tipilnden ve agi bélmeli ekseni etrafinda cevrilebilen
bir diskten olusur. Isik kaynaginin monokromatik isik vermesi gerekir, bunun igin
sodyum lambasi kullanilir. Sodyum lambasi, sari renkli olup, dalga boyu 589 nm olan

1sik polarimetrelerde yaygin olarak kullanilir.

Specific N

rotation 30° / AN \
\ Observer
Polarized W
light 1 \ \ <Zaa
Unpolarized I l Movable analyzer
light ‘ ]

Sample tube containing
organic molecules

Polarizer

Light source

Sekil 2.9 Polarimetrenin ¢alisma mekanizmasi
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Bir polarimetrede numune kabina konularak polaritesi oOl¢lilen maddeler igin iig

ihtimal vardir:

1-Polarize 1s18in yoniini hi¢ doéndiirmemesi, ki bu maddenin optikce aktif olmadigini

gosterir,
2-Polarize 15181 “ dextrarotatori” (+) saga gevirebilir,
3- Polarize 15181 “Levorotatori” (-) sola gevirebilir.

Herhangi bir 6lgim aninda 15181 saga ya da sola gevirdiginin bilinmesi de mimkin
degildir. Eger 151k + 10° saga gozliklyor ise bu gergekten + 10° sag mi, ¢coksa - 350° sol
mu diye bir karisiklik ortaya ¢ikar ki bu durum, ancak konsantrasyona bagli bir durum

oldugu igin, konsantrasyonu degistirilerek anlagilabilir.

2.4.2 Cevirme Agisi, a ve Ozgiil Cevirme Agisi, [a] :

Bir bilesigin polarize 15181 cevirme agisi, 1518In madde iginden gectigi yola, derisimine
sicakligina ve 1s1gin dalga boyuna baglidir. Polarize 1sik olarak sodyumun D bandina ait
1stk ve sicaklik; [a]o?® simgesi ile belirlenir. Isigin madde icinden gectigi yol (numune

tiplanin boyu) 1 dm, ¢bzeltinin derisimi g/ml olarak alinir [33].

Bu kosullarda dl¢ilen a, 6zgll cevirme acisidir ve asagidaki baginti ile hesaplanir:

20 &
[a]D=° = » (2.1)

a: Spesifik dondlirme agisi,
c: Derisim g/ml olarak konsantrasyon,

1: Numune tlpilniin boyu (1 dm).

2.5 Optikge Aktif Bilesiklerin Konfigurasyonlari ve Gosterilisleri

Konfigiirasyon, kiral C atomu g¢evresindeki 4 grubun diizenlenme sirasi ile ilgilidir.

16



Mutlak konfiglirasyon iki enantiyomerin ayirt edilmesini saglar ve onlarin kiralitesini
tanimlar. En yaygin olarak kullanilan gosterimler D- ve L- gdsterimi, R- ve S-

gosterimidir [34].

p-Alanine L-Alanine

Sekil 2.10 Alanin aminoasidinin —D ve —L gosterimleri

2.6 Enantiyomerler ve Diastereoizomerler

2.6.1 Enantiyomerler

° Optikce aktif bir bilesigin, polarize 15181 saga ve sola ceviren izomerlerine
enantiyomerler denir.
° Enantiyomerler kiral molekiillerdir, 4 farkli grubun bagli oldugu karbon atomu

(kiral merkez-stereojenik) icerirler.

T / Stereojenik merkez

Y\\\\-- X
Z

Sekil 2.11 Stereojenik merkez iceren bir karbon atomu
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Enantiyomerler (st Uste ¢akismazlar ve birbirlerinin ayna gorintuleridir.

[ ]
AYNA
y . | )
4gy | ol i
""“‘.“Z \ ‘~»1 j _ M 1 {
\4:%:..: == = \&e.*‘\g-
2 CAKISMAZ
SOL EL SAGEL
Sekil 2.12 Kiral maddelerin ayna goriintis

e Enantiyomerler, kimyasal 0zellikleri benzemekle birlikte biyolojik o6zellikleri
bakimindan farkh 6zellikler gosterirler.

e Enantiyomerler, reaksiyon esnasinda hizlari farkl olabilir ve farkli Grlinler
verebilirler. Bu farklardan yararlanilarak enantiomerlerin birbirinden ayrilmasi
saglanir.

e Ornek, enzimler (+) laktik asidi pirivik aside dénustiiriirken, (-) laktik asidi

donustirmezler.

HOOC : HOOC
/ O ; 3
H 5 H
E-(-)daktik asit : E-(+)daktik asit
[2]ln $3e L3 33 (H o) . [alp e +3 33 (HaO)
En: 53 *%C En: 53 %
5
=
&
=
(J:DC'H
.
(s T
CH

Panwvik asit

Sekil 2.13 Enzim reaksiyonlarinda + ve — laktik asidi farkl davranislari
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e Ornek, Karvonun (R)-enantiyomeri nane kokusu verirken, (S)-enantiyomeri

kimyon kokusu verir (Sekil 2.14). Zencefil ise rasemik karvon icermektedir.

(+)-Carvone ( )-Carvone

Kimyon tohumu Nane yagi
CH 3 CH 3
O
: - H
/
HsC — SCH, HaC = SCHs,
(+)-Carvone (—)Carvone
(S)-carvone (R)-carvone
oil at 25°C oil at 25°C
bp: 230-231°C bp: 230-231°C
d: 0.965 g/mL d: 0,965 g'mL
n: 1.4988 n: 1.4988
insol H20, misc EtOH, MeOH insol H20, misc EAOH, McOH
|a),=61.2° |a)y, = -62.46°

Sekil 2.14 Karvon bilesiginin enantiyomerleri
2.6.2 Diastereoizomerler

X/

«+» Stereoizomerlerin ayna gorintlsi olmayan giftleridir.
+»» Molekulde birden fazla sayida asimetrik karbon atomu vardir.
X/

+» Diasteromerlerin tim fiziksel, kimyasal 6zellikleri ve polarize 15181 ¢evirme

yonleri farklidir.
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—

H T H ' R N
HO—&,—H H—C,—OH | H—8,— OH HO—C.— H
H—(|3;— Ly v'—é —H ; ‘ H-—LI‘,—[:;H HO—G.—H
H—(llx—H H—(‘: —H | H—c::—H H—C.,—H

<|J 5 t‘a | o} o

T s N,

el — | EE== —

» o-Threose L-Threose p-Erythrose L-Erythrose

Sekil 2.15 Eritrozlar ve Treozlar molekillerinin diastereomerleri

+» Fiziksel ve kimyasal acgidan enantiomerler birbirlerine benzerken,

diastereomerler buylk farklihklar gosterebilirler. Diastereomerler, farkli

erime noktalarina, kaynama noktalarina ve fiziksel sabitlere sahiptirler.

M asteream erler

R P

il

ay ()

i

x"“-q _ ﬁ-f"'f’

.H.!.rnﬁ. gl‘::ﬂjnlil.j 11~ E i s 0 it it

AN

Ayna

T

Ayma périntist- Enantioma

V)
“-—_p-"';/[

Sekil 2.16 (1) ve (Il) birbirlerinin enantiomeridir, (lll) ve (IV) ise

(I)’in diastereoisomerleridir

2.7 Enantiyomerlerin Farkli Biyoaktivite Ozellikleri

Kiralitenin, canlilar icin 6nemli olmasinin nedeni molekiler seviyede simetrinin

biyolojik stireclere hakim olmasidir. Kiralite biyoaktivite i¢in bir 6n kosul degildir. Ancak

stereojenik merkeze sahip biyoaktif molekiillerde enantiyomerlerin aktivitelerinde

blyuk farkhlik g6zlenmektedir.
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Bu olgu ilag, insektisit, herbisit, tat ve koku vericiler ve gida katki maddeleri gibi tim
biyoaktif maddelerde gorilir. Canli organizmalarin molekiler bilesenleri ¢ogunlukla
kiraldir ve kiralite bu molekullerin biyoaktif maddelerle etkilesimlerinde baskin bir rol

oynar [36].

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

‘distomer’ terimi kullanilir.

Bir rasemik ilacin tedavi edici olmayan inaktif izomeri (distomer) istenmeyen safsizlik
olarak nitelendirilir ve farkli farmakolojik etkiler gosterir. Kisacasi rasemik bir ilacta
eutomer ve distomerin farmakodinamik ve farmakokinetik fazlarinin farkl olusu inaktif

izomer ile ilgili gesitli etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agabilir.

i) Her iki enantiyomer bagimsiz veya birlikte tedavi edici etkiye sahiptir.

Bazi ilaglarda her iki enantiyomer bagimsiz tedavi edici etkiye sahip olabilmektedir.

Ornegin,

= Dekstropropoksifen analjezik bir ajan iken, levopropoksifen etkili bir 6ksuriik
onleyicidir.

= (4)-adrenalin kan damarlarini sikistirmada (-)-adrenalinden daha aktiftir.

OH H
(R) ~

HO

OH

Sekil 2.17 (+)-Adrenalin molekili

ii) Enantiyomerlerden biri aktif digeri inaktif 6zellik gosterebilir.

Rasemik karisimda bulunan enantiyomerlerden yalnizca bir tanesinin aktif olmasindan
dolay! optikce aktif bilesiklerin kullanimi biyokimya, farmasotik, gida ve parfim

endustrisi igin 6nem tasimaktadir. Ornegin,
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= (-)-Tiroksin tiroid bezleri tarafindan Uretilen ve metabolizmayi hizlandirarak
heyecanlanmaya ve kilo kaybina neden olan bir hormondur. Onun

enantiyomeri olan (+)-tiroksinde bu 6zelliklerin higbiri yoktur.

HO

Sekil 2.18 (-)-Tiroksin

iii) Enantiyomerler birbirinin tam tersi bir etki gosterebilirler.

Bazi durumlarda bir kiral ilacin her iki izomeri farkh etkiler gostererek biri tedavi
ederken digeri yan etki gosterebilmektedir. Birgcok dogal Griin ve sentetik ilag bu

sekilde bulunmaktadir. Ornegin,

= Ketamin, anestezik ve analjezik olarak kullanilan bir madde olarak
bilinmektedir. Rasemik karisim seklinde uygulanmasindan dolayr anestezi
sonras! hastalarda halusinasyon ve zihinsel karisikliklar gézlenmistir. Ketaminin
enantiyomerleri arastirildiginda S-(+)-Ketaminin anestezik oldugu, istenmeyen

yan etkilerin bliyik cogunlukla R-(-)-Ketamin ile iliskili oldugu gorulmustar.

H.C__ _H H.____CH,
N - [N
O o
< c
= b

Sekil 2.19 a) S-(+)-Ketamin b) R-(-)-Ketamin
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iiii) Her iki enantiyomer tedavi i¢in avantaj saglar

Her iki enantiyomerin istenen tedavi edici etkisinin saglanmasinda farkli yollardan
katkida bulundugu ilaglar mevcuttur. Ornegin, indakrinon isimli ilacin R-(+)-
enantiyomer aktif bir diliretiktir. Ancak, Urik asit olusumunu engelleyerek istenmeyen
yan etkiler gosterir. S-enantiyomeri ise Urik asit salgisini artirarak R-izomerinin

antagonisti (karsit1) olarak gorev yapar [35].

2.8 Rasemik Karisim ve Rezoliisyon

iki enantiyomerin esit miktarlarda karisimina “rasemik karisim”” denir, rasemik karigimi
olusturan enantiyomerlerin optik ¢evirmeleri mutlak derece esit ve isaret bakimindan

zittidir.

Rasemik karisimlarin bilesenlerine ayrilmasina “rezoliisyon’ denir. Rezolilisyon islemi,
enantiyomerlerin ¢ozundrlikleri birbirinin ayni oldugundan, diger karisimlarin ayrilmasi
kadar kolay degildir. Genel olarak, kimyasal yontemlerle enantiyomerler diastomer

tuzlarina donusturilerek ¢ozinurlik farkililiklari olusturularak gergeklestirilir.

2.8.1 Rasemik Bilesiklerin Rezoliisyonunda Kullanilan Yontemler

Enantiyomerik saf bilesiklerin sentezi ve ayrilmasi icin cesitli yontemler

kullanilmaktadir [36].

Rasemik karisimlarin rezoliisyonu 4 farkh yontemle gergeklestirilir:

i) Direkt tercihli kristalizasyon,

ii) Diastereomerik tuzlarin kristalizasyonu,

iii) Kinetik rezollisyon,

iv) Dinamik kinetik rezollsyon.
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i)Tercihli kristalizasyon

Konglomerat, esit miktarda iki enantiyomerin kristallerinin mekanik karisimindan
olusur. Tercihli kristalizasyonun basarisi konglomerat seklindeki rasemik karisimin

enantiyomerlerden herhangi birinden daha ¢6zlinir olmasina baglidir.
ii) Diastereomerik tuzlarin kristalizasyonu

Bu yontemde, rasemik karisimin enantiyomerleri dnce farkl fiziksel 6zelliklere sahip
diastereomer tirevlerine donugstlrdlir. Diastereomerleri  olusturan ve olusan
diastereomerleri tekrar enantiyomerlerine donlstiren tepkimeler basit asit-baz
tepkimeleridir. Genellikle optikce aktif bir baz ile rasemik bir asit tepkimeye girer ve
diasteromerik tuzlar olusur. Bu yontem, kiral amin ve karboksilik asitlerin

rezollisyonunda yaygin olarak kullanilir.
iii) Kinetik rezolilisyon

Kinetik ayrilma, rasemik karisimin enantiyomerlerinden birisini, onun ayna
gorintisinden bir Griine, donlstlirme asamasidir. Bu asama igin temel gereksinim;

verilen bilesigin R ve S enantiyomerlerinin kR¢kSoImaS|d|r.

Eger biyolojik orijinli (genellikle enzimler) kiral katalizorler kullanilirsa, bu islem
enzimatik kinetik ayrilma ya da biyokatalitik ayrilma olarak adlandirilir. Enzimatik
kinetik ayrilmada, bir rasemik substrat enantiyomerlerin oldugu, kiral farkhiligin icinde

enzimatik bir reaksiyona girer.

Enantiyomerlerin reaksiyon oranindaki farkhlik ¢ok buylktir, sonra sadece bir
enantiyomere donustlirtlir ve reaksiyon yaklasik %50 cevirime ulastiginda, her iki
enantiyomerin optik olarak saf formlari saglanir.  Kinetik rezollisyon rasemik
karisimdaki enantiyomerlerden birinin digerinden daha hizli Griine donlismesi olarak

tanimlanabilir.
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kr

(R)-substrat (P)-tran

L

(S)-substrat Ks > (Q)-iiriin

Sekil 2.20 Kinetik rezoliisyon

Enzim katalizli tepkimelerde enantiyomerik asirilik (ee) ve enantiyomerik oran (E) gibi
iki 6nemli kavram vardir. Herhangi bir bilesigin enantiyomerik safligi enantiyomerik
asirilik terimi ile ifade edilir (Esitlik 2.2). R, (R)-enantiyomerinin, S, (S)-enantiyomerinin
derisimini gostermektedir. Rasemik bir karisim icin ee degeri “0” iken enantiyomerikce

saf bir bilesik icin ee degeri “1”dir.

