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OZET

ASPERGILLUS TURLERI ILE FARMAKOLOJIK
OLARAK AKTIF URUNLERIN
BiYOTRANSFORMASYONU

LEYLA YILMAZ KARA

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Do¢.Dr. Zerrin CALISKAN

Endiistriyel alanda sikg¢a kullanilan mikroorganizmalar, kimya ve farmakoloji
alaninda da ozellikle hammadde ve ila¢ etken madde sentezlenmesi amaciyla
kullanilmaya baslanmistir. Klasik kimyasal sentez yontemleri ile elde edilemeyen
enantiyosaf bilesiklerin iiretilmesi amaciyla biyolojik katalizorler olarak kullanilan
mikroorganizmalarla biyotransformasyon ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismada
genis bir biyolojik aktivite araligma sahip olan benzofuranon ve indol tiirevi
bilesikler ile biyotransformasyon reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Calismada 5-
fenil-1,3-siklohegzadion maddesinden baslanarak 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-
4(5H)-on sentezlenmistir. Ardindan regioselektif asetoksilasyon reagent’
araciligiyla 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-oxo-benzofuran-5-il-asetat rasemik olarak
sentezlenmistir. 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi benzil amin
varliginda indol tiirevi olan 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on

sentezlenmis ve bu indol tiirevi kullanilarak regioselektif asetoksilasyon reagent’
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araciligiyla 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat bilesigi
rasemik olarak sentezlenmistir. Calismanin son asamasinda rasemik olarak
sentezlenen bu bilesiklere, A.niger ATCC 6275 ve A.oryzae Rib40 suslan ile
biyotransformasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu mikroorganizmalar
aracilifiyla gerceklestirilen reaksiyon sonunda optikce saf benzofuran ve indol

tiirevleri literatiirde ilk defa sentezlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzofuranon, indol, biyotransformasyon, Aspergillus niger,

Aspergillus oryzae.
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Microorganisms commonly used in the industrial field have also started to be
utilized in the fields of chemistry and pharmacology, particularly for the synthesis
of raw materials and active pharmaceutical ingredients. Studies on
biotransformation with microorganisms used as biological catalysts are conducted
with the aim of producing enantiopure compounds that cannot be obtained through
classical chemical synthesis methods. In this study, biotransformation reactions
were performed with benzofuranone and indole derivatives, which have a wide
range of biological activities. Starting from 5-phenyl-1,3-cyclohexadione, 6,7-
dihydro-6-phenylbenzofuran-4(5H)-one was synthesized. Subsequently, 4,5,6,7-
tetrahydro-6-phenyl-4-oxo-benzofuran-5-yl-acetate was synthesized racemically
through regioselective acetylation using acetylation reagent. The compound 6,7-
dihydro-6-phenylbenzofuran-4(5H)-one was synthesized by reacting with benzyl
amine, which is an indole derivative, and using this indole derivative, 1-benzyl-4-
ox0-6-phenyl-4,5,6,7-tetrahydro-1H-indol-5-yl-acetate was synthesized

racemically via regioselective acetylation reagent. In the final stage of the study,
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racemic compounds synthesized were subjected to biotransformation reactions with
A.niger ATCC 6275 and A.oryzae Rib40 strains. Optically pure benzofuran and
indole derivatives were synthesized for the first time in the literature through

reactions conducted with these microorganisms.

Keywords: Benzofuran, indole, biotransformation, Aspergillus niger, Aspergillus

oryzae.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyolojik olarak aktif iirlinler olan benzofuran ve indol tiirevlerinin, terapotik
ozellikler barindirdig1r ve bu nedenle yeni ila¢ etken maddeleri olarak iiretilme
potansiyelini tagidiklar1 belirtilmistir. Her iki bilesigin heterohalkali yapida
olmalar1 ve ayrica indoliin barindirdig1 elektron bakimindan zengin pirol yapisi,
icerdigi azot sayesinde kazandig1 hidrojen bagi yapabilme kapasitesi araciligiyla

kimyasal reaksiyonlara kolayca dahil olabilirler [1].

Benzo[b]furan iskeleti, biyolojik olarak aktif dogal bir¢ok iiriinde, farmasotik
kimyasinda ve malzeme kimyasinda kullanilmak iizere c¢esitli molekiillerde
bulunur. Benzofuran c¢ekirdegine sahip bilesikler dogada genis bir yelpazede
bulunur ve dogal veya sentetik kaynaklardan elde edilebilirler. Bu bilesikler,
ekstraktlardan veya ugucu yaglarin ekstraksiyonu yoluyla elde edilir. Dogada bolca
bulunmalar1 onlarin ekstraksiyonunu ve purifikasyonunu kolaylastirdigi i¢in
yapilarinin ve biyolojik ve fizyolojik Ozelliklerinin arastirilmasinda Onemli
avantajlar saglar. Bunlar1 bakteri ve mantarlarin metabolitleri olarak da elde etmek
miimkiindiir. Elde edilmesi kolay olan benzofuranonlar binlerce c¢esit bilesigin

sentezinde bir yapi iskeleti ve yapi tasi olarak kullanilmaktadir [2], [3], [4].

Mustapha ve arkadaslar1 [5] benzofuran ve kromon iskeletleri tagiyan ve khellin
olarak adlandirilan dogal kaynaktan ilk benzofuran bazli molekiilii izole etmeyi
basarmis ve bu basaridan sonra dogal kaynaklardan izole edilen veya sentetik olarak
sentezlenen cok fazla benzofuran bilesigi ortaya c¢ikarak biyolojik o6zellikleri
sayesinde benzofuran ¢ekirdegi ilgi konusu haline gelmistir. Benzofuran tiirevleri
anti-kanser, anti-alzehimer, anti-fungal ve anti-bakteriyel, antioksidan, anti-

diyabetik, anti-mikrobiyal, anti-enflamantuvar vb. ajanlar olarak kullanilmaktadir
[61, [71, [8], [9], [10], [11].

Bitkilerde, hayvanlarda ve deniz canlilarinda oldukc¢a yaygin olan indol ¢ekirdegi,
iiretilen bir¢ok ilacin temel yapisini olusturmakla birlikte triptofan aminoasidi, bitki
biliylime hormonu olan oksin, melatonin ve serotonin hormonlar1 da indol tiirevi

biyolojik yapilardir [12], [13], [14], [15]. Indol ¢ekirdeginin ¢ok genis bir biyolojik
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aktivite araligina sahip oldugu ¢esitli aragtirmalar sonucu anlagilmistir. Bitkilerden
ekstraksiyon ile dogal yollarla elde edilen veya kimyasal yollarla sentezlenen indol
tiirevleri ile yapilan calismalar ve molekiiler docking analiz verilerine dayanarak
reseptorlerle olan etkilesimleri incelenmistir. incelemeler sonucu bu ayricalikli
molekiiller reseptorlere yiiksek afinitelerle baglandiklarindan bu durumun indol
tiirevlerini ilag gelistirme calismalarina dogrudan dahil ettigi belirtilebilir [16], [17],
[18].

Indol ¢ekirdeginin elektrofilikligi sayesinde kazandig1 avantajlar indol tiirevlerinin
sentez  reaksiyonlarmin aragtirlmasim1i  saglamis ve boylece  sentetik
manipiilasyonlar i¢in literatiir bilgisi ihtiyacini karsilamistir. Giiniimiizde yapilan
indol aragtirmalar1 ¢ok basit ¢ekirdek indol yapisindan, karmasik indol tiirevlerine

uzanmaktadir [1].

Bir¢ok indol tiirevi tibbi kimyanin gelisimine 6nemli katkida bulunmustur.
Vazokonstriktor prensibi ile bilinen serotonin, [15] psikotomimitik indol
tiirevlerinden olan psilosin ve psilosibin, anti-tiimor aktivite i¢in vincristine,
vinblastine, vinorelbine ve vindesine, anti-aritmik aktivite i¢in ajmaline ve
glokom ve Alzheimer hastalifi icin fizostigm dahil olmak iizere dogal olarak
olusan bazi indol alkaloidleri 6rnek olarak verilebilir [19]. Dogal bilesiklerden
ilham alinarak sentetik olarak sentezlenen ve FDA tarafindan onaylanan bazi indol
bilesikleri de bulunmaktadir. Anti-enflamatuar aktivite ile iliskili olarak bilinen
indometasin, kemoterapinin neden oldugu bulant1 ve kusmaya engel ondansetron,
hiperkolesterol i¢in fluvastatin ve 16kotrien reseptor antagonisti olarak zafirlukast

bunlara birkag¢ 6rnektir [20].