%ee = _[R]-[S] x100 R=>S
[RI+[S] (2.2)

_ In[(1-c)x(l-ece(S)]
In[(1-c)x(1+ee(S)] (2.3)

Démniisiim (¢) = 1- [ ([R]+[S]) / ([Ra] + [So])] (2.4)

Enzimler kiraldir ve rasemik bir karisimin iki enantiyomeri arasinda ayrim yapma
yetenegine sahiptir. Enzim katalizli tepkimelerin enantiyosecimliligini veya
stereosecimliligini tanimlamak icin enantiyomerik oran (E) denilen bir parametre
kullanihir (Esitlik 2.3). Enantiyosegimli olmayan tepkimelerde E degeri “1” iken, kabul

edilebilir bir rezollsyon icin E degeri 20’den blyik olmahdir [36].
iv) Dinamik kinetik rezoliisyonu

Kinetik ayrilma, ylksek faydasina ragmen en fazla % 50 donisimi saglayan bir ig
sinirlamaya sahiptir. Dinamik kinetik rezollisyonda, kinetik rezollisyon ile rasemizasyon
prosesi birlikte gerceklestirilir. Hem kinetik rezollisyon hem de dinamik kinetik
rezollisyonda (R)- enantiyomeri, (S)-enantiyomerinden daha hizli (R)-lrtinine dondsir

(kR> ks)
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Dinamik kinetik rezolisyonun tek farki (S)-enantiyomeri rezollisyon reaksiyonu
suresince izomerlesir, baslangi¢ (R)- substratinin tamami (R)-Urlnline donisebilir(kras

> kr). Boylece % 100 verime ulasilabilir.
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BOLUM 3

ENZiMATIK BIYOTRANSFORMASYON YONTEMI

3.1 Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan Grin
olusturmadan % 100’lik bir verim saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA
molekillerinin kiiclik bir grubu haric olmak tzere, biitliin enzimler protein yapisindadir.

Enzimler proteinlerin en blylk ve en ¢cok 6zellesmis grubunu olustururlar.

Enzimler, canh hiicreler tarafindan biyolojik ortamda sentezlenmektedir ve bu ortamda
izole edildikten sonra da aktivite gdsterebilmektedirler. Enzimlerin katalizleme gligleri,
kimyasal katalizorlere gére 10° — 10 kez daha fazladir. Enzimlerin mol kitlesi 10* — 10°

dalton arasinda degismektedir.

Bir ¢ozeltideki enzim aktivitesi "enzim Unitesi" olarak belirtilir. Her enzimi icine alacak
bir Ginite tanimi olmamasina ragmen, 25 °C’de optimum kosullarda 1 mikromol (10°®
mol) substrati bir dakikada Urline donlstiren enzim miktarina "1 enzim Unitesi"
denilmektedir. Ancak uluslararasi 6lci sistemine gore enzim aktivite birimi katal'dir.

1 katal enzim ise bir saniyede bir mol madde déniisimiine yol agan enzim miktardir.

Enzimler uzun vyillardir ekmek, bira, peynir Gretimi, sarap Uretimi ve benzeri
konulardaki gida sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica enzimler, tip,
eczacllik, ziraat gibi bilim dallarinda cok genis kullanim alani bulunmaktadir.
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3.1.1 Enzimlerin Siniflandirilmasi

GUnumuizde var oldugu tahmin edilen 25000 enzimden yaklasik 4000 tanesi Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan kabul edilmis ve siniflandirilmistir [37].
Enzimlerin adlandiriimasinda ismin ilk boélimi substrat veya substratlarindir. ikinci
bolim ise, katalizlenen reaksiyonun tipinin sonuna -az eki getirilmis hali, yani grup ya

da alt grup adidir. Ornegin, NADP* oksidorediiktaz gibi.

Her enzime bir sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. (uluslararasi enzim
komisyonu) harflerinden sonra ardarda gelen dort rakamda ibarettir. Birinci rakam
enzimin bagli oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, Gglinclisu alt alt grubu
belirtir. Dordlnci rakam ise, enzimin ayni Gi¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini

verir.

Ornegin, E.C. 2.7.1.1 kod numarasinda 2, bu enzimin bir transferaz enzimi oldugunu, 7,
bir fosfat grubu transfer edildigini, 1, fosfat transferinin alkol grubuna yapildigini ve son
rakamda bu enzimin alkol grubuna fosfat transferi saglayan enzimler arasinda ilk sirayi

aldigini gbstermektedir.

Enzimler 6 sinif igcinde incelenmektedir:

Cizelge 0.1 Enzimlerin siniflandiriimasi

No Sinif Katalizlenen reaksiyon tiirii

1 Oksidorediiktazlar | Elektron transferi

2 Transferazlar Grup transfer reaksiyonlari

3 Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari

4 Liyazlar Cift baga gruplarin eklenmesi ya da gruplarin

uzaklasmasiyla cift baglarin olusma reaksiyonlari

5 izomerazlar Molekdil icinde guruplarin transferi ile izomerik formlarin
olusum tepkimeleri

6 Ligazlar Enerji kullanilarak kondenzasyon reaksiyonlari ile C-C,C-S,
C-O ve C-N baglarinin olusum tepkimeleri
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1. Oksidorediiktazlar (E.C.1.): iki substrat arasindaki redoks reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir. Ornek: Substratlara S ve S' denilirse,

»

Sindirgenen + Slyukseltgenen < > Sindirgenen + Slyukseltgenen (31)

Bu bliyik ve 6nemli olan grup dehidronagenazlar veya oksidazlar olarak bilinmektedir.

ilk adi: Alkol dehidrogenaz

Sistematik adi: Alkol : NADP* oksidorediiktaz

2. Transferazlar (E.C.2.): iki substrat arasinda H* disindaki gruplarin transferini

katalizleyen enzimlerdir. Ornek: Tasinan gruba G denilirse,

SG+S ————— 545G (3.2)

3. Hidrolazlar (E.C.3.): Ester, eter, peptit, glikozid, asit anhidrit, C-C, C-halojeniir veya

P-N baglarinin bir su molekilinin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

Ornek:

Asetil —kolin + H20 3 > Asetik asit + kolin (3.3)

4. Liyazlar (E.C.4.): Hidrolizden farkh bir mekanizma ile gruplarin substratlarindan

uzaklastirilip, ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir. Ornek:

HCOs3 +H < > H,0 + CO; (3.4)
ilk adi: Karbonik anhidraz
Sistematik adi: Karbonat Hidroliyaz

5. izomeraz (E.C.5.): Geometrik, optik ya da yapisal izomerlerin birbirlerine

déniisimiini katalizleyen enzimlerdir. Ornek:

D-gliseraldehit-3-fosfat «—————= Dihidroksi aseton fosfat (3.5)
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ilk adi: Trioz fosfat izomeraz

Sistematik adi: D-Gliseraldehit-3-fosfat ketolizomeraz

6. Ligazlar (E.C.6.): ATP veya GTP gibi yliksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat

baginin pargalanmasi sonucu aciga c¢ikan enerji yardimiyla iki bilesigin baglanma

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Ornek:

ATP + L-glutamat +NHs —————* ADP —PO43 + L-glutamin (3.6)

ilk adi: Glutamin sentetaz

Sistematik adi: L-glutamat NH4* ligaz(ADP)

3.1.2 Enzimlerin Substrat Spesifikligi

Enzimler aktivitelerini aktif merkez adi verilen bdlgeleriyle yaparlar, bununla birlikte bir
bitln olarak proteinin li¢ boyutlu dogal yapisinda dnemli rol oynamaktadir. Enzimlerin

katalizor olarak etki ettikleri maddelere substrat adi verilmektedir.

Enzimler oldukga spesifik biyokatalizoérlerdir. Bunlar hem reaksiyon tipleri, hem de
reaksiyona girecek maddeler icin secimlilik gosterirler. Ayni zamanda bazi molekiiller

icin “stereospesifik’ 6zellik gosterirler.

Ornegin, Fumarat molekdiliine, L- Malik asit yerine D- Malik asit kullanildiginda fumaraz
enzimi etki etmemektedir (Sekil 3.2). Bu durum bazi enzimlerin stereospesifik 6zellik

gosterdigini aciklamaktadir.

00C H _ He coO
fumarasc He u s
H) ~——— a— Corny
7 i H
‘DOC OH
H CoQr
Fumarate S-malate

Sekil 0.1 Fumarat molekillinin fumaraz enzimi ile reaksiyonu
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HO HO
OH

O OH

L-Malic acid D-Malic acid

Sekil 0.2 L-malik asit ve D-malik asit

Enzimlerin konfigurasyonlarini belirleyen, substrat ve diger molekiillerin enzimlere
baglanmasini saglayan kovalent olmayan (non-kovalent) baglar bulunmaktadir. Bunlar,

van der Waals baglari, elektrostatik baglar, H baglari ve hidrofobik etkilesimlerdir.

Genel olarak, enzim ylizeyinde substratin girebilecegi sekilde enzimin yapisina uygun
bir baglanma bolgesi bulunmaktadir (geometrik uygunluk). Aktif bolge adi verilen bu
bolgede bulunan aminoasitler substratla 5-non-kovalent baglarla bir arada tutulurlar.
Ancak bu yapiya uygun olan substratlar enzim-substrat kompleksini olusturabilir. Bu

kompleks olusamaz ise triin meydana gelmez.

Substratiar Enzim Enzim
aktivasyonu

Enzimin tekrar Aktif boige

kullaniimasi
N &~
; L

Enzim — substrat
kompleksi

Uran C

Sekil 0.3 Enzim-Substrat kompleksi

3.1.3 Enzimlerin Etki Mekanizmalari

Enzimlerin katalitilik mekanizmasi iki sekilde incelenir:
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I.  Aktivasyon enerjisi ve denge sabiti:

Enzimler reaksiyona karsi enerji engelini azaltirlar fakat denge sabitini etkilemezler.

ki ve kz hiz sabitleridir.
k1
A+ B # P+ 0

k2 (3.7)
Reaksiyon denge sabiti, Keq =

k1 _ [P] [q]
k2 [A][B]

ile gsterilir.
(3.8)

Molekdillerin birbirleri ile reaksiyona girebilmeleri icin enerji tiiketilmektedir. Bitin
kimyasal reaksiyonlarda aktivasyon enerjisi olarak adlandirilan bir enerji asiimasi
gerekir. Enzimler katalitik etkilerini biyokimyasal reaksiyonun aktivasyon enerji engelini
duslirerek vyaparlar. Aktivasyon enerjisi disiuk olan reaksiyonlarin hizi  yiksek

olmaktadir.

E, = Katalizorsiiz aktivasyon enerjisi
E,., = Katalizorlii aktivasyon enerjisi

Enerji

istteki kirmizi tepe noktasi enzimsiz olan
mavi olan ise enzimli olan reaksiyondur.

2 ) Yani enzimler aktivasyon enerjisini disiririer
Tepkimeye giren
maddeler

Urdiinler

Tepkimenin yt’mij'

Sekil 0.4 Bir reaksiyonun aktivasyon enerjisi lizerinde enzimin etkisi

Il.  Aktif veya katalitik bolgedeki degisiklikler: Enzim molekdlleri substrat
molekillerinden daha buyuktir. Aktif bolge ise enzim molekilinin ylzey

bdlgesinin %5 gibi ¢ok kiglk bir kismini olusturur.
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Enzim spesifitesinin esasini bu aktif boélge olusturur ¢linkli baglayici olaylar ve
kimyasal donlsiimler burada meydana gelir. Aktif bolgede bazi aminoasit yan

zincirleri, kofaktor ve koenzimler vardir.

3.1.4 Enzim Reaksiyonlarinin Hizina Etki Eden Faktorler

Reaksiyonun hizi bir dakikada Griine donlisen substrat miktari olarak ifade edilir ve

birimi umol / dk.’d1r.

a) Enzim konsantrasyonu: Enzimler ile katalizlenen bir reaksiyonun baslangi¢ hizi, her
zaman enzim konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Sicaklik ve pH degerlerinin optimum
oldugu ortamda yeterli substrat varsa enzim yogunlugu arttikca tepkime hizi da artar.
Ortamdaki substrat miktari sinirli ise enzim yogunlugu artsa bile reaksiyon bir sire

devam eder daha sonra durur. Bunun nedeni ortamda substratin kalmamasidir.

Tepkime ha

Enaim
derigimi

Sekil 0.5 Enzim konsantrasyonun reaksiyona etkisi

b) Substrat konsantrasyonu: Enzim konsantrasyonu sabit olmak kosuluyla substrat
konsantrasyonu arttikga reaksiyonun hizi da artar. Fakat bir slre sonra substrat
konsantrasyonu ne kadar artarsa hiz degismez (Vmax). Bunun nedeni enzimlerin

substrata doymasidir.

suhsime
wounluZu

Sekil 0.6 Substrat konsantrasyonun reaksiyona etkisi
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c) Sicakhik: Bir enzimatik tepkimenin hizi belirli bir noktaya kadar, artan sicakliga bagl
olarak artar. Bunun nedeni sicaklik artisindan dolayi, substratlarin hizli hareket etmesi
ve enzimin aktif bolgesi ile daha sik garpismasidir. Ancak, belirli bir sicakligin (45-55 °C)
Uzerine cikildiginda enzimler denatiire oldugundan (aktif bodlgenin sekli bozulur),
enzimatik tepkimenin hizi aniden duser. Yiksek sicaklikta (55-60 °C) enzimlerin yapisi

bozuldugundan, sicaklik normale donse de enzimler ¢alisamaz.

Tapkima Mzl

Sekil 0.7 Sicakhgin reaksiyona etkisi

d) pH: Her enzimin optimum bir pH'I vardir. Bircok enzim 5-9 pH araliginda optimal
aktiviteye sahiptir. Genellikle, enzimlerin optimal pH degerleri 7'dir. Bazi enzimler
asidik, bazilari ise bazik ortamda optimal aktive gosterebilirler. Ornegin, midede
protein sindiriminde gorev alan pepsin enzimi pH=2'de yani asidik ortamda iyi ¢alisir.
ince bagirsakta protein sindiriminde gorev alan tripsin enzimi ise pH=8,5'te yani bazik

ortamda iyi calisir.

Tapkime Kz

E - e pH
6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %

% 4 B

: : E

Sekil 0.8 pH’in reaksiyona etkisi

3.1.5 Enzimatik reaksiyonlarinda serbest enerji degisimleri

Kimyasal reaksiyonlarda, reaksiyona katilan maddelerin {rlinlere dénismesi sirasinda
AG olarak adlandirilan bir serbest enerji degisimi s6z konusudur.
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a. Endergonik reaksiyonlar: AG degerinin pozitif oldugu ve reaksiyonun

gerceklesebilmesi icin disaridan enerji verilmesi gereken reaksiyonlardir.

b. Ekzergonik reaksiyonlar: AG degerinin negatif oldugu ve reaksiyonun
gerceklesebilmesi igcin sistemin enerjisinin yeterli oldugu reaksiyonlardir. Bu

reaksiyonlar kendiliginden gergeklesebilir.

3.1.6 Enzim Katalizli Reaksiyonlarin Kinetiginin Denklemi

Bir enzim reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimine bakildiginda, disik
substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon hizi substrat konsantrasyonlariyla dogru

orantili olarak artar. Reaksiyon hizi substrata gore birinci derecedendir.

Substrat konsantrasyonu arttirilmasina ragmen reaksiyon hizinin artmamasi

durumunda tim enzim molekdlleri substratla birlesmis yani doymus haldedir.

Doygunluk durumundaki tiim enzimler ES (Enzim-Substrat kompleksi) halindedir. 1913
yihinda Leonor Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarin ilk basamaginda bir
ES kompleksi olusturmasindan ve enzimlerin doygunluk 6zelliklerinden yola gikarak bir
model gelistirmislerdir. Bu model bir¢ok enzimin kinetik 6zelliklerini agiklamaktadir

[38].

+ —> —>

Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Uriin
kompleksi

Sekil 0.9 Enzim-Substrat kompleksi
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|'(1 kE
E+5 *"'l\k— ES =~ E+P
2 (3.9)

_ dF _
V= = k= [ES]
(3.10)
Burada ES teriminin, enzim ve substrat konsantrasyonlari gibi bilinen degerler
cinsinden gosterilmesi gerekmektedir. ES’nin olusma ve pargalanma hizlari asagidaki

gibi yazilabilir,

Tl =kiEl ]
. (3.11)

—E =k, [ES] + ks [ES]

(3.12)

ES kompleksi konsantrasyonunun reaksiyon boyunca sabit kaldig, vyapilan
spektroskopik calismalarla bulunmustur. Bu da ES kompleksi olusma hizinin

parcalanma hizina esit olmasiyla mimkindr.

Boylece,

d[E5] _ d [ES]
de  dr den

(3.13)
ki[E] [S] = (k2+ks) [ES] (3.14)
esitligi cikar. Bu esitlikteki sabitler tek bir terimde toplanarak,
Km = (k2+ ks) / k1 ifadesi yazilir. (3.15)

Bu denklemde, Km, ‘ye Michaeli-Menten sabiti adi verilir. Bu sabit yerine konuldugunda,
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[E][5]
[ES] = —=

denklemi elde edilir. (3.16)

Disik substrat konsantrasyonlarinda Km > [S] olacagindan, [S] ihmal edilir ve

_ Vmax[5]

Km Michaeli-Menten denklemi bulunur. (3.17)

3.1.7 Enzimatik Reaksiyonlarin Mekanizmasi

Molekilinde asimetrik bir karbon atomu bulunan bir ketona niikleofilik katiima
sonucu yeni bir asimetrik karbon atomu meydana geliyorsa, 6nceden bulunan
asimetrik grubun karbonil grubunun sp? dizleminin her iki yuzeyini fakli sekilde
engelledigi icin, karbonile katilma bir ylizeyden digerine gore daha hizlh olur ve
diastereomerlerden biri digerine gore daha fazla olusur. Enzimler kimyasal dengenin
yerlesmesini hizlandirirlar. Bu hizlandirma kimyasal katalizorlerin kullanilmasindan
daha avantajlidir. Ornegin, (ireaz enzimi lreyi hidrolizleyerek NH4 ve HCOs iyonlarina
donlstirmektedir. pH 8 ve 20 °C suda bu reaksiyonun hiz sabiti enzim yokken 3.1071°
iken, enzim varliginda 3.10* dir. Bdylece, lreaz enzimi bu reaksiyonu 10 kat

hizlandirmistir.

or0i® oP02® uo\/tL\/opo?G
..1- . ES
"% ﬁ:ﬁsﬁ &%H D(ﬁ'( = o
OH opoZ 2 5
OnA0POY”
ate aDP NAD H
Dupi €6
NADH oH

NAD NADH ATP ADP Aopj'

E7

K ATP

H OH opol® op0Z® OH
H = 29
'S )K.L o\])\ = o0 OH == 0 0PO3

" EN E10 E9 \T\/ EB T\/

°

<] e

Scheme 9 Enzymatic pathway from glucose to ¢thanol Enzymes. Bl hexokinase; E2, phosphoglucomutase: E3, phos-
phofructokinase . E4, aldolase. ES, tnosephosphate isomerase; E6, 3-phosphoglycerate dehydrogenase; E7, -phospho-
glycerate kinase: E8, phosphoglycerate mutase: E9, enolase: E10, pyruvate kinase; El |, pyruvate decarboxylase: EI2,
alcohol dehydrogenase

Sekil 0.10 Glikozdan ethanol eldesinin enzimatik yolu
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3.2 Biyotransformasyon

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizér olarak
kullanilmasiyla gergeklestirilen kimyasal dontisim reaksiyonlariyla endistriyel 6neme

sahip bilesiklerin elde edilmesi olarak tanimlanir.

Organizma
/Fermentasyon \
Enzim

l Hiicre
Tutuhlann@\ %yn Hiicre

Substrat(lar) —{ Biyotransformasyon —— Uriin(ler)

Sekil 0.11 Biyotransformasyon reaksiyonlarinin genel semasi

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda biyolojik sistemlerin dogal yasam alanlarinda
dogal substratlari Gzerinde gerceklestirdikleri biyosentezden farkh olarak, dogal
substratlari olmayan molekiiller (izerinde meydana getirdikleri doénlsimler so6z

konusudur [39],[40],[41],[42],[43],[44],[45].

3.2.1 Biyotransformasyon Reaksiyon Tipleri

Bu reaksiyon tipleri 7 sekilde gruplandirilabilir [46]:

X/

s Oksidasyon

¢ Redlksiyon

+* Hidroliz reaksiyonlar

s Katilim ve kondenzasyon

% izomerlesme

¢ Yeni C-C baglarinin olusumu

% Yeni hetero atomlarin ilavesi
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Burada siralanmis olan reaksiyonlar biyotransformasyon reaksiyonlarinin neredeyse

tiim sentetik reaksiyonlara esdeger reaksiyonlari yapabilecegini gostermektedir.

Bu tiir reaksiyonlari asagidaki gibi gruplandirilabilir:

» Benzer fonksiyonel gruplardan yalniz birinin reaksiyona sokulmasi,

» Enantiyomerlerden birinin segimli doénlisime ugratilmasi ile rasemik
karisimlarin ayrilmasi,

» Asimetrik merkeze bir grup sokulmasi ve

» Aktive edilmemis C-atomunun secimli olarak fonksiyonel grup haline

dénustiridlmesi.

Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda, cesitli biyokatalizorler aracilig ile elde edilen
kimyasal sentez Urlnleri ise tek basamakta kolaylikla ve ekonomik olarak
sentezlenmektedir. Biyotransformasyon ¢alismalarinda cesitli teknikler

kullaniimaktadir.

Biyotransformasyon teknikleri asagida belirtilmistir:

a. Blyuyen hiicreler ile biyotransformasyon

b. Stasyoner hiicreler ile biyotransformasyon

c. Sporlar ile biyotransformasyon

d. immobilize hiicreler ile biyotransformasyon

e. Serbest ve immobilize enzimler ile biyotransformasyon

Biyotransformasyon Reaksiyonlarini Etkileyen Faktorler:

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin katalizorleri mikroorganizmalar ve enzimler

oldugundan, reaksiyonlarin gerceklesebilmesi icin gerekli sartlar kimyasal reaksiyonlara

oranla daha farkl ve daha hassas olabilmektedir.
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o Substratin derisimi,
o Calkalama hizi,

o Zaman,

o Ortamin sicaklig ve

o pH biyotransformasyon reaksiyonlari icin dnemli faktorlerdir [47],[48].

3.3 Enzimatik Biyotransformasyon Reaksiyonlari

3.3.1 Biyotransformasyon Reaksiyonlarda Enzimlerin Tercih Edilme Nedenleri

Genis bir ¢esitlilige sahip biyotransformasyon reaksiyonlari, sentetik olarak
gerceklestirilemeyecek reaksiyonlari gergeklestirebilme olanagina sahiptir. Enzimlerin
sagladigi 6nemli avantajlar nedeniyle, biyotransformasyon uygulamalarinda enzimlerin
tercih edilme nedenleri asagidaki gibidir [43], [46] :

a. Enzimler ¢ok hizli galisan biyokatalizérlerdir.

b. Enzimler genis bir substrat spesifikligine sahiptir.

c. Enzimlerin genis bir reaksiyon spektrumu vardir.

d. Enzimler ihmh kosullarda calisirlar.

e. Enzimler ayni ortamda birbirlerini etkilemeden kalabilirler.

f. Enzimler, kimyasal segicilik, bélgesel segicilik ve enantiyomerik segicilik olmak lizere
Uc tip secicilik gosterirler.

g. Organik sentez yontemleriyle gergeklestirilmesi ¢ok zor reaksiyonlar enzimatik olarak

kolayca gergeklestirilebilir.

3.3.2 Enzimlerin Kiral Segicilik Ozellikleri ve Enzimatik Reaksiyon Mekanizmasi

Kiral tanima ya da kiral secicilik, canh sistemlerdeki kiral alicilarin veya kimyasal
bilesiklerin bir kiral molekilin enantiyomerlerinden biri ile secici olarak etkilesmesidir

[49]. Ozellikle, biyolojik etkilesimlerde kiral secicilik baskin sekilde rol oynar.
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Canli sistemlerde bir kiral molekiliin enantiyomerlerini ayirt edebilen yapilar enzim ve
reseptorlerdir. Canli sistemlerde dis ve i¢ ortamda meydana gelen kimyasal, fiziksel,
elektriksel vb. gibi tim degisiklikler serbest sinir uglari veya sinirlerin bagl olduklari
duyu almaglari yani reseptorler tarafindan algilanir. Fizyolojik fonksiyonlari ne olursa
olsun reseptoérlerde ortak olan nokta hepsinin kiral molekiiller olmasidir. Bu nedenle
reseptorlerin uyarici molekillerine baglanmalarinda enantiyosegici davranmalari

beklenir [36].

Enzimler kiraldir ve tek bir enantiyomer halinde bulunurlar. Uzerlerinde kimyasal
reaksiyonlarin meydana geldigi asimetrik bir bolge (aktif merkez) vardir. Bu sekilde
enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlarin gogunda {rliniin yalnizca bir enantiyomerik

sekli olusur [50].

Kimyasal yolla yapilan asimetrik sentezlerde kosul, substrat, reaktif veya ¢ozliciden
birinde asimetrik karbon atomu bulunmasidir. Bu kosullara sahip aktif bir bilesigin, bir
enantiyomeri digerinden yaklasik % 10’a kadar fazla olusabilir. Dogada meydana gelen
biyokimyasal reaksiyonlarin hemen hemen timui asimetrik sentezlerle gergeklesir ve
tek enantiyomer % 100 verimle meydana gelir. Bunun nedeni, dogal katalizorlerin
enzimler olmasidir ve bunlarin substrata gore cok daha bilyik molekilld ve

stereospesifik olmalaridir.

Kimyasal reaksiyonlari yiksek tepkime glicinde gerceklestirmesinde rol oynayan

faktorler ve enzimatik reaksiyon mekanizmasi :

1. Enzim substrat molekilini baglayarak, parcalanacak bagin aktif merkezindeki

katalitik gruba ¢ok yakin durmasini ve ara trinin kolayca olusmasini saglar.

2. Bazi enzimler, substratla dayaniksiz kovalent ara Urinler olustururlar ve reaksiyonun

daha kolay yirimesini saglarlar.

3. Bir enzim proton verici ve proton alici olarak gorev yapan bazi fonksiyonel gruplar

vasitasiyla bir asit-baz katalizini yapabilir.

4. Enzim, substrat molekilindeki parcalanacak olan bagin gerilmesi veya

deformasyonunu saglayarak, bagin parcalanmasini kolaylastirir.
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3.4 Biyotransformasyon Reaksiyonlarinda Kullanilan Lipaz Enzimlerinin Onemi

Lipazlarin (triagilgliserol  hidrolazlar), bitki ve mikroorganizmalarin  yag
metabolizmasinda 6nemli goérevleri vardir. Lipazlar memeli, bitki ve mikrobiyal
kaynaklardan elde edilmektedir. Esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini
dislik sicakhkta katalizlemeleri, susuz ortamda kararli ve aktif olmalari, kofaktor
gerektirmemeleri, ylksek katalitik glicleri, ucuz olmalari, segimli ve pozisyonel olarak
spesifik yag asidi degistirmeleri, ester bagina spesifik olmalari, yiksek substrat

secgimlilikleri ve yan uriin olusumunu 6nlemeleri nedenleriyle yaygin olarak kullanilirlar.

Lipazlar, stereo ve bélgesel spesifik olmalari nedeniyle kimyasal olarak
katalizlenemeyen tepkimeleri katalizleyebilirler. Bdylece var olan bir ester
modifikasyonu ya da fonksiyonel ve fizikokimyasal 6zellikleri farkl yeni bir ester iretimi
yapabilmekte ve bunun sonucunda degerli yeni kimyasal maddeler ya da daha kullanisli

gliserit karisimlari elde etmek miimkiin olmaktadir.

e

o f‘"’L‘*"’\\/-“*/"’\ OH
o) . (o)
) N Lipase

_0” NN +3H,0 OH +3 o7 NN
5 2
|

C.—-A-V/ NN OH

Triacylglycerol Glycerol Fatty acid

Sekil 0.12 Lipazlarin katalitik etkisi

Lipazlar ile gerceklestirilen optik ayirma metotlar tipik olarak, ya bir esterin rasemik
karisiminin enantiyosecimli hidrolizi (6rnegin iki izomerden sadece bir tanesinin
hidrolizinin tercih edilmesi) ya da rasemik bir asit/esterin enantiyosegimli
esterlesmesi/transesterlesmesi ile esterden asidin ayrilmasi seklinde gerceklesir

[50],[51].

Lipazlarin uygulama alanlari:

%+ Bilesiklerin sentezi,

+» Karbonhidrat ester sentezi,
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X/
°e

% Poli doymamis yag asitlerinin elde edilmesi,

¢ Biyolojik aktif bilesenlerin sentezi,

< Parfim,

% Tat esterlerinin tGretimi,

** Yapisal lipidlerin sentezi ve organik karbonatlarin sentezi olarak
siniflandirilabilir [52].

Bu tiir cesitli lipaz katalizli kiral sentez yontemleri endistride kullanilir. Ornegin,

Optikce saf R-fenoksipropiyonik asit herbisitlerin sentezi icin ara Uriin vermek lizere
bromopropiyonik asitten ayrilmasi Avusturya’da Chemie Linz isimli bir firma
tarafindan ticari olarak gergeklestiriimektedir.

Glisidil bitlratin ve pmetoksifenil glisidatin optik olarak ayrilma islemleri DSM Adeno
isimli bir ilag firmasi tarafindan ticari olarak yapilmaktadir. Bu bilesenler, optikce aktif
- blokerlerin ve tansiyon duslricl ila¢ diltiazem’in hazirlanmasinda 6nemli ara

drdanlerdir.
Lipaz Katalizorliigiinde Gergeklesen Tepkimeler:

Lipazlar ¢ok yonllu katalizorlerdir. Dogal olarak yaglarin hidrolizini katalizlemeleri
yaninda esterlesme, transesterlesme, interesterlesme ve aminolizis tepkimelerini de

katalizlerler (Sekil 3.14) [53].