Sterokimya kavrami farmakolojide onemli bir kavramdir. Farmakopede rasemat
ilaclarin  hakim oldugu yillarin sonrasinda enatiyosaf iriinlerin Oneminin
anlasilmasi ile birlikte 6nemli miktarlarda enantiyosaf iriinlerin iiretilmesine
olanak saglayan teknolojiler gelismistir. Bu sayede ilag etkisinin stereokimyasina
yonelik ilgi artmis ve bu alana yonelik calismalar hizlanmistir. 1992°de yayinlanan
FDA politikasi ile birlikte rasemat olarak uygulanan ilaglar yerine tek enantiyomer
sentezine agirlik verilmistir. Gliniimiiz ila¢ piyasasindaki ilaglarin %56’s1 kiral

yapida olup bu ilaglarin %88’1 rasemat olarak uygulanmaktadir [21].
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Eller gibi enantiyomerler de ¢iftler halindedir. Bir enantiyomer ¢iftinin her iki
molekiilii de ayn1 kimyasal bilesime sahip olup iki boyutta ayni sekilde ¢izilebilir.
Enantiyomerlerin ayni fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip oldugu goriiliir; bu,
kaynama noktalari, erime noktalar1 ve yogunluk gibi Ozelliklerin benzerlik
gosterdigi anlamina gelir. Bu nedenle bu molekiilleri birbirinden kristalizasyon,

ekstraksiyon, distilasyon gibi yontemler ile ayirmak ¢ok zordur [22].

Biyotransformasyon reaksiyonlari, hiicreler, organlar veya enzimler tarafindan
katalize edilen kimyasal reaksiyonlardir. Bu reaksiyonlar, canli sistemlerde
metabolik siireclerin  bir parcast olarak gerceklesir. Biyotransformasyon
reaksiyonlari, organik veya inorganik bilesenlerin doniigiimiinii ve istenmeyen veya
toksik {triinlerin sistemden wuzaklagtirilmasini saglar. Bu siireg¢, biyolojik
kaynaklardan elde edilen mikroorganizmalar ve enzimlerin kullanimiyla yeni

bilesikler elde etmek amactyla da kullanilir [23].

Biyotransformasyon reaksiyonlari, ilag ve kimya endiistrisi i¢in birgok avantaj
sunar, Ornegin stereoselektif kataliz, substrat aktivasyonu ve iliman rekasiyon
kosullar1 gibi [24] Biyotransformasyon reaksiyonlarimin, eski caglardan beri
kullanilan bir teknik oldugu ve giinlik hayatta farkinda olmadan uygulandigi
bilinmektedir. Tarihte bilinen en eski biyotransformasyon drnekleri, sirke tiretimi
ve alkollii icecek yapiminda kullanilan fermantasyon siire¢lerine dayanmaktadir.
Giliniimiizde biyotransformasyon, 19. yiizyildan itibaren mikroorganizmalarin
kimyasal bilesikleri degistirme potansiyelinin kesfiyle daha fazla arastirilmis ve

gelistirilmistir [25]

Endiistriyel dneme sahip bilesiklerin elde edilmesi amaciyla biyolojik sistemlerin
veya enzim sistemlerinin katalizor olarak kullanilmasi olarak adlandirilan
biyotransformasyon siiregleri, kullanilan biyokatalizorlere gore iki kategoride
smiflandirilir; enzimatik sistemler ve biitiin olarak kullanilan hiicre sistemleri
(mikroorganizmalar, hayvan ve bitkilere ait doku veya hiicre kiiltiirleri, canli bitki,
insan metabolizmasi vb). Biitiin hiicre sistemleri endiistriyel alanda en ¢ok tercih
edilen tekniktir. Bunun nedenleri ise optimum kataliz kosullarin varligi, gerekli
kofaktorlerin iiretilip rejenere edilme yetenekleri, uygun hiicresel kosullar
saglandigi takdirde enzimlerin bu sistemlerde daha diizgiin katlanmasi ve ekonomik

proses imkanin yiiksek olmasi olarak verilebilir [26, 27]
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Kimyasal reaksiyonlardan farkli olarak katalizor olarak canli sistemlerini ve
enzimleri merkezine alan biyotransformasyon reaksiyonlari, daha hassas tepkime
kosullar1 ile kimyasal reaksiyonlardan farklidir. Bu hassas tepkime kosullarini
etkileyen faktorler; pH, ortam sicakligi, besiyeri igerigi, eklenen substrat derisimi
ve toksisitesi, oksijen miktari, mikroorganizma susu kokeni, ¢alkalama hizi ve

zaman’dir [26, 27] [28]

Bu c¢aligmada biyotransformasyon basamaklarinda kullanilan aspergillus tiirleri,
mantarlar aleminin en kalabalik tiirlerinden olan kiif mantarlar1 olarak bilinirler.
Cesitli aspergillus sus kiiltiirlerinin benzen ve naftalin, nitrojen iceren heterosiklik
yapilar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, terpenoidler, steroidler ve diger alifatik
ve aromatik bilesikleri biyotransformasyona ugrattigi belirlenmistir. Igerdikleri
enzim kompleksleriyle farkli bilesiklerden yeni ila¢ etken ve/veya hammadde
sentezlenmesi i¢in aday mikroorganizmalardir. Caliskan ve ark.’nin A.niger kiifii
kullanarak yaptiklar1 biyotransformasyon c¢alismasinda indol halkasinin azot
atoumuna baglt benzil halkasinin koparildigi kesfedilmistir. Bu calisma ayni

zamanda gerceklestirilen ¢alismanin temelini olusturmaktadir [29].
1.2 Tezin Amaci

[lag sanayide énemli bir yeri bulunan, farmakolojik olarak aktif olan benzofuranon
ve indol tiirevi bilesiklerin sentezlenerek biyoteknolojik yontemler araciliiyla
mikrobiyal biyotransformasyon gerceklestirmesi ve rasemik olarak sentezlenen bu
ilag Oncli maddelerin enatiyosaf olarak elde edilmesi calismamizin amacini
olusturmaktadir. Bu metod ile klasik kimyasal sentez yoOntemlerinin g¢oklu
basamaklarda gergeklestirdigi sentez adimlar1 biyotransformasyon araciligryla tek
basamaga indirgenmistir. Boylelikle biyotransformasyon ile ¢evreye minimum
diizeyde kirletici salinmasin1 saglanmistir. Ayni1 zamanda sentez prosediirleri
optimize edilerek verim arttirma c¢alismalar1 da yapilan bu projenin amaglarindan
bir digeridir.

Bu amag dogrultusunda, yiiksek verimlilik ve segicilikle sentezlenen 6,7-dihidro-6-
fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesigi, baslangic materyali olarak 5-fenil-1,3-
siklohegzadion  kullanilarak  elde  edilmistir.  Ardindan  6,7-dihidro-6-
fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginden 4,5,6,7-tatrahidro-6-fenil-4okso-

benzofuran-5-il-asetat bilesigi sentezlendi. Indol tiirevi olan 1-benzil-6-fenil-6,7-
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ii.

iii.

1v.

dihidro-1H-indol-4(5H)-on bilesigi ise 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on
bilesigi kullanilarak sentezlendi ve KMnOj4 reagent varliginda indol tiirevi 1-benzil-
6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on bilesigine regio-selektif asetoksilasyon
gerceklestirilerek rasemik 1-benzil-4-oxo-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-
asetat bilesigi elde edildi. Sentezlenen benzofuran ve indol tiirevlerinin, Aspergillus
niger ve Aspergillus oryzae kiif mantarlar1 kullanilarak enantiyosec¢imli sentezleri

gerceklestirildi.

1.3 Hipotez

Ilag sanayinde ve endistriyel uygulamalarda siklikla kullanilmaya baslanan
biyotransformasyon reaksiyonlari, kimyasal sentez yontemleri ile olduk¢a zor
gerceklesen reaksiyonlari katalizlemesi ve sentez asamalarinin tek bir basamaga
indirilmesini saglar. Bir diger yandan ise kiral merkezli molekiillerin kimyasal
sentezlerle tiretilmesi halinde rasemik karigimlar elde edilirken biyotransformasyon
reaksiyonlar1 aracilifiyla kinetik resoliisyon gerceklesmekte ve enantioyomerik
saflikta iriinler elde edilmektedir. Bu c¢alismada biyokatalizor olarak
mikroorganizmalar kullanilarak benzofuranon ve indol tiirevi bilesikler tizerinde bir

doniisiim hedeflenmistir. Bu amagla 6nerilen hipotez su sekildedir:

Benzofuranon ve indol tiirevi bilesiklerin, kiif mantarlar1 kullanilarak
biyotransformasyon reaksiyonlar ile biyodoniisiimiin ger¢eklestirilmesi ve bu
sekilde yeni tiirevler elde edilmesi.

Biyotransformasyon reaksiyonu esnasinda substratin mikroorganizma tizerinde
herhangi bir degisim yaratip yaratmayacaginin takip edilmesi.