1. Hidroliz

.+ HOo e +  RyOH
R~ "OR, Ry “OH
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3. Transesterlesme

Asidolizis

O 0 O 0

+
Rl)l\o Rj R3)j\OH R3)kOR 1 ¥ RI/ILOH

Alkolizis
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+ , + R,OH
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4.interesterlesme

)OL 0 o} a)
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Ri” OR R3/1LOR. R3/U\OR; Ry” TOR,

5. Aminolizis

0
+  RyNH,

0
P + R;OH
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Sekil 0.13 Lipaz katalizorligiinde gerceklesen tepkimeler

3.5 Biyotransformasyon Calismalarinda Siklikla Tercih Edilen Lipaz Enzimleri

1) Wheat Germ Lipaz (WGL) (Bugday Ruseym Lipazi): Tokoferollerin (E vitamini) en
zengin kaynagl olan ruseym; ayni zamanda B grubu vitaminlerin, doymamis yag
asitlerinin (0zelliklede oleik, linoleik ve a-linoleik asit) ve fonksiyonel o6zellikli
fitokimyasallarin (flavonoidler ve steroller), esansiyel aminoasitlerin oldukca zengin bir
kaynagidir [54]. Bugday ruseymi lipazi olan wheat germ lipazinin (WGL) optimum
calisma degerleri; pH=7,5'da 30°C sicakhk araligindadir.
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2) Amano Lipaz: Ticari olarak Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens ve
Pseudomonas cepacia'dan izole edilen amano lipazlar; allilik ve alifatik klorohidrinler
[55], rasemik a-fenilalanin amidlerin [56], asetamid fenilpropanoik asit ve tlirevlerinin
reaksiyonlarinda ve o6zellikle sekonder alkollerin enzimatik kiral hidrolizinde goérev

almaktadirlar [57].

3) Candida tiiri lipazlar: Candida enzimleri, sekonder alkol esterlerinin
rezolisyonunda ve a-substutiye karboksilatlarin rezolliisyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Candida cyclindracea'nin substrat olarak kalabalik grup iceren
esterleri tercih etmesinden 6tlirt halkall yapiya sahip alkol esterlerinin hidrolizinde C.
cyclindracea enzimleri yaygin olarak kullanilmaktadir [58]. (R-S)-ketoprofen’in
enantiyosecilimi amaciyla Candida antarctica lipaz B (CALB)'nin enzimatik mebran
reseptorleri Gzerindeki etkinligi arastiriimis; yilksek reaksiyon kapasitesi, iyi termal

duraganlk ve tekrar kullanilabilirlik gibi avantajlarinin oldugu saptanmistir [58].

4) Hog Pancreatic Lipaz (HPL): "Hog" olarak taninan ve Turkce karsihgr "domuz"
anlamina gelen domuz pankreasindan izole edilen ve ucuz oldugu icin yaygin olarak
kullanilan bir enzimdir. Saf olarak izole edilmeyen karisimlari dogru HPLin yaninda
bircok hidrolaz enzimi icerir. HPL enzimi primer alkollerin esterlerinin hidrolizinde

kullanilir [58].

5) Mucor tiirii lipazlar: Mucor lipazlari olan Mucor Miehei ve Mucor Javanicus
biyotransformasyon amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Mucor enzimleri,
katalizledigi substratin yapisi ve hidrolitik segicilikleri bakimindan Pseudomonas tiri

lipazlara benzerler.

Mucor tirl enzimlerin aktif boélgelerinin ¢ boyutlu yapisinin aydinlatiimasiyla aktif
bolgelerinin diger lipaz enzimlerine uygun olarak “Asp-His-Ser” uclisinl (triad)

icerdikleri bildirilmistir [58].

6) Pseudomonas tiirii lipazlar: Pseudomonas Fluorescens, Pseudomonas Aeruginosa,
Pseudomonas Cepacia ve Pseudomonas Glumae’den izole edilmis bakteriyal lipazlar
etkin secicilik gosteren biyokatalizorlerdir. Sekonder alkollerin R-ester hidrolizi icin

Pseudomonas enzimleri tercih edilmektedir [58].
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7) Rhizopus Lipaz: Flamentli funguslardan olan Rhizopus'tan elde edilen lipazlar,
primer alkollerin 1. ve 3. bolgelerindeki Ustln segicilikleri nedeniyle kimyasal
sentezlerde olduk¢a kullanilmaktadirlar [60]. Genel olarak, triagilgliserolden bazi 6zel
endustriyel  GrGndn  hidrolizi, Rhizopus lipazlarinin  1,3-regiosegicilikleri ile
katalizlenmektedir [61]. Rhizopus lipazlari bu Ustlin 6zellikleri nedeniyle enantioselektif
kataliz ile kimyasal olarak degerli saf Urin eldesinde tercih edilmektedirler [61].
Rhizopus niveus'tan elde edilen lipaz enziminin (RNL) sn-2 pozisyonundaki oleik asite
etki ederek doymus vyaglarin interesterifikasyonunu arttirdigi saptanmistir [61].
Filamentli bir fungus olan Rhizopus arrhizus'dan hiicre ici ve hiicre disi elde edilen lipaz
enzimleri, doymus ve doymamis yaglarin interesterifikasyonundaki Ustlinleri nedeniyle
ilag sanayinde siklikla kullaniimaktadirlar [62]. Rhizopus arrhizus lipazinin (RAL) pH=6,9
ve %95 su ortaminda 0,3 mm partikiil boyutlu bugday kepegi tizerine 1.108 spor/ml

konsantrasyonda maksimum enzim aktivitesi gosterdigi saptanmistir [63].
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BOLUM 4

BiYOAKTIVITE CALISMALARI - MiTOKONDRIYAL AKTiVITEYE DAYALI

MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir) DENEYi Bir maddenin
islevlerini ve aktivitesini belirlemek amaciyla belirli bir hiicre serisinden gogaltilan
hiicrelerde ¢alismalar yapilarak in vitro sonuglar elde edilebilmektedir. Biyoaktivite
calismalari hicre kiltird ortaminda gerceklestirilmektedir. Hiicre kiltlr(, hiicrelerin
belirli bir besi ortaminda ¢ogaltiimasidir. Canli hiicreler Gzerinde kimyasal maddelere
bagh 6nemli yapi ve fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla
deneysel toksikolojik calismalar yapilir. Toksikoloji zehir bilimidir. Zehir ise canh
organizmada zararh etki gosteren herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Uygun yol
ve dozda alinmayan her madde zehir etkisi yapabilir. Bu etki bir yapi degisikligi seklinde
olabilecegi gibi biyokimyasal lezyon seklinde de olabilir. Ornegin, kanser ilaclarinin
cogu etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve bolinme fazlarini etkileyerek
gosterirler. Bazi kemoterapétik ajanlar bazi spesifik hiicrelerde olumlu sonug verirken
diger kanser hiicrelerinde etkileri sinirl olabilir. Bu nedenle farkh sitotoksik
maddelerin, farkh hticrelerdeki etkilerinin tam olarak aydinlatiimasi olduk¢a 6nemli

olmaktadir.

4.1 Biyoaktivite Calismalari - Mitokondriyal Aktiviteye Dayali MTT(3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) Testi

MTT Ol¢limi in vitro kosullarda metabolizmanin canhligina dayanarak sitotoksisiteyi

Olgmek icin uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir.
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Bu yontem, hizli, kolay ve yliksek oranda dogruluga sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan
MTT sart renkli olup, yasayan hicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-
dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu baglanmanin sonunda suda
¢O0zlinmeyen koyu mavi renkte kristaller olusmaktadir. Kristaller, DMSO ve izopropanol

gibi organik ¢ozliciilerde kolayca ¢6zlinmektedir.

Coziinmis olan bu boya, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle
gorunir dalga boylarinda olclilebilen bir absorbans vermektedir. Boylece, indirekt
olarak hiicrelerin metabolik aktiviteleri 6lglilmektedir. Ayrica oOlglilen deger yasayan

hiicre sayisi ile iliskilendirilmektedir.

A ;
substrates electron mediator T 7
NAD etrazolium
N reduced form coloriess
dehydrogenases
cell AR N

NAD electron mediator

B

©_</N ~H Mitochondria / N\ 4 H (I
N in viable cells N/ NN _

Formazan

Sekil 4.1 A. MTT ilkesi ve formazan B. Kimyasal yapilari

Mikroplate olcimi temel farkli parametrelerle birlikte hiicre canllik ve
proliferasyonuna dayali olarak gelistirilmistir. Mikroplate formatinda kullanilan en
onemli parametreler metabolik aktivite ve DNA sentezidir. Hiicresel tahribat kayip
icerisinde muhafaza kabiliyetinde olan hiicreler ve metabolik hlicre fonksiyonlari ve
bliyime icin enerji saglamak kacinilmaz hale gelmistir. Metabolik aktivite 6lcimiinde
bu dayanak noktasi temeldir. Genellikle bu y6ntem, hiicrelerin mitokondrial
aktivitelerini 6lcer. Hicreler bir kolorimetrik substratla birlikte (MTT, XTT, WST-1)
inklibe edilir [64]. Kolorimetrik yontem icin kullanilan temel parametre canli hiicrelerin

metabolik aktiviteleridir.
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MTT tetrazolium tuzu kullanilan bir mikroliter plate testi genellikle hiicre
proliferasyonu ve sitotoksitesinin kantitasyonunu belirlemede kullanilir. Tetrazolium
tuzunun sadece metabolik aktivitesi olan hiicreler tarafindan renkli formazanlara
indirgenmesinden dolayl bu yontem sadece canli hiicreleri saptar. MTT igerisinde canl
hiicreler renkli, suda ¢Ozlinmez formazan tuzu tarafindan indirgenir. Formazan
kristalleri ¢oziindlikten sonra, ¢abuk ve kolayca klasik mikroplate okuyucusunda
(maximum absorbans) 570 nm de miktari belirlenebilir [66]. Cogalan hiicreler prolifere
olmayan hiicrelerden metabolik olarak daha gok aktivite gosterdigi igin, bu yontemle
sadece hiicre canlihgl ve sitotoksite degil hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu da
belirlenir.  MTT  (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide;
Thiazolyl blue) kiltir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canl hiicrelerin

kantitasyonunu saglar.

En sik kullanim alanlar:

+»+ Sitokinlerin,
% Blylime faktorlerinin  medium komponentlerinin hicreler (zerine
etkilerinin arastiriimasi ve

++» Sitotoksik ajanlarin etkinliginin test edilmesidir [65].

MTT suda ¢0Ozlinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi icermeyen medium veya
tuz sollsyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir solisyon olusturur. Tetrazolium
halkasinin dehidrogenaz enzimlerince pargalanmasi sonucu MTT mor renkli ¢6zlinmez
formazana donuslir. Bu donlisiim canh hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile olur.
Olusan bu formazan izopropanol veya baska bir ¢ézticl yardimi ile ¢ézlinir hale getirilir

ve olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup kantite edilir [66].
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BOLUM 5

a- HIDROKSi KETONLARIN VE MANGAN (111) ASETATIN ONEMI

5.1 Farmakolojide a -Hidroksi Ketonlarin Onemi

Farmakolojik olarak énemli a-hidroksi ketonlar, biyolojik olarak aktif dogal Grtnlerin
asimetrik sentezlerinde yapi birimleri olmalari sebebiyle, endiistri ve akademik
¢alismalar agisindan ¢ok biyilk bir 6nem tasimaktadir. Kiral a-hidroksi ketonlar, ¢ogu
biyolojik aktivite gosteren dogal Urlinler icin 6nemli yapi birimleridir. Bu nedenle,
bircok calisma a-hidroksi ketonlarin stereoselektif sentezleri tzerinde yogunlasmistir.
o,B-doymamis ketonlarin a-asetoksilasyonu, farmakolojik olarak énemli bilesikler ve

kiral ligandlar icin anahtar rolii oynamaktadir.

Optikce aktif a-hidroksi karbonil bilesiklerinin, 6zellikle ketonlarin sentezi, biyolojik
aktiviteye sahip bilesiklerin asimetrik sentezinde yapi taslari olarak, yaygin olarak
kullanildiklari i¢in blyldk 6nem arz etmektedir [67],[68]. Optikce aktif enolatlarin
stereosecici oksidasyonu, dikkat cekici bir calisma olarak literatiirde yer almistir [69].
S6z konusu bilesiklerin sentezi icin hem kimyasal, hem de biyoteknolojik metotlar

(enzimatik ve mikrobiyal biyotransformasyon) bulunmaktadir.

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

gerceklestirmislerdir [70].
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Masui ve arkadaslari, kiral faz transfer katalizorleri kullanilarak, akiral ketonlardan a-

hidroksi ketonlar elde etmislerdir [71].

Gala ve arkadaslari, lipaz enzimi kullanarak asetatlarin hidrolizi ile a-hidroksi aril

ketonlarin enantiyosecimli olarak sentezini rapor etmislerdir [72].

Kimyasal metotlara alternatif olarak, optikce aktif a’-hidroksi ketonlar enzimatik
yollarla da hazirlanabilmektedir. Nakamura ve arkadaslar, o-diketonlar maya ile

indirgenerek a’-hidroksi ketonlar elde etmislerdir [73].

Adam ve calisma arkadaslari, rasemik o’-hidroksi ketonlarin lipaz katalizoérlliglinde,
izopropenil asetat ve t-bitil metil eter kullanarak kinetik yarilmasini rapor etmislerdir

[74].

Bir keton tirevi bilesik izerinde farkli mikroorganizmalar kullanilarak gercgeklestirilen
enzimatik biyotransformasyon reaksiyonlarinda, farkli hidroksi keton tlrevleri elde

edilmistir [75].
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Sekil 5.1 Hidroksi keton tirevi bilesigin biyotransformasyon reaksiyonlari ile sentezi
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5.2 a,B-Doymamis Ketonlarin Sentezinde Mangan (lll) Asetatin Onemi

Secici a,B-doymamis ketonlarin, a’-asetoksillenmesi ilag sektoriinde ve faydali kiral
ligandlarin hazirlanmasi icin bir anahtardir. Kompleks dogal Urinlerin sentezinde genel
fonksiyonel gruplarin merkez pozisyonlarinda bulunan segicilik oksidasyonu i¢in bazi

prosediirler gelistirilmistir [76].

GUnumuizde ao’-asetoksi a,B-doymamis ketonlarin sentezi igin siklikla kullanilan

metotlardan biri Mn(OAc)s ile asetillemedir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2 Secici a,B-doymamis ketonlarin, a’-asetoksillenmesi

Mangan c¢esitli ylkseltgenme basamaklarina sahiptir. Ancak, +3 vyilkseltgenme
basamagindaki bilesikleri son derece kararsizdir. Mangan(lll) iyonunun kullaniimasi
gereken bircok calismada ¢ikis maddesi olarak bu bilesikten yararlanilmaktadir. Ayrica,
Mangan(lll) iyonunun susuz ortamlarda iyi bir yikseltgen olmasi bu bilesigin 6nemini
arttirmaktadir[77]. Mangan(lll) asetat, tersiyer radikalleri hizla katyonlara
yukseltgemekte ve bu katyonlar ya bir proton kaybederek alken, ya da asetik asitle

reaksiyona girerek asetat esterlerini vermektedir [78].

Literatirde yer alan o’-asetoksillenmesi hakkindaki metotlarin hepsi icinde siklikla
kullanilan iki tanesi kursun(lV) asetat ve mangan(lll) asetat ile oksidasyon metotlaridir.
Bunlardan kursun(lV) asetat yiksek derecede zehirli oldugundan daha ¢ok mangan (lll)
asetat ile oksidasyon yapilmaya baslanmistir. Genel olarak, mangan (lll) asetat yiksek

kimyasal verime ve a’-asetoksillenmesi icin yliksek bolge seciciligine sahiptir [79].

Williams ve Hunter, asetoksi enonlarin Mn(OAc)s ile oksidasyonunun Kursun(lV) asetat

ile oksidasyonuna kiyaslandiginda distk verim ile gercgeklestigini belirtmislerdir.

52



Bu diisiik verim oraninin da reaktantin yararini azalttigini vurgulamislardir [80]. Watt ve
calisma arkadaslari ise kurutulmus Mn(OAc)s kullanmislar ve bunun sonucunda verimin

bliylk oranda arttigini tespit etmislerdir [81].

Demir ve galisma arkadaslari Mangan(lll) asetati kullanarak , a,f-doymamis enonlarin
oksidasyonu Ulizerinde calismalar yapmis ve a’-asetoksi enonlarin sentezinde basaril

sonugclara ulasmislardir [82],[83].
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BOLUM 6

6.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 6.1 Deneysel ¢alismlarda kullanilan kimyasallar

MATERYALLER

Kimyasal Adi Marka Kod Numarasi
5-Phenylcyclohexane-1,3dione %97 Alfa Aesar A12136
Benzen Merck 1.01783.2500
Dietil eter Merck 1.00091.5000
Kloroform Merck 1.02445.2500
n-Hexane for HPLC Merck 1.04391.2500
2-Propanole for HPLC Merck 1.01040.2500
Kloroform Teknik -

Hegzan Teknik -

Etil asetat Teknik -

Aseton Teknik -

Asetik asit (AcOH) Merck 1.00063.2500
Etanol Merck 1.00983.2500
Siklohekzan Merck 102832
Fosfor pentoksit Merck 21-470-1
Asetonitril Merck 1.00003.1000
Toluen Merck 1.08323.2500
Tetrahidrofuran Merck 1.08114.2500
Dikloromethan Merck 1.06050.2500
Dimetilstlfoksit Merck 1.02952.2500
Sodyum bi karbonat (NaHCO3) Teknik -

Sodyum hidroksid Merck 106482
Silfirik asit Merck 1.00731.2500
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Cizelge 6.1 Deneysel calismlarda kullanilan kimyasallar (devami)

Magnezyum siilfat (MgSOa) Teknik -

Potasyum karbonat (K2CO3) Teknik -

pH 7.00 +/- 0.01 Buffer sollsyonu Merck 1.09439.1000
pH 4.00 +/- 0.01 Buffer sollsyonu Merck 1.09435.1000
Hidroklorik asit Tekkim TK.080230.01000
Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) Merck 1.05101.1000
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POa) Merck 1.04873.1000
Mangan Il asetat Fluka 63537
Potasyum permanganat (KMnOa) Merck 1.05082.0250
Mangan (lll) asetat Merck 805929.0100
p-anisaldehit Aldrich 88107
(4-Methoxybenzaldehyde) Merck 8.22314.0250
H20 Ultra saf -
Kloroasetaldehid Aldrich 31,727-6
Diklorometan Merck 106049
Benzilamin Aldrich 185701

Silica Gel 60 F254 25 TLC alliminyum sheet 20x20 Merck 1.05554.0001
Silica Gel 60 (0,063-0.200 mm) for coloumn | Merck 1.07734.2500
chromatography

Silica Gel 60 GF3s4 for thin-layer chromatography | Merck 107730.1000
Silica Gel 60 HFs4 for thin-layer chromatography | Merck 107739.1000
Silica Gel 60  HFsas366 for  thin-layer | Merck 1.07741.1000
chromatography

TLC Silica Gel 60 F2s4 25 glass plates 20x20 cm Merck 1.05715.0001
Lipase basic kit Fluca 62327

CCL (Candida cyclindracea Lipaz) Fluca 62316

CAL B (Candida antarctica Lipaz) Fluca 62288

HPL (Hog pancreas Lipaz) Fluca 62300

MIJL (Mucor javanicus Lipaz) Fluca 62304

RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz) Fluca 62305

RNL (Rhizopus niveus Lipaz) Fluca 62310

PLL (Pseudomonas lipoprotein Lipaz) Fluca 62335

CRL (Candida rugosa Lipaz) Fluca 74793

PRL (Penicillum roqueforti Lipaz) Fluca 62323

PCL (Penicillum camemberti Lipaz) Fluca 96888

Lipase extencion kit Fluca 62323

WGL (Wheat germ Lipaz) Fluca 62306
Amano Lipase PS, from Burkholderia cepacia | Aldrich 534641

(Pseudomonas cepacia)
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TLC Uygulamasinda kullanilan Anisaldehit Ayiraci

Bu calismada kullanilan benzofuranon gibi bilesiklerin TLC ydntemiyle aliminyum

tabakalardaki konumlarinin ve Rf degerlerinin belirlenmesinde kullanilan floresans

Ozellik gosteren anisaldehit boyasindan yararlaniimaktadir.

Boyanan tabakanin

isitiimasi ile bilesiklerin renk degistirerek konumlarinin belirlenmesi esasina dayanir.

Sirasiyla 169 ml %95'lik EtOH (etanol), 6,25 ml H2S04 (silfirik asit), 1,875 ml AcOH

(asetik asit) ve 9 ml p-anisaldehit 151k gecirmeyen bir kapta karistirilarak hazirlanan

anisaldehit sogukta muhafaza edilmistir.

6.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Cizelge 6.2 Deneysel ¢calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Markasi Modeli
Su Distilasyon Cihazi Millipore Milli-Q Academik A10
Evaporator Bucci Rotavapor R-200
Ultrasonik Su Banyosu Bandelin RK-31
Vakum pompasi Welch 2522C-02
Manyetik Isitici Karistirici IKA Yellow Line MSC Basic C
Galkalayici Su Banyosu Gfl Gesellschaft | 1083/1086

Labortechnik

pH Metre Hanna Instruments pH Microprocessor pH
Meter- 520518

Zaman ayarli etlv WTC binder 1505330000202
#980706

Otomatik pipet Socorex Acura Acura Manuel 825-
16061880

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

IR Perkin Elmer Spectrum One

UV lamba CAMAG 022.9120/1305

NMR Bruker Avance |11 500 Mhz

Polarimetre ADP-410 Bellingham stanley

Erime noktasi tayini Blichi Melting Point B-540

MS Q-TOF Agilent 6530B

HPLC Shimadzu Kontrolor- CBM-20A

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

(Cellulose tris(4- | 250x4.6mm, 5um

methylbenzoate))

(Analytical)
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Cizelge 6.2 Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar (devami)

Cihaz Adi Markasi Modeli
AD Kiral Analitik Kolon Daicel Corporation- Chiral | 19025
(Amylose tris(3,5- | 250x4.6mm, 10um
dimethylphenylcarbamate)) | (Semi-Prep)
OD-H Kiral Analitik Kolon Daicel Corporation- Chiral | 14325

(Cellulose tris(3,5-

250x4.6mm, 5pm

dimethylphenylcarbamate)) | (Analytical)

IR Perkin Elmer Spectrum One

UV lamba CAMAG 022.9120/1305
NMR Bruker Avance Il 500 Mhz
Polarimetre ADP-410 Bellingham stanley
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BOLUM 7

DENEYSEL CALISMALAR VE BULGULAR

Ticari olarak alinan Alfa Aesar markali 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesigi lzerinden

cesitli kimyasal reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Saflastirmalar 6ncelikle kolon kromatografisi ile Merck silika jel 60 (0,063- 0.200 mm)
kullanilarak yapiimistir. Kolon kromotografisi ile saflastirilamayan bilesikler preparatif
tabaka kromatografisi yontemiyle saflagtiriimistir. Reaksiyon ve saflastirma sonuglar
ince tabaka kromatografisi (ITK) ile Merck silika jel 60 Fas4 ve UV lambasi camag UV
(254nm) kullanilarak belirlenmistir. TLC (iTK) sonuglari hazirlanan p-anisalhehit boyasi

ile boyandiktan sonra isitilarak sabitlenmistir.

Sentezlenen bilesiklerin yapi tayini, uluslararasi standart TMS (tetrametilsilan),
standart ¢oziici olarak CDCls (dotérokloroform) (*H: 6= 7.27) (}C: 6= 77.0, 96.4)
kullanilarak Nikleer Manyetik Rezonans Spekroskopisiyle (NMR) (Bruker Avance 11l 500
Mhz) gerceklestirilmistir. IR spektrumlari Perkin Elmer Spectrum One cihazinda
belirlenmistir. HPLC analizleri Shimadzu Kontrolér CBM-20A cihaziyla yapilmistir. Erime
noktasi tayini Bichi Melting Point B-540 cihaziyla yapilmistir. Optik ¢cevirme olciimleri
Bellingham stanley ADP-410 polarimeter cihaziyla yapilmistir. MS Q-TOF olcimleri
Agilent G6530B cihaziyla gerceklestirilmistir.

Enzimatik biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan lipazlar;

e WGL (Wheat germ Lipaz) BioChemika (62306),
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e Amano Lipase PS Aldrich (534641),

e CAL B(Candida antarctica Lipaz B) BioChemika (62288),

e CCL (Candida cyclindracea Lipaz) BioChemika (62316),

e HPL (Hog pancreas Lipaz) BioChemika (62300),

e MIL (Mucor javanicus Lipaz) BioChemika (62304),

e PLL (Pseudomonas lipoprotein Lipaz) BioChemika (62335),
e PCL (Penicillum camemberti Lipaz) BioChemika (96888),

e PRL (Penicillum roqueforti Lipaz) BioChemika (62323),

e CRL (Candida rugosa Lipaz) BioChemika (74793).

7.1 Kimyasal Sentez Reaksiyonlari

7.1.1 6,7-Dihidro-6-Fenilbenzofuran-4(5H)-On Bilesiginin Sentezi

8 ml H;0 icersine 1 g NaHCO3 ve %40'lik 2 ml kloroasetaldehit (CIOC;Hs) eklenmistir.
Karisim 0-5°C'ye sogutularak 9 ml H,O i¢indeki 10 mmol 5-fenil-1,3-siklohekzanedion
bilesigine (1) dakikada 0,4 ml damlatilarak ilave edilmistir. Reaksiyon oda sicakliginda

devam etmistir (Sekil 7.1).

Kloroasetaldehit | AN
\ r

1) (2)

Sekil 7.1 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden (1) 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran
4(5H)-on (2) sentezi

59



17 saat sonunda karisima 10 ml etil asetat (EtOAc) eklenmistir ve reaksiyonun pH'

Olculerek (~8,84) pH=1'e ayarlanmistir.

Sekil 7.2 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden baslanan reaksiyon sonucu

1 saat boyunca manyetik karistiricida pH=1'de karistirilan reaksiyonun organik faz

ayrimi potasyum karbonat (K.CO3s) soliisyonu ile gergeklestirilmistir.

Organik fazin yer aldigi EtOAc

sollisyonu

inorganik fazin yer
aldig1 K.COs sollisyonu

Sekil 7.3 Reaksiyonu sonlandiriimasi
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Ayirma hunisinde reaksiyon ortamindan uzaklastirilan organik faz, magnezyum siilfat
(MgS0a4) ile kurutulmustur. Coziici ortamdan evaporator ile uzaklastirilmistir ve
sentezlenen molekillerin kolon kromotografisi yontemi ile 1:1:6 (EtOAc:Hekzan:

Kloroform) ¢6ziici sisteminde saflastirma islemi gerceklestirilmistir.

2 yan urdn bulunmaktadir.

Benzofuranon tirevi (2) bilesik
bulunmaktadir.

Sekil 7.4 Kolon kromotografisinde saflastirma islemi

Saflastirma islemi sonucunda 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) elde
edilmistir (Sekil 7.4).

6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2)

Yan urin*

5-fenil, 1-3 siklohekzadion bilesigi

Yan drun**

Sekil 7.5 Reaksiyon sonucunun ve kolon kromotografisini TLC sonucu

(D: reaksiyon sonucunde elde edilen bilesikler)
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6,7-dihidro-6-
fenilbenzofuran-
4(5H)-on bilesigi

6,7-dihidro-6-
fenilbenzofuran-
4(5H)-on bilesigi

Yan
artnler(*)(**)

Sekil 7.6 Saf olarak elde edilen benzofuranon molekilinin (2) TLC sonucu

(B: Kolon sonrasi saf olarak elde edilen benzofuranon bilesigi (2))

Sekil 7.7 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) bilesigi

6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) icin (EK-A);

Rs: 0,75 (Silika jel, 1:1 EtOAc:Hekzan)
IR (CHCI3) y(max): 1673.14 cm*

!H NMR (500 MHz, CDCls) 8 (ppm): 2.79 (m, 2H), 3.14 (m, 2H), 3.57 (m, 1H), 6.74 (d, J =
1.6 Hz, 1H), 7.31 (m, 5H)

3¢ NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 31.20, 41.37, 45.02, 106.54, 121.04, 126.75,
127.29, 128.92, 142.46, 143.46, 166.34, 193.07
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7.1.2 6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) Bilesigine Mangan (lll) Asetat

Katalizorii ile o-Asetoksi Benzofuranon Sentezi

7,4 mmol Mn(OAc)s, 55 ml benzen:asetik asit (10:1) karisimi icersinde yan kollu
balonda dean-stark-trap diizeneginde reaksiyon ortami kahverengi oluncaya kadar
reflux edilmistir. Daha sonra 1,8 mmol 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi
(2) yan kollu balona eklenmis, reaksiyon takibi TLC ile yapilmistir. Deney 42 saat sonra

sonlandirilmistir (Sekil 7.8).

H
i N\ Mn(OAc), ~ | A

(0] Benzen (0]

2) (3)

Sekil 7.8 6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3)

Eter ile seyreltilen organik fazin ayrimi, doymus tuz ¢ozeltisi ile ayirma hunisinde
gercgeklestirilmistir. MgSOa4 ile kurutulan organik fazi yogunlastirmak amaciyla
evaporator kullanilmistir.

Saflastirma islemi; kolon kromatografisi yapilarak 1,5: 10: 0,5 (EtOAc: Hekzan: CHCIs)
¢Ozucu sisteminde gergeklestirilmistir. ~ %60 verimle 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-

oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesigi sentezlenmistir.
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Sekil 7.9 Mn(OAc)s reaksiyonunun kolon kromotografisi ile saflastirma islemi

4,5,6,7-tetrahidro-

6,7-Dihidro-6- 6-fenil-4-
fenilbenzofuran-

4(5H)-on (2)

oksobenzofuran-5-

il asetat (3)

Sekil 7.10 Mn(OAc)s reaksiyonu TLC sonucu

4,5,6,7-Tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) (Ek-B);

Erime noktasi: 115,3 °C

Ry: 0,50 (Silika jel, 1:4 EtOAc:Hekzan)

IR (CHCI3) y(max): 1679.25, 1219.38 cm'?