Gergeklestirilen tiim  sentez  basamaklarinin  reaksiyon kosullarinin
optimizasyonunu igeren siirecin takibi ve spektral analizler ile tiim bilesiklerin
yapi tayini.

Sentezlenmesi hedeflenen bilesiklerin dogru ve etkili bir bigimde iiretilmesi ile

endiistriyel sanayi ve farmasotik kimya icin biiyiik 6nem gosterecektir.
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2

ASPERGILLUS TURLERI

2.1 Mantarlar

Genellikle botanik ve mikrobiyoloji alanlar1 arasinda anlatilan funguslar,
yeryiiziinde tanimlanan yaklasik 90.000 tiirti ile antartika buzullarindan kavurucu
collere, okyanus diplerinden hayvan bagirsaklarina kadar her yerde bulunabilen
canlilardir [30, 31]. Karbonun geri doniisiimiinde, fosfor ve azot gibi biyo-
elementlerin harekete gecirilmesinde roller alirlar. Gida kaynaklarini ve bitki ve
hayvan soylarini tehdit edebilen patojenleri iceren funguslar ayn1 zamanda insanlar
icin besin (mantar), beslenme (ekmek, peynir,soya sosu) ve duyularimizi harekete
gecirecek fermente edilmis yiyecek, igecekleri (sarap,bira) sunar. Funguslar son
zamanlarda hem ila¢ {iretiminde (penisilin, griseofulvin, siklosporin) hem de
endiistriyel kullanimda (sitrik asit, gallik asit) sik¢a yer edinmeyi basarmistir [30,

311, [32].

Funguslar esasinda kamgil atadan tiiremis olsalar da, yeryiiziinde genis yayilimlar
gostermelerini saglayan asil yapi, bir hiicre ipligi (hif) olarak biiyiimelerini saglayan
miselyum (hif ag1) denilen basit hiicreli ve kamgili olmayan yapidir [30, 31], [33].
Hifler, sitozol ve organelleri iceren bir dis hiicre duvar1 ve i¢ limenden
olusmaktadir. Cogu mantar tiirlerine ait hifler, sitoplazmik akisa izin veren tek
gozenekli veya coklu gozenekli ve capraz duvarlara sahip yapilar olan septalara
(septum) sahiptir. Mantar hiicrelerinin hiicre duvari bir polisakkarit olan ve N-
asetilglukozamin kalintilar1 igeren giiclii ve esnek yapili kitinden olugsmaktadir [30,

31], [34]

Beslenme bi¢imi agisindan ozmotrof olan mantarlar genellikle dis ¢evre ile temas
halindedir. Mantarlarin yakin ¢evresi ile olan iligkisi salgiladig1 bir dizi protein ve
metabolitler sayesinde gergeklesir. Cogu tiirii aerobik olan mantar tiirlerinden
bazilar1 fakiiltatif olarak anaerobik olup (mayalar gibi) fermantasyon yolu ile

glikozdan etil alkol iireterek enerji elde ederler [30, 31], [35].

Mantarlar genel olarak hiicre disina salgilanacak enzimler iretirler ve enzimler
aracilifyla substratlara etki ederek yasamlarini devam ettirirler. Cevresinde

bulunan bazi istilaci tiirlere veya mikroplara karsi, koruma amaclh olarak bazi
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kimyasal toksik bilesikler iiretir ve salgilarlar. Bu sekilde bulunduklar1 ortamin
kontroliinii ele gegirirler. Sindirilmesi olduk¢a zor olan lignin ve seliilloz gibi
polisakkaritleri pargalayarak igindeki besinleri ¢ikarmalarimi ve sindirmelerini
saglayan iyi gelismis salgi (sekretum) sistemlerine sahiptirler. Mantarlar, hifleri
aracilifiyla eseyli veya eseysiz olarak ¢ogalmalarini saglayacak sporlari tireterek

uzun mesafelere yayilabilirler [34]
Neredeyse tiim mantar alemi asagida listenen 6zellikleri paylasir [30, 31];

= Sporlarinda bir B-glukan veya kitin hiicre duvari

Tek hiicreli olmalar1 ve miselyum olarak biiytimeleri

Degisken biiyiikliiklerde olabilen ¢ok ¢ekirdekli ve silindirik hiicre yapisi

» Lizin biyosentezi i¢in amono-adipidik yolun varligi

Mitokondriyal krista varlig.

En giincel taksonomi bigimi ile mantarlar 9 ana soya boliinmiistiir [30, 31]:

Opisthosporidia,

Chytridiomycota,

Neocallimastigomycota,

Blastocladiomycota,
e Zoopagomycota,

e Mucoromycota,

Glomeromycota,

Basidiomycota

e Ascomycota.

Ascomycota boliimii, kese mantarlar1 olarak da bilinen Ascomycetes adi verilen ve
Aspergillus tiirlerini de barindiran mantar aleminin alt boliimiinii olusturur. Bu
boliimde yer alan ¢ogu mikroorganizma gida bozulmalarma neden olurken
bitkilerde yaprak kiillenmeleri ve kestane yanikligina neden olmaktadir. Kirmizi,
kahverengi, mavi-yesil kiiflerin ¢ogunlugu Ascomycetes’tir. Parazit olarak
yasamlarin1 siirdiiren bir¢ok Ascomycetes tiirli bulunduklar1 yiyecek ve otlari
parazitleyerek insan ve hayvanlarda ergot hastaligina sebep olurlar. Toksik etkiler
yaratan ergotizm kangrene, psikotik sanrilara, sinir spazmlarina ve hatta gebe
kadinlarda kiirtaja kadar neden olabilmektedir. Tiim bunlara liserjik asit dietilamid

(LSD) aktif bileseni sebep olmaktadir [30, 31].

24



2.1.1 Aspergillus Niger

Siyah sporlu mitosporik mantar olan Aspergillus niger, yuvarlak hiicrelerden
meydana gelen mayalardan farkli olarak eseysiz iiremenin 6zelliklerinden biri olan
organizma yapisindan tomurcuklanan sporlar igerir. Aspergillus cinsi Nigri
seksiyonundan tiirler olan A.niger (Tablo 2.1), karakteristik bir sekle sahip
yuvarlak, siyah konidiyal bir bas ve ince uzun bir sap igerir ve filamentli kiifler
olarak adlandirilirlar Aspergillus cinsine ait mantarlarin olusturdugu grup on bes
iilyeden olugmaktadir. Bu grup igerisinde bulunan A.niger’in diger tiirlerden
ayrilmasini saglayan en belirgin 6zelligi iiredigi ortamin rengini ¢ok koyu

kahverengine veya siyaha dondiiren sporlara (Sekil 2.1) sahip olmasidir [36], [37].

Sekil 2. 1 Aspergillus niger’in sirastyla; PDA besiyeri lizerinde 6 giinliik
inkiibasyonu, mikroskop iizerinde 40x ve 100x goriintiisii

Tablo 2. 1 Aspergillus niger taksonomisi

Alem Fungi

Boliim Ascomycota
Simif Erotiomycetes
Aile Trichocanoceae
Cins Aspergillus
Tiir Aspergillus niger

25



Aspergillus niger kiifiinlii dogada hemen her yerde gormek miimkiindiir. Dogadaki
bu genis dagilimi; genis bir sicaklik araliginda bulunabilme (6-48 °C), genis pH
araliklarinda (1,4-9,6) etkinlik gosterme, aeorobik ortamlarda eseysiz olarak
cogalabilme ve en onemlisi habitatinda ¢ok ¢esitli substrat parcalayict enzimleri
yiiksek seviyelerde salgilayabilmesi sayesinde gostermektedir [37]. Genellikle
saprofit (¢iiriik¢iil) olarak beslenen A.niger, bir¢ok tarim {iriiniinde (6rnegin, farkl
tiirde meyveler, sogan, yemisler ve misir) ksilanlar, pektinler, nigasta ve iniilin gibi
bitki hiicre duvar1 ve depolama polisakkaritleri monosakkaritlere doniistiirmede,
ekmek ve patates gibi nisastali yiyeceklerin bozulmasinda siklikla karsimiza

¢ikmaktadir [38], [39]

Yasamlarini siirdiirebilmek i¢in karbon kaynaklarina ihtiya¢ duyduklar diisiiniilse
de, esasinda A. niger organizmasi, diger canli organizmalarin kullanmadig1 besin
kaynaklarinin dahil oldugu ortamlarda da biiylimektedir. Buna verilebilecek en
onemli 6rnek nemli ortamlarda A.niger’in neden oldugu ve duvarlarda olusan
kiiflerdir. A. niger sporlar1 yaygin olarak bulunur ve genellikle organik maddelerle

ve toprakla karigmis bir sekilde siklikla goriiliir [37], [38], [39], [40].

A.niger’ler aslinda firsat¢1 patojenler olarak adlandirilirlar ancak uygun bir
kosullarin saglandig1 ortamlarda patojen gibi davranamadiklar1 icin ABD Gida ve
[lag idaresi onlar1 ‘genel olarak giivenli kabul edilen’ siniflandirmaya dahil etmistir.
Cesitli meyve, sebze (6zellikle patates ve sogan) ve tahilli gidalarda ¢ogalabildikleri
icin insanlar veya hayvanlar tarafindan yenildiginde bazi hastaliklarin ortaya
cikmasina neden olabilirler. Bozulan bu tiir yiyecekler iizerinde olusturduklar
aflatoksin, fumanisin B2, okratoksin A gibi toksik maddeler mantar
zehirlenmelerine yol agabilir. Bir diger yandan A.niger sporlar1 alerjik
reaksiyonlara sebebiyet verebilmekte, ciddi local ve sistemik infeksiyonlara da
neden olabilme potansiyeli tagimaktadir [9]. Bunun disinda yiyeceklere ve bazi
bitkilerin koklerine de zarar verebildiklerinden ekonomik anlamda kayiplara neden

olmaktadirlar [40].

Aspergillus’un anamorf cinsindeki tiirleri genelde melanize olmayan yapilara
sahiptir ancak A.niger bunlarin disinda olup siyahimsi konidia iiretir. Kiiltiirlerde
biiylitiildiigiinde hizli bir sekilde gelisip koloniler olusturur. A.niger’de eseysiz
iireme konidiofor denilen 6zel yapida meydana gelir ve olusan yapiya konidyum

denir. Bu yapilar esasinda miselyumdan dik olarak uzanan, kalin duvarlara sahip ve
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apikale dogru genisleyerek uzanan ve bu sekilde vezikiil olusturan yapilar seklinde
ortaya cikar. A.niger konidyum ylizeyi hidrofobik proteinlerden olustugundan
konakg1 dokulara yapigma kabiliyeti ¢ok yiiksektir. Ayrica bu proteinler A.niger’i
asir1 atmosferik ortamlarda bile direncli hale getirir ve havada dolasarak sporlarin
her yere yaymalarin1 kolaylastirir [41]. A.niger’in hiicre duvarinda bulunan, koyu
kahverengi veya siyah bir pigment olan ve fenolik ya da indolik bilesiklerin
oksidatif polimerizasyonu ile olusmus melanin, hiicre i¢i asitlenmis bolmelerde
konidya gog¢iinii bozarak fagositoza karst koruma saglar. Ayrica bu pigmentin
A.niger’i UV isinlarina ve radyasyona karst korudugu bildirilmistir. Bu 6zelligi
sayesinde uluslararasi uzay istasyonunda giicli bir sekilde biiyiiyebildigi
gbzlemlenmis ve metabolit profilleme caligmalar ile radyasyona karsi koruma
saglayan ‘antioksidan pyranonigrin A'min’ yiikselmis diizeylerde iirettildigi

astronotik izolatlarda varlig1 kesfedilmistir [41], [42].

A niger kiifli, biyosorpsiyon olarak adlandirilan ve agir metallerin (Pb(II), Cr(VI)
ve Cu(Ill) vb.) kirli sulardan aritilmasini veya geri kazanilmasimi saglayan

islemlerde de kullanilmaktadir [43], [44]

Olaganiistii metabolik ¢ok yonliiliigii ve verimli salgilama mekanizmasi nedeniyle
A.niger suslar1 biyokteknoloji firmalar1 tarafindan iiretim fabrikalar1 gibi
kullanilmaktadir. A.niger tarafindan organik asitler, proteinler, enzimler ve
farmatosikler gibi cesitli bilesiklerin tiiretilmesi ve bu {iriinlerin kolayca izole
edilerek kiiltiir ortamina salinmasi saglanir [38], [45]. Asir1 ortamlarda yetistirilme
kosullarin1 tolere edebildiklerinden kati hal veya batik fermentasyonlar i¢in
kullanilirlar. Biiylik 6l¢ekli endiistriyel iiretimler ile alakali 6zel fermentasyon

protokolleri olusturulmasina vesile olmuslardir [45].

A.niger’in en 6nemli uygulama alanlarindan birisi enzim tiretimidir. 20. Yiizyilin
ortalarinda kromatografi teknikleri ile saflastirma teknolojisindeki gelismeler,
iiretilen enzim ve proteinlerin saflastirilarak incelemesine imkan saglamistir. Bu
enzim ve proteinler; laktoferrin, lipaz, laktaz, arabinaz, kitinaz asparaginaz,
kreatinaz, katalaz, seliilaz, tanaz, endo- ve ekzopoligalakturonidaz, B-galaktozidaz,
liyaz, glucoamylase, pektinaz, pektin estaraz fitaz, peptidaz, pektin esteraz, proteaz,
ksilanaz, glikoz oksidaz ve hemiseliilozaz olarak belirtilebilir [42], [46]. Bu
enzimlerden pektinaz’in biiyiik boliimii A.niger tarafindan saglanmaktadir. Ayrica

bu konudaki en bagarili uygulamanin nigastanin glikoza doniistiiriilmesinde rol alan
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glukoamilaz enziminin iiretilmesi oldugu belirtilebilir. Biyoteknoloji sirketleri bu

yolla milyarlarca dolar kazanmislardir [42].

A.niger’de klasik protein salgilama yolu, yiiklenmis kargo tasiyan vezikiillerin
aktin kablolar1 ve mikrotiibiiller boyunca endoplazmik retikulum/Golgi iizerinden
alinip hifal uca taginmasini igerir. Bu vezikiiller sub-apikal bolgede bir araya gelir
ve ardindan ¢oklu protein kompleksi olarak adlandirilan eksokist araciligyla plazma
membrani ile kaynasarak kargo protein hiicre digina salinir. Ekstraseliiler enzimler
disinda hiicre ¢eperi olusumunda yer alan proteinler de vezikiiller araciligiyla
taginir ve bu sekilde hiicrenin biiylimesi ve salgisi hifal ucta birlestirilir. A.niger’e
ait onemli endiistriyel enzimlerin ¢ogunun, glukoamilaz’in salgi vezikiillerine
lokalize oldugu ve N-terminal salgi sinyallerinin varligini gosteren caligmalar
1s18inda benzer yollar takip ettikleri diisiiniilmektedir [42], [47]. Hem toplam
protein miktarin1 hem de enzimlerin salgilanmasimi arttirmak amaciyla klasik
salgilama yolu manipiilasyonu devreye sokulmaktadir. Bu stratejiler vezikiil
taginmasinda rol oynayan GTPaz diizenleyicilerinin titrasyonlu ifadesi veya artmis
hifal u¢ sayist olan mutant suslarin olusturulmasi gibi yaklagimlar icermektedir.
Bu yaklasgimlar ile glukoamilaz enzim salgilanmasinin arttig1 gézlemlenmistir [48],

[49].

Rekombinant teknolojinin gelismeye baglamas: ile birlikte, enzim iiretim
fabrikalar1 olan A.niger kiiflerinden heterolog iiriin iiretmek amaciyla denemeler
yapilmistir. A.niger’in homolog olmayan rekombinasyon sistemi, spesifik
morfolojisi ve sinirli ifade stratejileri nedeniyle genetik manipiilasyon

kisitlanmaktadir [38], [50].

Ancak buna ragmen A.niger konakg¢i olarak kullanilarak rekombinant tavuk
yumurta lizozimi (HEWL) enzimi iiretmesi saglanmistir [51]. Bunun disinda ikincil
metabolitlerden olan kojik asit ve itakonik asit gibi organik asitler de rekombinant
teknoloji yontemi ile A.niger tarafindan irettirilmistir. Dogal olarak kojik asit
iireten Aspergillus oryzae koj4 geninin A.niger’de ifade edilmesiyle ilk basarili
heterolog kojik asit iiretimi saglanmstir [52]. Itakonik asit Aspergillus terreus
tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerdendir ve bu iirline ait genin A.niger’de

ifadesi itakonit asit iiretimini saglamigtir [53].
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A niger, farkl tiirlerde ucuz substratlari kullanarak bunlar1 bizler i¢in degerli olan
molekiillere ve maddelere doniistiiren ¢ok amacli hiicresel fabrikalardir. Bu amagla
Currie [54] seker soliisyonu kullanarak ve pH’1 diisiik seviyelerde tutarak A.niger
kiiftinii kiiltirlemis ve ticari degeri oldukca fazla olan sitrik asidin yiiksek
miktarlarda biyosentezinin ger¢eklestigini kesfetmistir. Sitrik asit, gida sanayinde
iriin dayanikliligini arttirmak, kimya sanayide, kozmetik sanayide ve farmasotik
kimyada yaygin olarak kullanilan bir organik asittir [40]. Bunun ardindan Pfizer
tarafindan 1920 yilinda A.niger kiiltlir ortamina basit sekerler eklenerek sitrik asit

fermentasyonu gelistirilmis ve sitrik asit ticareti bu sekilde baslamistir [42].