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 1.98 (s, 3H), 3.28 (m, 2H), 3.73 (m, H), 5.84 (d, J

=12.5 Hz, 1H), 6.74 (d, J= 2.0 Hz, 1H ), 7.35 (m,5H)
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13C-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 20.44, 31.40, 46.56, 76.70, 107.01, 120.17,
127.46,127.74, 128.86, 139.08, 144.01, 164.42, 170.15, 187.32

MS Q-TOF analiz verileri :

Cizelge 7.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi (3) bilesiginin
MS Q-TOF spekturum pik listesi

m/z Z |Abund Formula lon

271,0946 1 |271600,19 Cl6 H14 O4 (M+H)+
272,0981 1 |44823,01 Cl6 H14 O4 (M+H)+
273,1005 1 |16392,37 Cl6 H14 O4 (M+H)+
274,1019 1 {1013,58 Cl6 H14 04 (M+H)+
309,0501 1 |83790,88 Cl6 H14 O4 (M+K)+
310,0534 1 (15448,17 Cl6 H14 O4 (M+K)+
311,0512 1 (8831,7 Cl6 H14 04 (M+K)+
312,0539 1 (1226,3 Cl6 H14 04 (M+K)+

7.2 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) Bilesiginin

Enzimatik Biyotransformasyon Reaksiyonlari ile Sentezi

Saf rasemik 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesigine,
organik ¢ozici (1 ml) ve fosfat tamponu (300 pl) eklenerek lipaz enzimi (100 mg) ilave
edilmistir ve 37 °C sicaklikta inklibatorde karistirilmistir. Katalizor ylzeyi ile substrat
difizyonunun saglanmasi amaciyla reaksiyonda calkalayici su banyosu kullanilmistir.
Reaksiyon belirli araliklarla TLC ile takip edilerek %50 donisime ulasildiginda
sonlandiriimistir (Sekil 7.11).

©) 4)

©)

Sekil 7.11 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin
enzimatik biyotransformasyonu ve sentez uriini 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesigi (4)
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4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginin biyoddnisimui igin, 3
farkh ¢ozlici (DMSO, THF, toluen) ve 12 farkli enzim (WGL (Wheat germ Lipaz), Amano
Lipaz PS(Burkholderia cepacia'dan elde edilen), CAL (Candida antarctica Lipaz), CAL B
(Candida antarctica Lipaz B), MIL (Mucor javanicus Lipaz), HPL (Hog pankreas Lipaz),
PCL (Penicillum camemberti Lipaz), PLL (Pseudomonas lipoprotein Lipaz), PRL
(Penicillum roqueforti Lipaz), RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz), RNL (Rhizopus niveus Lipaz),

CRL (Candida rugosa Lipaz)) kullanilarak gerceklestirilmistir.

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) (Ek-C);

Erime noktasi: 105,5 °C

[a]D? =+18.18°

Rs: 0,50 (Silika jel, 1:4 EtOAc:Hekzan)

IR (CHCl3) p(max): 3462.36 cm™, 2922.17 cm'?

1H-NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 3.15 (m, 2H), 3.35 (m, 1H), 3.73 (s, 1H), 4.51 (d, J =
11.9 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.3 (m, 5H)

13C-NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 31.44, 49.44, 76.64, 106.80, 118.74, 127.67,
128.96, 140.09, 144.13, 166.34, 193.86

MS Q-TOF analiz verileri :

Cizelge 7.2 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiginin
MS Q-TOF spekturum pik listesi

m/z z |Abund Formula lon
229,0845 1 1743448 C14 H12 03 (M+H)+
230,0883 1 1113020,08 C14 H12 03 (M+H)+
231,0907 1 112849,43 C14 H12 03 (M+H)+
251,0664 1 11350712,25 C14 H12 O3 (M+Na)+
252,0704 1 |196636,98 C14 H12 O3 (M+Na)+
253,0728 1 121994,69 C14 H12 O3 (M+Na)+

Enzimatik biyotransformasyon reaksiyonlari sonucu sentezlenen bilesigin preparatif

TLC metodu ile saflagtiriimasi :

Cesitli lipaz enzimleri kullanilarak ve uygun pH araligindaki enzimatik reaksiyon
sonucunda 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesigi elde
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edilmigtir. Elde edilen bilesik 1:7:1 (EtOAc: Hekzan: CHCl3) ¢6zlicl sisteminde preparatif

TLC metoduyla basari ile saflastiriimistir.

Kiral asetoksii bilesigi

(3)

kiral hidroksi bilesigi
(4)

Sekil 7.12 UV altinda enzimatik reaksiyonlarin preparatif TLC sonucu

Cozlcu ve lipaz enzimlerinin kiral kataliz Gzerindeki etkisini incelemek ig¢in HPLC
kullanilarak, enantiomerik fazlalik (e.e.) degerleri, conversion (%) ve E degerleri
saptanmistir.  HPLC analizleri OD-H kiral kolonda, akis hizi 1 ml/dk ve 2-
propanol:hekzan (1:9) ¢ozlicli sisteminde yapiimistir. Rasemik a-asetoksi-benzofuranon

enantiyomer ciftine ait HPLC piki ~14.5 dk ve ~16. dk'da gozlenmistir.

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiginin enantiyomer

ciftine ait HPLC piki ~23.5 dk ve ~24. dk’da gozlenmistir.
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Cizelge 7.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginin pH 7’de
ve 3 farkh ¢6zlicli ortaminda farkl lipaz enzimleri ile yapilan enzimatik

biyotransformasyon ¢alismalarinin HPLC analiz bulgulari

ENZiIM | ¢OzUCU | ZAMAN | OHe.e. | a.Asetoksi C(%) E
(GUN) e.e.

DMSO 7 giin % 23 % 6 21 2

WGL | ToLUEN | 4gin % 45 %9 19 2
THF >26 giin - % 1 - -

DMSO >26 gin - % 16 - -

AMANO [ 101yEN | 8 giin - % 32* - -

LiPAZ

THF >26 giin - % 3 - -

DMSO | >26giin - % 16 - -

CALB | TOLUEN | >26giin - % 2 - -
THF >26 glin - % 0,3 - -

DMSO | >26gin | %8 % 0,1 1 1

TOLUEN | >26gin | %9 % 2 20 1

ccL

THF >26gin | %13 %0,3 2 1

DMSO | >26gin | %9 % 1 10 1

HPL TOLUEN | >26giin | %81 %5 6 9
THF >26 glin - % 0,07 - -

DMSO | >26gin - % 7 - -

MIL | TOLUEN | >26gin - %2 - -
THF >26 giln %50 %4 7 3

DMSO >26 giln - % 7 - -

MIL | TOLUEN | >26gin - %2 - -
THF >26gin | %50 %4 7 3

DMSO | >36gin | %81 % 25* 24 11
PLL TOLUEN | >36gin | %81 % 21* 21 10
THF >36gin | %66 % 1 2 3
DMSO | >36gin | %79 %9 10 10

PCL | TOLUEN | >36gin | %47 % 4 8 3
THF >36 glin - % 1 - -
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Cizelge 7.4 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginin pH 7’de

ve 3 farkli ¢6zlict ortaminda farkl lipaz enzimleri ile yapilan enzimatik

biyotransformasyon calismalarinin HPLC analiz bulgulari(devami)

ENZim PH ZAMAN | OHe.e. | a.ASETOKSI KONVERSION E
e.e. C (%)

DMSO | >36giin % 38 % 7 16 2

PRL TOLUEN | >36giin % 77 % 4 5 8

THF >36 giin - % 0,5 - -

DMSO | >36giin % 15 % 23* 61 2

RAL | TOLUEN | >36gin - % 7 - -

THF >36 giin - % 0,5 - -

DMSO | >36giin % 80 %5 6 1

RNL | TOLUEN | >36giin % 1 % 10 91 1

THF >36 giin % 38 % 4 10 2

DMSO | >36giin % 2 % 3 60 1

CRL TOLUEN | >36giin % 8 % 0,2 2 1

THF >36 giin - % 0,5 - -

Cizelge 7.5 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginin pH 6, pH

7, pH 8 "de ve DMSO ortaminda farkl lipaz enzimleri ile yapilan enzimatik

biyotransformasyon ¢alismalarinin HPLC analiz bulgulari

ENZim Ph ZAMAN | OHe.e. | a.ASETOKSI KONVERSION E
(GUN) e.e. C (%)

pH 6 7 giin % 22 % 8 27 2

we pH 7 7 giin % 23 % 6 21 2

pH 8 7 giin % 10 % 7 41 1

pH 6 | >26giin % 13 % 3 19 1

AMANO | pH7 | >26gin - % 16 - -

LIPAZ | pH 8 | >26gin - % 20* - .

pH 6 | >26giin % 5 % 3 38 1

CALB pH7 >26 gun - % 16 - -

pH 8 >26 glin % 7 % 3 30 1
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Cizelge 7.4 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginin pH 6,
pH 7, pH 8 ‘de ve DMSO ortaminda farkh lipaz enzimleri ile yapilan enzimatik

biyotransformasyon calismalarinin HPLC analiz bulgulari (devami)

ENZim PH ZAMAN | OHe.e. | o.ASETOKSI KONVERSION E
e.e. C (%)

pH 6 | >26 giin % 6 % 1 14 1

CcCL pH7 | >26giin % 8 % 0,1 1 1
pH 8 | >26 giin % 7 % 0,3 4 1

pH 6 | >26gin - % 0,6 - -

HPL pH7 | >26giin %9 % 1 10 1
pH 8 | >26 giin % 2 % 0,3 13 1

pH 6 | >26giin % 83 % 5 6 1

MJL pH7 | >26gin - % 7 - 5
pH 8 | >26 giin % 59 % 5 8 4

pH 6 | >36giin % 59 % 14* 19 5
PLL pH7 | >36giin % 81 % 25* 24 11
pH 8 | >36giin % 24 %5 17 2

7.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi Bilesiklerinin Biyoaktivite Calismalari ve MTT

Deneyi

96 kuyucuklu plakta farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il
hidroksi (4) bilesiginden 10’ar pl eklendi. Hiicreler 3’er kez tripan blue ile boyama
yontemiyle sayilip ortalamasi alindi. MI’de 100.000 hiicre olacak sekilde %10 FBS
(Fetal Bovin Serum) iceren medyumda (IMDM veya DMEM) sispanse edildi. 96
kuyucuklu plakta her kuyucuga 90 ul hiicre slispansiyonu eklendi. Total deney hacmi
100 wl oldu. Eklenen 10 pl madde 10 kez seyreltildi. Plate 72 saat 37 °C CO;'li etlivde
inklibasyona birakildi. Karanlik ya da los ortamda her kuyucuga 10 ul MTT eklendikten
sonra plate 3 saat 37 °C CO?’'li etlivde inkiibasyona birakildi. 100 pl izopropanil alkol
SDS ¢ozeltisi (veya dimetil silfoksit) eklendi. Temiz bir toplu igne ile her kuyucuk iyice

karistirihip homojenize edildi.
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Plate’deki hiicrelerin optik densiteleri ELISA cihazinda 540 nm’de okutuldu. Ornekler

her madde konsantrasyonunda 4 kuyucuk ¢alisildi.

Asagdidaki formiillere gdére canli hiicre sayisi (VI) veya sitotoksik indeks (SI)
hesaplanir:

VI (Canli hiicre sayisi) = (Deney Absorbans + Kontrol absorbans) x 100

SI (Sitotoksik indeks) = 1 — [(Deney Absorbans + Kontrol absorbans) x 100]

Bu calismada, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiklerinin karaciger kanser
hiicrelerine ait olan HepG2 hicre hattinda ve lenfoma hiicrelerine ait olan P3HR1
hiicre hattinda 10 pl, 5 ul, 0,5 ul ve 0,05 ul dozlarinda biyoaktivite belirleme ¢alismasi
yapimigtir.

I.Madde : 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3)
Il.Madde : 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4)
Cizelge 7.6 1. Madde: 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat, Il.

Madde: 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesiginin HepG2
hiicre hattindaki biyoaktivite degerlerinin ELISA bulgulari

%CANLILI| 10| s|]  os| o008
I.Madde 95,046 61,97172 63,40455 66,39129
II.Madde 57,50364 54,37105 63,67162 60,46619
KOMNRTOL 100 100 100 100
H1DMS0 61,36473
2 DMSO 4060224

Cizelge 7.7 1. Madde: 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat, Il.
Madde: 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesiginin P3HR1
hiicre hattindaki biyoaktivite degerlerinin ELISA bulgulari

SCANLILI 10 5 0,5 0,05
IMadde 95,046 6197172 63,0455 66,30120
Il Madde 57,50364 54,37105 63,67162 60,4619
KONRTOL 100 100 100 100
%1DMSO 61,36473
%2DMSO 40,60224

71



BOLUM 8

SONUCLAR VE ONERILER

Biyoteknolojik yontemlerle (retilmesi hedeflenenen ilag hammaddeleri, diinya
piyasasinda gittikce ivme kazanmaktadir. Farmakolojik olarak énemli benzofuranon
turevi bilesiklerinin sahip oldugu bircok biyolojik aktivite sebebiyle ilag sanayinde
onemli ilag etken maddeleri olarak kullanilmaktadir. Bu galismada, yuksek biyolojik
aktivite potansiyeli olan kiral hidroksi benzofuranon tirevi bilesikler sentezlenmistir.
Sentezlenen kiral hidroksi benzofuranon bilesiklerinin enzimatik biyotransformasyonu

gerceklestirilerek enantiyomerik fazlalik (e.e.) degerleri belirlenmistir.

Bu calisma iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada kimyasal sentez reaksiyonlari
gerceklestirilerek  6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) elde edilmistir. ikinci
asamada ise, enzimlerin katalizorliglinde biyotransformasyon reaksiyonlari
gerceklestirilerek enantiyosaf 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat
bilesigi (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesigi elde

edilmistir.

8.1 Benzofuranon Tiirevi Bilesiklerin Kimyasal Yontemlerle Sentezi

Kimyasal reaksiyonlarin birinci basamaginda 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on
bilesigi (2) sentezlenmistir. Daha sonra ise, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-

oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi (3) sentezlenmistir.
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8.1.1 6,7-Dihidro-6-Fenilbenzofuran-4(5H)-On Bilesiginin Kimyasal Yontemler ile
Eldesi

Ticari olarak alinan 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden baslanarak kimyasal
yontem ile elde edilen 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) bilesigine, reaksiyon
sonucunda olusan yan Urinlerden ayirmak icin saflastirma islemleri gergeklestirilmistir.

Reaksiyon semasi sekil 8.1’de gosterilmistir.