A.niger tarafindan tretilen ve endiistriyel anlamda 6nemli sayilabilecek organik
asitler A.niger kiifiiniin TCA (trikarboksilik asit dongiisli) metabolitleridir. Bu
metabolitler organizmanin belirli biiylime evrelerinde veya c¢esitli c¢evresel
uyaranlara (diisiik pH, fosfat kisitlamasi1 gibi) yanit olarak {iretilirler. Sitrik asit
TCA dongiisiinde geri donlismediginden mitokondriyal membranda bulunan
malat/sitrat tasgicilar1 aracilifiyla sitoplazmaya taginir, ordan da hiicre digina
salgilanir. Bir diger TCA dongli metaboliti olan malik asit de sitrik asit ile benzer
yollardan gecerek hiicre disina salgilandig1 belirlenmistir. Bir diger 6nemli nokta
ise sitoplazmik malik asidin artiginin mitokondriyal membran araciligtyla malik asit
ve sitrik asidin degisimi nedeniyle A. niger'da sitrik asit fermantasyonunu
baglatabilecegi hipotez edilmistir [42]. A.niger tarafindan iiretilen metabolitlere
ornek olarak TCA dongiisiinden bagimsiz olarak genis ¢apta iiretilen dnemli bir asit

olan glukonik asit ve gallik asit gibi yenilebilir organik asitler verilebilir [38], [42].

Metabolomik ve transkriptomik gibi tekniklerin gelismesiyle birlikte A.niger’in
baz1 suslarina ait tam genom dizisi aydinlatilarak yayinlanmis ve ikincil
metabolitlere ait genlerin anlasilmasini saglayarak dogal iirlinlerin biyosentezi

hakkinda bilgi edinmemiz saglanmistir [55].

A niger kiifleri, cok sayida ve c¢esitte yararl denilebilecek enzim ve organik asit
iretmenin diginda ikincil metobolitler de iiretirler. Cesitli biyolojik aktivitelere
(anti-tlimor, anti-enflamantuar, antioksidan vb.) [40] sahip olan ikincil metabolitler
biliylimenin durdugu veya yavasladigi esnada {iretilirler. Bu ikincil metabolitler bir
veya daha fazla 6nemli enzim kodlayan genlerden olusan biyosentetik gen kiimesi
tarafindan retilirler. Biyosentetik gen kiimeleri ayni zamanda ikincil

metabolitlerini tasimaya yarayan membran tasiyicilarini ve Biyosentetik gen
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kiimeleri ifadesini diizenleyen traskripsiyon faktorlerini de kodlayabilirler [42].
Son donemlerde A.niger’den cesitli biyoaktiviteler gosteren steroller, terpen,
peptidler, alkaloidler, poliketidler, laktonlar, halojenler gibi yeni sekonder
metabolitler izole edilmistir (Tablo 2.2) [40].

Tablo 2. 2 Aspergillus niger suslarindan elde edilen sekonder metabolitler
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Andersen ve arkadaglarinin 2008 yilinda yaptiklari ¢alisma neticesinde A.niger
kiifiine ait stokiyometrik bir metabolik ag modeli olusturularak hiicre i¢i enzimatik
aktivitelerinin kapsamli bir katalogu olusturulmustur. Ag, iic bolmeye dagitilmig
toplam 1045 metabolit igerir; hiicre disi, sitosolik ve mitokondriyal. Bu metabolik
ag bosluksuz olarak 1190 biyokimyasal reaksiyon igerir. Metabolik agda toplamda

52 enzim kompleksi tanimlanmstir [56].
2.1.2 Aspergillus Oryzae

Aspergillus oryzae ilk olarak 1876 yilinda H.Alburg tarafindan sake (Japonlara
Ozgl, piring veya tahil tozundan iiretilen icki) iiretiminde kullanilan ve bir enzim
miistahzari olan kojiden izole ederek Eurotium oryzae ismi ile tanimlamigtir. Ancak
kesfedilen bu mikroorganizmanin eseysiz iiredigi anlagildiktan sonra F.Cohn

tarafindan Aspergillus oryzae olarak adlandirilma karart alinmistir [57], [58].

Aspergillus Flavi boliimiine ait olan A.oryzae, morfolojik olarak Aspergillus flavus
ile oldukca benzerdir [58]. A.oryzae’yi A.flavus’tan ayiran onemli farklar,
A.oryzae konidyalarinin Smm’den biiyiik olan ¢ap1 ve sap (stipe, konidofor)
uzunlugunun daha fazla olmasidir. Ayrica 6rnek olarak verilecek bir diger fark da
A.oryzae kolonilerinin uzun bir siirenin ardindan renginin kahverengiye dénmesi

ve A.flavus kolonilerinin de sarimsi-yesilimsi renklerini korumasi olarak verilebilir

30



(Sekil 2.2). Bir diger onemli fark ise detaylar1 ileride verilecek olan mikotoksin
iretme Ozellikleri ile ilgilidir. A.flavus toksik aflatoksin iiretirken A.oryzae bu
kanserojen mikotoksini liretmez. A. oryzae’ nin hem aflatoksin irememesi hem de
uzun yiulardir siiregelen fermentasyon endiistrisinde gilivenli bir gekilde
kullanilmas: sebebi ile FDA (Amerikan ila¢ ve Gida Dairesi) tarafindan GRAS
(genel olarak giivenli kabul edilen) statiisii almaya hak kazanmustir [57], [58], [59].

Konidyofor ’

(Stipe) ~— = Konidyum
£ : k .,,_- B
v ~ ——» Vezikil

S

.

Sekil 2. 2 Aspergillus oryzae; PDA besiyeri tizerinde 5 giinliik inkiibasyon sonucu
ve mikroskop iizerindeki yapisal goriintiisii (100x)

Aerobik A.oryzae haploid ve ¢ok ¢ekirdekli (iki veya daha fazla) filamentleri, hifler
veya miseller olarak gelisir; hifler apikal u¢lara uzanarak dallanir ve agar tizerini
birka¢ giin i¢inde kaplar. A.oryzae kolonileri baslangicta vejetatif hif gelisimi
nedeni ile beyaz, daha sonra ise biiylik miktarda konidyum olustugu i¢in sarimsi-
yesilimsi bir gdriiniim alir. Daha ileriki zaman dilimlerinde koloni rengi koyu yesil
(zeytin) veya kahverengiye doniisiir (Sekil 2.3). Eseysiz sporlar1 olan biiyiik ve
pirtizlii konidyalar kolayca olusur ve havaya salinirlar. Konidyoforlar1 hiyalinden
olusmus olup kaba duvarlidirlar [60]. Konidial kafa ¢aplar1 100-200 pm ¢apinda ve

kiireseldir. Bu da yayilmasini kolaylastiran bir etmendir [57].

Sekil 2. 3 A. oryzae'nin farkli biiyiime asamalarindaki fenotipi (soldan saga: 24
saat, 48 saat ve 72 saat [59]
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A.oryzae, bin y1ldan uzun bir siiredir, esas olarak Japonya ve Cin’de belirli gidalarin
fermente edilmesi siirecinde kullanilmasi ile ortaya ¢ikmistir. Bu aspergillus tiirleri
bugday, arpa ve Ozellikle piring taneleri iizerinde yetistirilerek koji hazirligi igin
baslangig kiiltiirli olarak kullanildigr i¢in ‘Koji Kiifii’ olarak da adlandirilirlar. Koji,
sake, shoyu ve miso gibi geleneksel uzakdogu fermente gidalari, icecekleri yapmak
ve bunlara renk, tat, aroma vermek i¢in kullanilan karmasik enzim
preparasyonudur. A.oryzae aslinda adin1 dogada bulunmasi ve endiistriyel olarak
piring iizerinde yetistiginden Oryzae sativa’dan almistir [57]. Bunun disinda
A.oryzae tiiriine ait sporlar1 toprakta bulmak ve gelisen A.oryzae yapilarini
clrlimiis bitki kalintilar1 iizerinde goérmek miimkiindiir. Cogunlukla nemli
bolgelerde yetisen A.oryzae’ye ait tiirlerini Hindistan, italya, Peru, Tahiti, Britanya
ada hava sahalarinda, Rusya ve Suriye gibi bolgelerde gorebiliriz [60], [61].

A.oryzae i¢in optimum gelisme ve biiyiime sicakligi 32-36 °C (1 °C) olup 45 °C
izeri sicakliklarda gelisme gosteremez. Optimum pH aralifi ise 5-6 arast olup
pH’in 2-8 araliklarinda sporlanma goriilmektedir. Su aktivtesinin 0.8 iizerinde
oldugu ortamlarda biiyiiyebildigi raporlanmistir, ancak bazen 0.8’in altindaki
degerlerde de biiyiiyebildigi belirlenmistir. A.oryzae ayrica, misir unu gibi su
icerigi ¢ok diisiik olan besinlerde de biiylime gostermistir [57]. A.oryzae’nin gida
endstistrisindeki en dnemli rolii fermantasyon i¢in gerekli hammaddelerin daha
kolay sinidirilip parcalanmasini saglayacak, karbonhidratlari, polipeptidleri ve
niikleik asitleri hidrolize edecek, bir ¢ok enzim iiretmesidir. Diinya genelinde
deterjan iiretiminde, nisasta islenmesinde, firinlama ve mayalama i¢in gerekli olan
glokoamilaz ve glutamik asit, a-amilaz, seliilaz ve proteaz gibi endiistriyel
enzimlerin 6nemli tireticileridirler [57], [58]. A.oryzae tarafindan iiretilen hidrolitik
enzimlerden en Onemlileri sake fermantasyonunda da kullanilan ve nisastanin

coziinmesinde degerli rolleri bulunan a-amilaz ve glukoamilazlardir [57].

A.oryzae yakindan iligkili oldugu billinen 3 farkli aspergillus tiiriine ait bir dizi sus,
(A.sojae, A.flavus, A.parasiticus) A.oryzae’ye ait bir dizi baska sus ile
karsilastirilmis ve tiim A.oryzae suslarinin birden fazla (ikiden fazla) amy genine
sahip oldugu ve diger suslarin ise tek bir amy genine sahip oldugu belirlenmistir.

Bu da A.oryzae’yi hiper amilaz tireticisi yapmustir. [57].

A.oryzae’nin lrettigi amilolitik enzimlere ek olarak seliilotik, ksilanolitik ve

proteolitik enzimler de ¢ok dnemlidir ve bu enzimleri kodlayan genler izole edilerek
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dizilenmistir. Ayn1 zamanda endiistriyel agidan 6nemli olan enzimleri de kapsayan,
hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteinleri kodlayan bir dizi gen kodlanarak dizilenmis ve
yapilari, islevleri incelenmistir.

gosterilmektedir [57], [58].

Bu genler asagida verilen Tablo 2.3’de

Tablo 2. 3 A.oryzae’den izole edilen genler [58]

Ekstraseliiler enzim genleri

Intraseliiler protein genleri

a-Amylase (amyA, amyB, amyC)
Glucoamylase (glaA, glaB)

a-Glucosidase (agd4)

Alkaline protease (alpA)

Aspartic (acid) protease (pepA (pep0))
Neutral protease 11 (mep20)
Carboxypeptidase 0

Cellulase (B-1,4-glucanase) (celd, celB, celC)
B-Galactosidase (lacA)

Ribonuclease T1, T2 (rntA, rntB)

Nuclease S1 (nucS)

Polygalacturonase (pgad, pgaB, pecA, pecB)
Pectin lyase (peld, pelB)

Xylanase (xynF1, xynGI)

Lipolytic enzyme (cutL)

Monodiacyl lipase (mdB)

Acetamidase (amdS)
3-Phosphoglycerate kinase (pgkA)
Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Calmodulin (cmdA)

Nitrate reductase (niaD)

Alcohol dehydrogenase

Enolase (enoA)

Protein disulfide isomerase (pdid)
RNA polymerase 11

Nuclease O (nuc0)

Nuclease O inhibitor

Pyruvate decarboxylase (pdcA)
B-Tubulin (benAd)

Actin-related protein (arpA)
Translation elongation factor (fef7)

Tyrosinase (mel0)
Tannase

Orotidine-5'-phosphate decarboxylase
(pyrG)

Ornithine carbamoyltransferase (argA)
Activator of amdS (amdR)

Catabolite repressor (cred)

Activator for conidiation (br/4)
Activator of amylolytic enzymes (amyR)

A.oryzae’nin bu denli faydali enzim iiretmesi ve gida endiistrisindeki kullanimi1
akillara ne kadar giivenli oldugu sorusunu getirmektedir. Ancak simdiye kadar
yapilan ¢aligmalarin hicbirinde herhangi bir patojeniteye rastlanmamigtir. Bu
nedenle, patojenik olmayan bir mantar olarak kabul edilir. Kanserojen oldugu
bilinen ve bazi aspergillus tiirleri tarafindan {iretilen aflatoksini higbir susunun
iretmedigi belirlenmis ve diger mikotoksinlerden bazilarin1i minumum diizeyde
iirettigi bulunmustur. Ancak bu iiretilen minumum diizeydeki mikotoksinlerin de

fermentasyon siirecinde mayalar tarafindan kolayca ayristirildigi belirlenmistir

[57], [58].

Ayrica yapilan genomik g¢aligmalarin bir sonucu olarak, A.oryzae’nin biyolojik
olarak pargalanabilir plastiklerin geri doniisiimiine ciddi katkilar sunmustur. Maeda

ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada A.oryzae kiifiiniin poli-(biitilen sukkinat)
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yani PBS gibi tek karbon kaynag: araciligiyla biiyiiyebildigi kesfedilmistir. PBS’in

parcalanmasi1 CutL.1 denilen cutinaz enzimi vasitasiyla gerceklesmektedir [62].

A.oryzae’ye ait biyoaktif bilesenlerin ve 0Ozellikle enzimlerin iiretimi gibi
endiistriyel uygulamalarin optimizasyonu igin gerekli olan genomik arastirmalar
neticesinde gen ifadesi profili ve metabolik yollarin arastirilmasina odaklanmastir.
Bu tiirlere ait suslar {izerinde yapilan caligmalar, biiylime ve farklilasmanin
molekiiler diizeyde incelenmesini ve metabolik yollarin her detayr 6grenilerek
gerekli  olacak  manipiilasyonlarin  nereye  uygulanacagi  iizerinedir.
Gergeklestirilecek manipiilasyonlar ile iyilestirilmis Ozelliklere sahip ve elde

edilmek istenen iirliniin daha verimli tiretilmesi miimkiin hale gelir [61].

Yabanci enzimleri de yiiksek diizeyde ifade eden A.oryzae bu yetenegini ilk defa
1988 yilinda Novo Nordisk firmasi tarafindan Japonya’da deterjanlara dahil
edilmek iizerine rekombinant bir lipaz A.oryzae tarafindan liretilmis ve ticari
anlamda bir basar1 elde edilmistir [57]. Farelere belirli dozlarda verilen
rekombinant suslara ait sporlar konak¢ida herhangi bir patojenite yaratmamustir.
Yapilan toksikolojik testler neticesinde rekombinant lipazin hem detarjan hem de
gidalarda giivenli bir sekilde kullanilmasini saglamistir. Giiniimiizde A.oryzae’den
rekombinant olarak tiretilen ¢esitli enzimlerin iiretimi yapilmakta olup giivenirliligi
kamitlanmigtir. Ornegin Rhizomucor miehei lipazina ait geninin immobilize
A.oryzae’de ifadesi sonucu kati ve sivi yaglarin esterifikasyonu saglanmig ve
insanlara ait gidalar iizerinde kullanimima onay verilmistir [60]. Yiiksek enzim
salgilama kapasitesi A.oryzae suslarinda aspartik proteinaz, aktif insan proteinleri
olan laktoferri ve lilozim gibi yapilarin ifade edilmesini ve tliretilmesini saglamistir
[63]. 2022 yilinda yapilan bir baska ¢alismada ise Eurotium cristatum mantarindan
non-ribozomal peptid sentetaz enzimini kodlayan cirC geni A.oryzae’ye transfer
edilmis ve bu transformant, L-triptofan-L-alanin dongiisel dipeptit omurgasi
(Cyclo-TA) igeren yeni bir metabolit iretmistir. Donglisel dipeptidler
antimikrobiyal, antiviral, antikanser ve proanjiyogenik gibi genis bir biyolojik
aktivite araligina sahiptir [64].