Kloroasetaldehit | AN
\ Y

(1) (2)

Sekil 8.1 5-fenil-1,3-siklohekzandion bilesiginden (1) 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-
4(5H)-on (2) sentezi

Sentezlenen bilesigin yapi tayini igin *H-NMR, 3C-NMR ve IR teknikleri uygulanmistir.

6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) bilesiginin *H-NMR spektrumunda (Sekil
A.l);

7.31 ppm araliginda mono substitue fenil halkasina ait 5 adet hidrojen atomu multiplet
seklinde rezonans olmustur. Ayrica, burada furan halkasinin 2 pozisyondaki hidrojen
atomu da bulunmaktadir ve diger sinyaller ile i¢ ice gegmis sekildedir. Furan halkasinin
2. pozisyonundaki H atomunun bu kadar asagi alanda rezonans olmasinin nedeni bu
hidrojen atomunun tasidigi karbon atomunun dogrudan oksijene bagl olmasidir. 6.74
ppm’de tam vyarilamamis dublet seklinde rezonans olan sinyal furan halkasinin 3
pozisyonundaki hidrojen atomudur. Dizlemdeki hidrojenler birbirlerini tam
etkileyemediginden dolayi sinyal tam olarak dublete bolinmemistir. 3.57 ppm’de
multiplet seklinde rezonans olmus sinyal fenil halkasinin bagh oldugu asimetrik

merkezdeki metin protonuna ait sinyaldir.
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Multiplet olarak rezonans olmasinin sebebi ise her iki komsusundaki diastereotopik
hidrojen atomlarindan kaynaklanmaktadir. Normalde dubletin dubletinin dubletinin
dubleti (dddd) seklinde rezonans olmasi gerekirdi ancak bu kadar yarilmis sinyal Ust
Uste cakistigl icin multiplet seklinde goriinmektedir. 3.14 ppm’de dubletin dubleti
olarak rezonans olmus sinyaller alilik protonlara ait sinyallerdir. Bu protonlar asimetrik
merkeze komsu olduklari igin diastereotopik Ozellikte ve birbirlerinden farklidirlar. Bu
protonlardaki buylk etkilesim sabitleri 17 Hz'dir. 2.79 ppm’deki sinyaller karbonil
grubuna komsu alfa protonlaridir. Bunlar da komsu protondan etkilenip dublete
yarilmislardir. Bu protonlarinda alilik protonlar gibi dubletin dubleti vermesi gerekirdi
ancak tam bir etkilesim olmadigi icin sadece dublet sinyallerininin uglarinda bir yariima

gorilmektedir.

6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) bilesiginin 13C-NMR spektrumu (Sekil
A.2);

13C-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 (ppm) :

31.52, 41.50 ve 45.34 ppm’deki alifatik bolgede ¢ikan sinyaller -CH; gruplarina ait C
atomundan kaynaklanmaktadir. 106.85, 127.46, 128.70, 129.23, 142.46, 143.46 ve
166.34 ppm’deki aromatik bolgede ¢ikan sinyaller fenil grubunda ve furan halkasinda
rezonans olan -CH atomlarinin sinyalleridir. 193.07 ppm’deki ¢ikan sinyal ise karbonil

grubuna ait C atomunun sinyalidir.

6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) bilesiginin IR spektrumu (Sekil A.3);

IR (CHCl3) y(max): 1673.14 cm™?

8.2 4,5,6,7-Tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) Bilesiginin Kimyasal

Yontemler ile Eldesi

Kimyasal yontem ile elde edilen 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat
(3) Dbilesigini, reaksiyon sonucunda olusan yan urinlerden ayirmak icin saflastirma

islemleri gerceklestirilmistir. Reaksiyon semasi sekil 8.2’de gosterilmistir.
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(2) (3)
Sekil 8.2 6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden (2) 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3)

Sentezlenen bilesigin yapi tayini icin H-NMR, 3C-NMR, IR ve MS Q-TOF teknikleri
uygulanmistir.

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin 'H-NMR

spektrumunda (Sekil B.1);

7.35 ppm araliginda mono substitue fenil halkasina ait 5 adet hidrojen atomu multiplet
seklinde rezonans olmustur. Ayrica, burada furan halkasinin 2. pozisyondaki hidrojen
atomu da bulunmaktadir ve diger sinyaller ile i¢ ice ge¢mis sekildedir. Furan halkasinin
2. pozisyonundaki H atomunun bu kadar asagi alanda rezonans olmasinin nedeni bu
hidrojen atomunun tasindigi karbon atomunun dogrudan oksijene bagl olmasidir. 6.74
ppm’deki tam yarilamamis dublet seklinde rezonans olan sinyal furan halkasinin 3
pozisyonundaki hidrojen atomudur. 5.84 ppm’deki sinyal 5 numarali C atomuna ait
olan hidrojen karbonile komsu ve asetat grubuna komsu olan hidrojen atomudur. 3.73
ppm’de multiplet seklinde rezonans olmus sinyal fenil halkasinin bagl oldugu asimetrik
merkezdeki metin protonuna ait sinyaldir. 3.28 ppm’de dubletin dubleti olarak
rezonans olmus sinyaller alilik protonlara ait sinyallerdir. 1.97 ppm’deki singlet olan pik

asetoksi grubundaki CHs protonlarina ait sinyallerdir.
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4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin 13C-NMR

spektrumu (Sekil B.2);

13C-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) :

20.44 ppm’deki alifatik bolgede yer alan sinyal asetoksi grubundaki -CH3z molekiliine
ait C atomunun sinyalidir. 31.40 ppm’deki alifatik bolgede yer alan sinyal —CH, grubuna
ait C atomunun sinyalidir. 46.56 ppm’deki alifatik bolgede yer alan sinyal —CH grubuna
ait C atomunun sinyalidir. 76.70 ppm’de yer alan sinyal asetoksi grubunda yeralan
oksijenin bagh C atamonun sinyalidir. 107.01, 120.17, 127.46, 127.74, 128.86, 139.08,
144.01, 164.42 ve 170.14 ppm’deki aromatik bdlgede yer alan sinyaller fenil halkasina
ve furan halkasina ait —CH molekiliinin C atomu sinyalleridir. 187.32 ppm’deki

rezonans olan sinyal ise karbonil grubunda bulunan —C atomuna ait sinyaldir.

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin IR spektrumu

(Sekil B.4);

IR (CHC3) p(max): 1679.25, 1219.38 cm!

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi (3) bilesiginin MS Q-TOF
spektrumunda (Sekil B.5);

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi (3) bilesigi 270,0892 (m/z)
molekiler agirhigina sahiptir. Molekile 1 H katildiktan sonraki elde edilen veri, (M+H)+
ise 271,0946 m/z'dir. Molekiile 2 H katildiktan sonraki elde edilen veri, (M+H)++ ise
272,0981 m/z'dir. Molekiile 1 K katildiktan sonraki elde edilen veri, (M+K)+ ise
309,0501 m/Z'dir. 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi (3) bilesigi
icin elde edilen MS Q-TOF analiz sonuglari, bilesig§in NMR spekturumunu

desteklemistir.
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8.3  4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi Bilesiginin Enzimatik

Biyotransformasyon Reaksiyonlari ile Elde Edilmesi

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi Uzerinde enzimatik
biyotransformasyon reaksiyonlari basari ile gergeklestiriimis ve enantiyosaf 4,5,6,7-
tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-

oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesigi sentezlenmistir. Reaksiyon semasi sekil 8.3'de

gosterilmistir.

HO c

o)
. . l Hy
Lipaz Enzimi >~
. | A\
oha

3 (4) ©)

Sekil 8.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin
enzimatik biyotransformasyonu ve sentez uriinu 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesigi (4)

Biyotransformasyon iiriinii bilesigin yapi tayini icin H-NMR, 3C-NMR, IR ve
MS Q-TOF teknikleri uygulanmistir.

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il  hidroksi(4) bilesiginin *H-NMR

spektrumunda (Sekil C.1);

7.3 ppm’de mono substitue fenil halkasina ait 5 adet hidrojen atomu multiplet seklinde
aromatik bolgede rezonans olmustur. 6.68 ppm’deki sinyal furan halkasinin 3
pozisyonundaki hidrojen atomudur. 4.51 ppm araliginda H-C-OH grubunda yer alan H
atomuna ait sinyaller dublet seklinde rezonans olmustur. 3.73 ppm’deki singlet olan pik
—OH molekiiliinin hidrojen atomudur. 3.35 ppm’de multiplet seklinde yer alan sinyal
fenil halkasinin bagh oldugu asimetrik merkezdeki metin protonuna ait sinyaldir. 3.15

ppm’de multiplet olarak rezonans olmus sinyaller alilik protonlara ait sinyallerdir.
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4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il _hidroksi(4) bilesiginin *3C-NMR

spektrumunda (Sekil C.2);

13C-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm) :

31.44 ppm’de alifatik bolgede g¢ikan sinyal —CH, grubuna ait C atomunun sinyalidir.
49.44 ppm’de alifatik bolgede cikan sinyal —CH grubuna ait C atomunun sinyalidir.
76.64 ppm’de yer alan sinyal hidroksi grubunun bagl oldugu C atamonun sinyalidir.
106.80, 118.74, 127.57, 128.96, 139.98, 144.13 ve 165.79 ppm’de aromatik bolgede
yer alan sinyaller fenil halkasina ve furan halkasina ait —CH molekilliiniin C atomu
sinyalleridir. 193.53 ppm’de yer alan sinyal ise karbonil grubunda bulunan —C atomuna

ait sinyaldir.

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi(4) bilesiginin IR

spektrumunda (Sekil C.3);

IR (CHCl3) y(max): 3462.36 cm™*, 2922.17 cm™

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiginin MS Q-TOF
spektrumunda (Sekil C.4);

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesigi 228,0786 (m/z)
molekiler agirlhigina sahiptir. Molekile 1 H katildiktan sonraki elde edilen veri, (M+H)+
ise 229,0845 m/z'dir. Molekiile 2 H katildiktan sonraki elde edilen veri, (M+H)++ ise
230,0883 m/z’'dir. Molekile 1 Na katildiktan sonraki elde edilen veri, (M+Na)+ ise
251,0664 m/z’'dir. 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesigi
icin elde edilen MS Q-TOF analiz sonuglar, bilesigin NMR spekturumunu

desteklemistir.

8.3.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidoksi (4) Bilesiginin
Enzimatik Biyotransformasyon Reaksiyonlari ile Sentezinin HPLC Sonuglarinin

degerlendirilmesi

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi Uzerinde enzimatik

biyotransformasyon reaksiyonlari, 3 farkli ¢c6zticii (DMSO, Toluen, THF) ve 12 farkl lipaz
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enzimi (WGL (Wheat germ Lipaz), Amano Lipase, CAL B (Candida antarctica Lipaz B),
CCL (Candida cyclindracea Llipaz), MJL (Mucor javanicus Lipaz), HPL (Hog pankreas
Lipaz), PCL (Penicillum camemberti Lipaz), PLL (Pseudomonas lipoprotein Lipaz), PRL
(Penicillum roqueforti Lipaz), RAL (Rhizopus arrhizus Lipaz), RNL (Rhizopus niveus Lipaz),

CRL (Candida rugosa Lipaz)) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Farkh ¢éziicii (DMSO, Toluen, THF) ortamlarinda Ph 7’de gergeklestirilen enzimatik

biyotransformasyon reaksiyonlarinin degerlendirilmesi :

DMSO ortaminda pH 7’de, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3)
bilesigi Uzerinde gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyonunda, gobzlenen en
diuslik e.e. degeri, Candida cyclindracea Lipaz (CCL) enziminde; 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiginde ise Amano Lipase, Candida
antarctica Lipaz B ve Mucor javanicus Lipaz enzimlerinde en disik e.e. degerleri
saptanmistir. DMSO ortamindaki c¢esitli enzimlerde, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginde istenilen dizeyde enzimatik
biyotransformasyon  gerceklesememesi  nedeniyle  4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiginde go6zlenebilir bir biyotransformasyon
meydana gelmemistir. Bu nedenle, gesitli enzimlerin kullanildig 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin biyodonisim reaksiyonlarinin
enantiyomerik degerleri hesaplanamamistir.  Enantiyomerik fazlalik degerleri
hesaplanamayan reaksiyonlarin konversion degerleri ve E degerleri belirlenememistir
(Cizelge 7.3). DMSO ortaminda, en yiksek enantiomerik fazlalik (e.e.) degerinin ise,
Pseudomonas lipoprotein Lipaz (PLL) enziminde (% 25 e.e. (3); %81 e.e. (4)) oldugu
belirlenmistir. DMSO ortaminda, en yiiksek enantiomerik fazlalik (e.e.) degerine sahip
olan PLL enziminin reaksiyon verimi % 20 olarak hesaplanmistir. (3) ve (4) bilesiklerinin
DMSO ortamindaki en yiksek konversion degeri RAL enziminde %61 iken, en yliksek E

degeri PLL enziminde 11’dir (Cizelge 7.3).

Toluen ortaminda pH 7’de, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat
bilesigi (3) lGizerinde gergeklestirilen enzimatik biyotransformasyonunda, goézlenen en

disuk e.e. degeri, Candida rugosa Lipaz (CRL) enziminde; Toluen ortaminda cesitli
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enzimlerde (3) no’lu bilesikten (4) no’lu bilesigin biyosentezi istenen diizeyde
olusamadagi icin (4) no’lu bilesigin e.e. degerleri hesaplanamamistir. (4) no’lu bilesigin
hesaplanabilen en disik e.e. degeri ise, Rhizopus niveus Lipaz enziminde olarak
saptanmistir. En yiksek enantiyomerik fazlallk (e.e.) degeri ise, Pseudomonas
lipoprotein Lipaz (PLL) enziminde (% 21 e.e. (3); %81 e.e. (4)) oldugu belirlenmistir. (3)
no’lu ve (4) no’lu bilesiklerinin toluen ortamindaki en yiiksek konversion degeri
Rhizopus niveus Lipaz enziminde %91 iken, en yiksek E degeri Pseudomonas

lipoprotein Lipaz enziminde 10’dir (Cizelge 7.3).

THF ortaminda pH 7’de, 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat
bilesigi (3) Uzerinde gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyonunda, tespit edilen
en dislk e.e. degeri HPL enziminde; 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il
asetat (4) bilesiginde gozlenen en dislk e.e. degeri icin, THF ortaminda cesitli
enzimlerde (3) no’lu bilesikten (4) no’lu bilesigin biyosentezi istenen diizeyde
olusamamistir ve (4) no’lu bilesigin e.e. degerleri hesaplanamamistir. (4) no’lu bilesigin
hesaplanabilen en diisiuk e.e. degeri ise, Candida cyclindracea Lipaz enziminde (%13
e.e.) olarak belirlenmistir. En yliksek enantiyomerik fazlalik (e.e.) degerinin ise,
Pseudomonas lipoprotein Lipaz (PLL) enziminde (% 1 e.e. (3); %66 e.e. (4)) oldugu
saptanmistir. (3) no’lu ve (4) no’lu bilesiklerin THF ortamindaki en yiiksek konversion
degeri Rhizopus niveus Lipaz enziminde %10 iken, en yliksek E degeri Pseudomonas

lipoprotein Lipaz ve Mucor javanicus Lipaz enziminde 3’dur (Cizelge 7.3).