1994 yilinda Kitamoto ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada [65] A.oryzae vahsi tip
RIB40 susuna ait genom analizi sonucu yaklasik 35 Mb biiyiikliikte bir genoma

sahip oldugu bulunmustur. Daha sonra 2005 yilinda Machida ve ¢alisma

arkadaglarinin yaptig1 kapsamli genomik ¢aligmalar ile A.oryzae, A.fumigatus ve
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A nidulas genleri karsilastirilmis, A.oryzae’nin 8 kromozomdan olusan genomunun
37.6 Mb genom biiyiikliigiine sahip oldugu, ve toplamda 12.074 gen igerdigi
belirlenmistir (Sekil 2.4). Ayrica A.oryzae’ye ait metabolik yolaklarin haritasi

cikartlmistir [66].
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Sekil 2. 4 A.oryzae’nin birlestirilen genom dizilerinin sematik gosterimi [63]

Kitamoto’nun 2015 yilinda yayinladig1 kapsamli bir arastirma [65]. A.oryzae hiicre
biyolojisi ile ilgili dnemli bilgiler sunmaktadir. A.oryzae hiicre yapisi ¢esitli analiz
yontemleri kullanilarak belirlenmis; vezikiiler tasima,endositoz ve otofaji gibi

hiicresel siirecler aydinlatilmistir.

o- QO-C—- |
Swollen Germling L Ay, =
conidium tube

Conidium

Differentiated hypha

Wb; Woronin body ER; Endoplasmic reticulum Spk; Spitzenkorper

Sekil 2. 5 A.oryzae organellerinin sematik modeli [63]

Yapilan analiz sonucu, organel olan Spitzenkdrper kesfedilmistir (Sekil 2.5). Bu

yapt filamontéz mantarlara 0zgiidiir ve salgi enzimlerini iceren vezikiillerin
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birikmesinde gorev alan ve hifal u¢ kisminda yerlesmistir. Hifler, metabolik olarak
aktif olan u¢ kisimlarinda yer alan hiicrelerin uzamasi ile biiyliyerek gelisirler.
A.oryzae salgilama yolu endoplazmik retikulumdan baslayarak golgiye ilerler ve
ardindan Spitzenkdrper organeli araciligtyla hiicre zarina dogru ilerler. Salgilama
vezikiilleri mikrotiibiiller vasitasi ile apikal uca gotiiriiliir. Vezikiiller i¢cinde taginan
iceriklerin salgilanmasi amaciyla aktin filamanlar1 vezikiilleri hiicre zarina tasir.
Salgilama vezikiilli lizerinde bulunan v-SNARE proteinleri araciligiyla hiicre zar
ile kaynagtirilir. Vezikiil igerigi endositozla aktarildiktan hemen sonra v-SNARE
yeni vezikiillere aracilik etmek {izere geri doniistiiriiliir (Sekil 2.6). Bu doniisiim
salgilama yeteneklerinin devamliligi acisindan A.oryzae ve diger mantarlar igin

hayati bir gorevi yerine getirmektedir [65].

<) © :
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-+ Vesicular trafficking flow Microtubule —— Actin cable
Secretory vesicle Endocytic vesicle () Early endosome
(:Z) ERC; Endocytic recycling compartment Spitzenkorper

Sekil 2. 6 A.oryzae icin Onerilen hiicre i¢i vezikiiler trafigi modeli [65]

Asidik pH’a sahip lizozomal bdlmeler olan vakuoller, filament6z mantarlarda;
apikal bolgelerde kiiciik kiiresel, subapikal bolgelerde siirekli bir tiibiiler yap1 ve
bazal boélgelerde biiylik, gelismis kiiresel yapilar olarak bulunur. A. oryzae
orneginde, vakuol ile iligkili genlerin analizi, tiibiiler vakuollerin hem havadaki
hiflere hem de koloninin merkezi boélgelerindeki hiflere gelistigini ortaya
koymustur. Bu da tiibiiler vakuollerin, kati besin ortamindan temel besin

maddelerini bazal hifelerle temas halindeyken tasidigini géstermektedir [65].

Otomafi Okaryotlarda korunan bir pargalanma siireci olup ve hiicrenin hayatta
kalmas: i¢in sitoplazmik bilesenlerin geri doniigiimiinii saglar. Bu besin geri
doniistimii, ¢ok hiicreli mantarlarin besinleri hifler boyunca tagima yetenegi
sayesinde hayatta kalmasini saglar. A.oryzae iizerinde yapilan calismalar,
otomafinin hava hifleri olusumu, konidyasyon ve konidial ¢imlenme i¢in gerekli

oldugunu gostermektedir [65].
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A. oryzae hifleri, septalar tarafindan bdliinen ince hiicrelerden olusur. Hiicreler
arasinda sitoplazmik akis1 saglayan ve septum merkezinde bir gozenek bulunur.
Septum yakininda Woronin cisim ad1 verilen bir organel bulunur ve hiicre hasarina
tepki olarak septal gozenekleri tikar. Woronin cisim ile ilgili yapilan islevsel
analizler, bir¢ok karboksilasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonunda yer alan
zorunlu kofaktér biyotinin biyosentezinin ilk adimlarmin peroksizomda
gerceklestigini gostermistir. Bilindigi lizere bitki ve mantarlarda biyotin sentezinin
son basamaklarinin mitokondride gergeklestigi, ancak ilk adimlarin tam olarak
nerede gergeklestigi bilinmiyordu. Bu bulgu, biyosentezin baslangi¢ agsamalar1 ve

hiicre i¢i konum hakkinda bilgi saglamaktadir [65].

A.oryzae, daha once de belirtildigi gibi endiistriyel dlgekte enzim iiretiminde ve
bunun yani sira ¢esitli biyolojik aktiviteleri oldugu bildirilen ikincil metabolit
iiretimi i¢in siklikla kullanilmaktadir [67]. Ancak bu iiretimin yapilabilmesi i¢in
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii Katki Maddeleri
Uzman Komitesi (Joint FAO/WHO expert committee on food additives) tarafindan
gida smifi enzimlerin giivenli oldugunun tespiti amaciyla bu enzimlerin igermemesi
gereken mikotoksinleri sdyle siralamistir; aflatoksin  B1, okratoksin,

sterigmatosistin, T-2 toksini veya zearalenon [57], [58].

Mantar ikincil metabolitleri olarak bilinen mikotoksinler, genetik olarak kodlanmis
kiimelenmis genler tarafindan iiretilen bilesiklerdir. Bu ikincil metabolitler,
antimikrobiyel, antioksidan, pigment, hormon ve metal selatlayici gibi ¢esitli diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerden olusur. Bu bilesikler arasinda bir¢ok onemli
uygulama potansiyeline sahip olanlar bulunmaktadir. Mantarlar tarafindan iiretilen
mikotoksinlerin insanlar ve diger omurgali canlilar tarafindan kiiclik miktarlarda
dahi viicuda alimmasi ciddi toksik etkilere sebep olur ve hatta 6liime bile neden

olabilir [67], [68].

Bu mikotoksinler, dogal bir yol (agiz yoluyla, solunum yoluyla veya cilt yoluyla)
iizerinden kii¢lik miktarlarda elde edildiginde insanlar ve diger omurgalilarda akut
veya kronik toksik etkiye sahiptir ve saglik sorunlarina veya 6liime neden olabilir.
En bilinen mikotoksinlerden olan Aflatoksinin hig¢bir tiirliniin (B1, B2), hi¢bir
A.oryzae susunda iretilmedigi belirtilmektedir. Bunun sebebi, aflatoksin
biyosentezini rediikleyen afIR geninin eksikligi olarak degerlendirilmistir.

A.oryzae suslarinin irettigi bilinen mikotoksin Siklopiazonik asit (a-siklopiazonik
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asit) (CPA) ve bununla iliskili bir ¢cok ikincil metabolit (iso-a-siklopiazonik asit, -
siklopiazonik asit, siklopiamid (A), siklopiamid E ve H vb.) bulunmaktadir.
A.oryzae suslarindan izole edilen bir mikotoksin ise B-nitropropionik asit (BNP)’dir

[67].

Mantar tiirlerinin irettigi bilinen ¢ok ¢esitli ve genis bir spektruma sahip ve birgok
uygulamada kendine yer edinmis (anti-kanser, antibiyotik, immiin-baskilayici, anti-
oksidan) ikincil metabolitler bulunmaktadir. A.oryzae suslarinin {irettigi en 6nemli
ikincil metabolitler su sekilde siralanabilir; sklerotyum kokenli indoloterpen olan
Aflavininler, antifungal aktiviteye sahip dihidronbenzofuran bilesigi olan
Asperfuranlar, anti-bakteriyel direncin agilmasinda penisiline yardimci olan ve
metallo-beta-laktamazlar1 inhibe edebilen Aspergillomarasminler, anti-fungal
aktiviteyi sahip oldugu billinen Flufuran, antibiyotik ve anti-kanser 6zellikleri
bulunan Heptelidik asitler (hidroheptelidik asit, gliokladik asit ve trichoderonik
asit), Kojik asit, Kojistatinler, Oryzaeinler. Ayrica A.oryzae’den izole edilen ve
Flavisidin olarak da bilinen Penisilinler de ikincil metabolit olarak iiretilmektedir

[67].
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3

FARMAKOLOJIK OLARAK AKTIF
URUNLER

3.1 Benzofuran

Benzofuranlar isminden de anlasilabilecegi iizere bir benzen halkasinin furan
halkasi ile fiizyonu sonucu olusan halkasal yapiy1 temsil eder [69]. Molekiillere
secicilik ve gii¢ saglayan radikallerin baglanmasini saglayan ve iskelet gorevi géren
benzofuranlar (heterosiklik ¢ekirdekler) bu 6zellikleri sayesinde diinya genelinde

yeni ilag gelistirme projelerinde kullanilmistir (Sekil 3.1) [70] [71].