Bu veriler 1siginda, organik ¢ozlici olarak kullanilan THF c¢ozlicusi, kullanilan lipaz
enzimlerinin 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesigi ile

substrat olusturdugu kompleks lzerine inhibitor etki gdsterdigi belirlenmistir.

DMSO ¢6ziicii ortaminda farkh pH’larda (pH 6, pH 7, pH 8 ) gergeklestirilen enzimatik

biyotransformasyon reaksiyonlarinin degerlendirilmesi

Bu calismadaki enzimatik reaksiyonlar tizerinde pH’in etkisini incelemek amaciyla gesitli
lipaz enzimleri 3 farkli pH (pH 6, pH 7, pH 8) degerinde incelenmistir. Calismanin dnceki
asamasindaki, pH 7’de gerceklestirilen reaksiyonun verilerine gore pH 6’daki ve pH
8’deki ortaya cikan veriler karsilastiriimistir.
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PH 7’de gergeklestirilen reaksiyonlara gore, pH 6’da ve pH 8’de gerceklestirilen
reaksiyonlarin biyoddnisiim zamanlarinda farklilik gézlenmemistir. WGL enzimi ile
gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyon calismasindaki PH 7’deki reaksiyona
gore, pH 6’daki ve pH 8'deki enzimatik reaksiyonda a-asetoksi benzofuranon (3)
bilesiginin enantiyomerik fazlalik degerleri azalmisken, a-hidroksi benzofuranon (4)
enantiyomerik fazlalik degerleri artmistir. PH 7’de gergeklestirilen reaksiyona gore,
konversion degerleri artarken, pH 8'deki reaksiyonun E degeri azalmis ve pH 6’daki
reaksiyonun E degeri artmistir (Cizelge 7.4). Amano enzimi ile gergeklestirilen
enzimatik biyotransformasyon calismasindaki PH 7’deki reaksiyona gore, a-asetoksi
benzofuranon (3) bilesiginin enantiyomerik fazlalik degerleri artmistir ve (3) bilesiginin
enantiyomerlerine karsi negatif secicilik (reverse selectivity) gosterdigi saptanmistir. PH
6’da gerceklestirilen reaksiyonda ise, a-asetoksi benzofuranon (3) bilesiginin ise
enantiyomerik fazlalik degeri azalmistir (Cizelge 7.4). CCL enzimi ile pH 6'da ve pH
8’de gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyon reaksiyonunda a-hidroksi
benzofuranon (4) bilesiginin enantiyomerik fazlalik degerleri azalirken, a-asetoksi
benzofuranon (3) bilesiginin enantiyomerik fazlalik degerleri artmistir. PH 7’de
gerceklestirilen reaksiyona gore, konversion degerleri artarken, reaksiyonun E degerleri
degismemistir (Cizelge 7.4). HPL enzimi ile pH 6'da ve pH 8'de gerceklestirilen
enzimatik biyotransformasyon reaksiyonunda a-hidroksi benzofuranon (4) ve a-
asetoksi benzofuranon (3) bilesiginin enantiyomerik fazlahk degerleri azalmistir. HPL
enzimi i¢in PH 7’de gergeklestirilen reaksiyona gore, pH 8’'de gergeklestirilen enzimatik
reaksiyonun konversion degerleri artarken, reaksiyonun E degerleri degismemistir
(Cizelge 7.4). MIL enzimi ile pH 6'da ve pH 8de gergeklestirilen enzimatik
biyotransformasyon reaksiyonunda a-asetoksi benzofuranon (3) bilesiginin
enantiyomerik fazlalik degerleri azalmisken, a-hidroksi benzofuranon (4) bilesiginin
enantiyomerik fazlalik degerleri arttigi saptanmistir (Cizelge 7.4). CAL B enzimi ile pH
6'da ve pH 8'de gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyon reaksiyonunda a-
asetoksi benzofuranon (3) bilesiginin enantiyomerik fazlalik degerleri azalmisken, a-
hidroksi benzofuranon (4) bilesiginin enantiyomerik fazlahk degerleri arttig

belirlenmistir (Cizelge 7.4).
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PLL enzimi ile pH 6'da ve pH 8'de gerceklestirilen enzimatik biyotransformasyon
reaksiyonunda a-hidroksi benzofuranon (4) bilesiginin ve a-asetoksi benzofuranon (3)
bilesiginin enantiyomerik fazlahk degerleri azalmistir. PH 7’de gergeklestirilen
reaksiyona gore, reaksiyonun konversion degerleri ve E degerleri azalmistir (Cizelge

7.4).

Elde edilen verilere gore, farkli ¢dziicii ortamlarinda ve farkli pH’larda ayni enzimlerle
reaksiyona tabii tutulan a-asetoksi benzofuranon bilesiginin, farkli ters segicilik
Ozellikleri ortaya cikmistir. Bu nedenle, a-asetoksi benzofuranon bilesiginin ters
secicilik ozelligi kullanilan organik ¢ozlculer ve pH ile degistirilebilir ve gelistirilebilir

oldugu tespit edilmistir.

En kisa sireli biyodonlsimin toluen c¢ozlcusindeki Wheat germ Lipaz (WGL)
enzimiyle 4 glinde (%45 e.e. (3); %9 e.e. (4)); en uzun sireli biyodéntsimlerin ise
Amano lipaz enzimiyle toluen ¢ozlici ortaminda 8 giinde ( %32 e.e. (3); - e.e. (4))
oldugu hesaplanmigtir. 36 ve 26 giin siire ile devam ettirilen DMSO ortaminda Candida
antarctica Lipaz B enzimi; toluen ortaminda Candida antarctica Lipaz B, Hog pankreas
Lipaz, Mucor javanicus Lipaz enzimi; THF ortaminda Candida antarctica Lipaz B, Hog
pankreas Lipaz, Mucor javanicus Lipaz, Wheat germ Lipaz, Penicillum roqueforti Lipaz,
Rhizopus arrhizus Lipaz, Candida rugosa Lipaz, Penicillum camemberti Lipaz
enzimlerinde hicbir biyodonisimin meydana gelmemesinde organik c¢ozicilerin

enzim-substrat kompleksi tizerinde inhibitor etki gosterdigi distinilmektedir.

Farkli ¢ozlici ortamlarindaki ayni enzimlerin, farkli biyodonisim reaksiyonlari
vermelerinin nedeni enzim c¢esidine kiyasla organik c¢ozicllerin daha etken rol
oynadigini gostermistir. Bu veriler dikkate alindiginda, organik ¢ozicilerin, enzim-
substrat kompleksine etki ederek enzimlerin ¢calismasinda farkhlik meydana getirdigini

ve rezollisyonun reaksiyon sireleri Gzerinde de etkili oldugu belirlenmistir.

Farkli ¢6zlici ortamlarindaki cesitli enzimlerin katalizorliiglinde gergeklestirilen a-
hidroksi  benzofuranon (4) bilesiginin  enantiyomerik  fazlahk  degerleri

hesaplanamayacak seviyede disik ¢cikmistir (Cizelge 7.3 ve Cizelge 7.4).
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a-hidroksi benzofuranon (4) bilesiginin enantiyomerik fazlalik (e.e.) degerlerinin
gozlenemeyecek seviyede disik ¢ikmasinin  nedeni ise bu bilesiklerin
sentezlenmesinde Onci bilesik olan a-asetoksi benzofuranon (3) bilesiginin
biyotransformasyonunun bu kosullarda istenen dilizeyde gerceklesmemesinden

kaynaklandigi diistinilmektedir.

Kullanilan enzimlerin a-asetoksi benzofuranon (3) ve a-hidroksi benzofuranon (4)
bilesiklerindeki enantiyomerik fazlahgin (e.e.) kullanilan organik ¢o6zlciu ile

degistirilebilir ve gelistirilebilir oldugu saptanmistir.

Enzimatik rezollsyon sonucu elde edilen 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-
5-il asetat (3) bilesiginde gozlenen en dislik enantiyomerik fazlalk (e.e.) degeri,
THF’ deki Hog pankreas Lipaz enziminde belirlenmistir. 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) bilesiginde hesaplanan en disiik enantiyomerik
fazlalik (e.e.) degeri toluen ortaminda Rhizopus niveus Lipaz enziminde bulunmustur
(Cizelge 7.3). Enzimatik rezolisyon sonucu elde edilen bilesiklerin (a-asetoksi
benzofuranon ve a-hidroksi benzofuranon) en yiksek enantiyomerik fazlalik (e.e.)
degerlerinin, DMSO ortamindaki Pseudomonas lipoprotein Lipaz (PLL) enziminde (%

21 e.e. (3); %81 e.e. (4)) oldugu saptanmistir.

Cizelge 7.3 ve 7.4 incelendiginde, Amano Lipase, Pseudomonas lipoprotein Lipaz (PLL),
Rhizopus arrhizus Lipazin (RAL) 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat
bilesiginin enantiyomerlerine karsi ters secicilik (reverse selectivity) gosterdigi

saptanmistir.

8.4 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi ve 4,5,6,7-tetrahidro-

6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesigininin biyoaktivite ¢alismalari

Bu calismada, HepG2 (karaciger karsinoma) ve P3HR1 (Burkit lenfoma) hiicre
hatlarinda ilk kez sentezlenen 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetoksi
ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi bilesiklerinin sitotoksik

etkileri arastirildi.
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MTT ile vyaptigimiz  sitotoksisite  calismasinda  4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il asetat bilesiginin 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il

hidroksi bilesigine gore viabilitesinin daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

Bilesiklerin sitotoksisitelerinin IC 50 degeri %50’'nin altinda bulundugu igin sitotoksik
acidan etkisiz kabul edilmistir ve ¢alismanin yapildigi dozlarda (10 pl, 5 ul, 0,5 ul ve 0,05

ul) bu bilesiklerin antikanser bir kimyasal ajan olamayacagi sonucuna varilmistir.

Bu bilesikler icin, daha farkh konsantrasyonlarda denenerek doza bagiml etkinin ve
sitotoksik dozun belirlenmesi gerektigini ve bunun igin daha ileri ayrintili bir ¢alisma

planlanabilecegi sdylenebilir.

8.5 ONERILER

Enzimatik biyotransformasyon reaksiyonlarinda ¢oziiciler, reaksiyon verimi ve segcicilik
Uzerindeki oldukga fazla etkiye sahiptirler. Enzim c¢alismalarinda organik ¢ozicilerin
kullanimiyla reaksiyon ortaminda gesitli ve farkl veriler elde edilmektedir. Coziiciler,
substat oOzelliklerini ve ylzeyini degistirerek veya enzim inhibitori olarak, enzim
dinamiklerine etki goOsterir ve sonucta enzim lzerinde komformasyonel degisimlere

neden olurlar.

Bu ¢alismadaki enzimatik reaksiyonlarin sonuglari degerlendirildiginde, enzim-substrat
kompleksi, reaksiyon ortami ve urlnlerin etkilesimi Gizerinde ¢6zlici etkisinin ve pH

etkisinin oldugu belirlenmistir.

Kullanilan farkli organik ¢oziicllerin, bazi enzimlerin galisma hizini ve enantiyomerik
fazlahgini (e.e) arttirirken; bazi enzimler {zerinde inhibitor etki gosterdigi

gozlemlenmistir.

Bu tez calismasindaki veriler, gelecekteki biyotransformasyon ¢alismalarina temel teskil

etmektedir.
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EK-A

6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on (2)

BILESIGININ SPEKTRAL ANALIZ SONUGLARI
(*H-NMR, 3C-NMR, IR)
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Sekil A.1 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginin (2) *H-NMR sonucu
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Sekil A.2 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginin (2) 13C-NMR sonucu
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EK-B

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3)
BILESIGININ SPEKTRAL ANALIZ SONUGLARI

(*H-NMR, 3C-NMR, IR ve MS Q-TOF)
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Sekil B.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin K-

NMR sonucu
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Sekil B.5 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il aetoksi (3) bilesiginin
MS-QTOF sonucu
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EK-C

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4)
BILESIGiININ SPEKTRAL ANALIiZ SONUCLARI

(*H-NMR, 3C-NMR, IR ve MS Q-TOF)
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EK-D

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) BiLESiGi
UZERINDE GERGEKLESTIRILEN ENZIMATIK BIYOTRANSFORMASYON
REAKSIYONLARININ HPLC SONUGCLARI
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HPLC ANALIZLERI

Timme

—aE4EEEd

[EEE

fi5040

175 200 25 0

Sekil D.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat bilesigi

o

i ||§

Ul

| ) I

B

i

g B g .' \

z, 8, 8y / ’
T T T

150 175 200 125 250

= I Time: Iten. Ité ﬁ
7 8
o g (\% ¢
( | | {
] L)
\ | T
W f B
AR 1IN :
. AN R } \ A
] l / L § ¥
gl —A'QL’**— ) ) F
150 i1s Ao 125 B 1 175 20 03
DMSO-WGL DMSO-AMANO LiPAZ

108

——  Goaarils
— &BT09477

52

Ix)
[N

& L X" .\. ] § i

FA0

P

150 175 0 75

DMSO-CAL



Timg Itan.

g ; : o & 8
T : R (.
| |||| & ( ll\
i |
’ | / | [ | | ‘ \
I I | :
: ]| A 5 1 8
8 PPN N\ BE_ L)) 2R
_#._m—\-f-——;*-—.—&-—il’ ............. e ¥ LY #‘ ¥ F "*"“' ﬁ*a - T AN #‘ _fg( iS 4
150 175 Ao 75 150 175 a0 a5 130 175 a0 75 20
DMSO-CCL DMSO-HPL DMSO-MIJL
e e Twg 4 R g g Ting i,
roor S o
.' ol , |
|| [| || i “ \
E || ‘I { 'n" / ®
ll | E‘E || I | II : III\ | l i llll § é
Lo i.*_'l_ L :.FF L i i_i #l _“,\_.J {'-ﬂ.& ...... b I\)I | * %'I L) mf%{f\ ]
180 115 200 A5 (80 15 100 25 2 T s 200 25
DMSO-PCL DMSO-PLL DMSO-PRL
g Time Flen. . 5
o E : ; JE !
i : (-
b || II'| ‘ o
i | {
i | | |
| | o g \ {l H ‘
| I E | .
[ fy @ | & g } \ i g ;
,_'I_'\..l' r LT ) 4 l i E% l'\ ¥ 4\} \ g ?ﬁ\ po : \L"W — 1*“ Tq‘ :
120 15 T 5 20 120 s 00 75 20 R
DMSO-RAL DMSO-RNL DMSO-CRL

Sekil D.3 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) bilesiginin DMSO
ortaminda PH 7’deki enzimatik biyotransformasyonun HPLC analiz sonucu
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EK-E

4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) ve 4,5,6,7-
tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) BILESIKLERINININ
HEPG2 VE P3HR1 HUCRELERi UZERINDEKI SITOTOKSIK ANALIZLERI
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Sekil E.1 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) (I. madde) ve
4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) (Il. madde) bilesiklerininin
HepG2 hiicre hattindaki sitotoksik aktivite grafigi
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4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il hidroksi (4) (Il. madde) bilesiklerininin
P3HR1 hiicre hattindaki sitotoksik aktivite grafigi
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