N\

O

Sekil 3. 1 Benzofuran halkasal yapisi

Benzofuranlar renksiz, yagh bir yapiya sahiptir. Kaynama noktas1 170-173 °C olup
suda ¢Ozlinmeyen yapilari vardir [72]. Bu halkasal yapilar benzo(b)furan
(benzofuran) ve benzo(c)furan (izobenzofuran) (Sekil 3.2) olarak literatiirde

tanimlanmuistir [73].

Sekil 3. 2 Sirasiyla; benzo(b)furan ve benzo(c)furan

Kumaronlar (coumarone) olarak adlandirilan bu yapilar kumarinler (coumarin) ile

siklikla karigtirllmaktadir. Benzofuranlar, kumarinin benzofuran-2-karboksilik
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aside erken sentezi ile edilmislerdir. Daha sonra benzofuran-2-karboksilik asidin
dekorboksilasyonu yapilmis ve bdylelikle benzofuran c¢ekirdegi elde edilmistir

(Sekil 3.3) [74]:

Br

\ Br Br
Br, HBr \ OH
—_— > —_—
(0] 0] fo) (o)

Sekil 3. 3 Kumarinin benzofuran-2-karboksilik aside sentezi ile benzofuran eldesi

Benzo[b]furan iskeleti, biyolojik olarak aktif dogal bir¢ok iiriinde, farmasdotikte ve
malzeme kimyasinda kullanilmak {izere ¢esitli molekiillerde bulunur.
Benzo(b)furanlar, H bagin1 destekleyen furan iinitesinin m-elektronik yapiya ve
icerdigi oksijen atomu varliginda kazandigi serbest atomlar sayesinde ilag
endiistrisi disinda, elektronik ve fotoelektronik alanlarda onemlilik kazanmistir.
Ayrica benzo(b)furanlarin iyi derecede floresans kuantum verimi sergiledigi de
bulunmustur [2]. Benzofuran ¢ekirdegine sahip bilesikler dogada genis bir
yelpazede bulunur ve dogal veya sentetik kaynaklardan elde edilebilirler (Tablo
3.1). Bu bilesikler, ekstraktlardan veya ucucu yaglarin ekstraksiyonu yoluyla elde
edilir. Dogada bolca bulunmalar1 onlarin ekstraksiyonunu ve purifikasyonunu
kolaylagtirdig1 icin yapilarmin ve biyolojik ve fizyolojik ozelliklerinin
aragtirtlmasinda Onemli avantajlar saglar. Bunlar1 bakteri ve mantarlarin
metabolitleri olarak da elde etmek miimkiindiir. Elde edilmesi kolay olan
benzofuranonlar binlerce ¢esit bilesigin sentezinde bir yapi iskeleti ve yapi tasi

olarak kullanilmaktadir [3], [4].
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Tablo 3. 1 Baz1 dogal benzofuran tiirevleri ve kimyasal yapilari

Bulundugu

Tiir

Bitkide
bulundugu

bolge

Bulundugu
Ulke

Bilesenleri

Kimyasal
yapisi

Coriandrum
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2,3-

dihidrobenzofuran

(% 15.4)

Mariscus
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Rizomlar ve
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%356 Remirol ( 1-
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metoksi-2,3-

dihidro-

benzofuran-5-il)-

etanon ve

Evodionol ( 1-(5-

hidroksi-7-
metoksi-2,2-
dimetil-2H-
kromen-6-il)-

etanon

Remirol

p MQO

Evodionol

Cinnamomum

sp.

Yapraklar

Kore

4-7-dimetil-
benzofuran

(%10.6)

Commiphora

myrrha

Resinler

Sudan

6-etenil-4,5,6,7-

tetrahidro-3,6-
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Tablo 3.1 Baz1 dogal benzofuran tiirevleri ve kimyasal yapilar1 (devami)

6-etenil-4,5,6,7-
tetrahidro-3,6-
Curcuma ) o N
Rizomlar Tayvan | dimetil-5- L)
zedoria . . ~
izoprofenil-trans- |
benzofuran (%12)
2,3-
Aristolochia Kokler Tunus dihidrobenzofuran
longa
(%6-7.8)
Otostegia | Toprak istii i Benzofuran,  2- \
ran . —
michauxii yapilar metil (% 12.9) 0
Cinnamonum Benzofuran, 3-
zeylanicum metil (% 17.97)

3.1.1 Benzofuranlarin Farmakolojideki Onemi

Benzofuran-2-karboksilik asit (kumarilik asit) sentezinden birka¢ yil sonra

Mustapha ve digerleri, [5] benzofuran ve kromon iskeletleri tagiyan ve khellin

olarak adlandirilan dogal kaynaktan ilk benzofuran bazli molekiilii izole etmeyi

basardilar (Sekil 3.4). Bu basaridan sonra dogal kaynaklardan izole edilen veya

sentetik olarak sentezlenen ¢ok fazla benzofuran bilesigi ortaya ¢ikmis ve biyolojik

ozellikleri sayesinde ilgi konusu haline gelmislerdir [20], [75], [76].

Sekil 3. 4 Sirasiyla; ilk benzofuran tiirevi Kumarilik asit ve Khellin

OH
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El-sayed ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada [6] yeni benzofuril tiirevleri B1,
B2 (benzofuran-2-ylethylidene aniline derivatives) ve B3'lin hem insan karaciger
kanserine hem de meme kanseri hiicre hatlarina kars1 umut verici antiproliferatif
adaylar oldugu bulundu ve bu nedenle tubulin polimerizasyon inhibisyonu
acisindan ayrica dogrulandi. B2, tiibiilin polimerizasyonunun gii¢lii inhibisyonunu
gosterdi ve ardindan mekanik ¢aligmalar, bu bilesigin, HepG2 hiicrelerinde G2/M
fazinda hiicre dongiisii durmasini, mitokondri depolarizasyonunu ve apoptozu

indiikleyebilecegini gosterdi (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5 Anti-kanser benzofuran tiirevleri

Chen ve arkadaslarinin 2017°de yaptiklar1 bir baska ¢alismada [7] kemotrapotik
ilaglarla tedavi goren hastalarda goriilen ¢oklu ilag direnci (MDR) tiimérlerine karst
yeni benzofuran tiirevleri test edilmistir. Bilesik B4, BS ve B6, direncli Flp-In™-
293/MDR ve KBvin hiicrelerinde vinkristin, paklitaksel ve doksorubisin
sitotoksisitesini onemli Olc¢lide arttirdi. Genel olarak en giiglii bilesik, O-alkil
baglayicida bir N,N-dietilaminoetil iceren B5 idi. 2,5 uM'de BS5, Flp-In™-
293/MDR hiicrelerini 2,5 uM'de sirasiyla 17,95 kat, 13,68 kat ve 26,43 kat
vinkristin, paklitaksel ve doksorubisine karsi énemli 6l¢iide hassaslastirdi (Sekil

3.6).

Sekil 3. 6 Anti-kanser 6zellik gosteren sentetik benzofuran tiirevleri

a-glukosidaz ve a-amilaz enzimlerinin inhibisyonu, karbonhidrat sindirimini

azaltmadaki rolii nedeniyle anti-diyabetik ilaglarin tasarlanmasindaki Onemli
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yaklagimlardan biridir. Adalet B. ve arkadaslar [8] tarafindan anti-diyabetik ilag
gelistirme ¢aligmalar1 yapildi ve bu yaklagimla 22 yeni benzofuran Schiff bazi serisi
tasarlanarak o-amilaz ve a-glukosidaz enzimlerine karsi inhibitdr potansiyelleri
acisindan degerlendirildi. Seriler arasinda en giiclii analog, a-amilaz i¢in 1.10+0.10
um ve a-glukosidaz i¢in 1.40 + 0.10 um IC50 degerine sahip olan B7 (5-methyl-N'-
(2,3,4-trihydroxybenzylidene)benzofuran-2-carbohydrazide) idi (Sekil 3.7).

B7

Sekil 3. 7 Anti-diyabetik benzofuran tiirevi

P.-H. Nguyen ve arkadaslarinin [9] Erythrina abyssinica'nin fitokimyasal
incelemesiyle sekiz benzofuran tiirevi elde edildi ve bunlar AMP ile aktiflestirilmis
protein kinaz (AMPK) aktivasyonu agisindan degerlendirildi. AMPK enzim
aktivatdrleri, anti obezite ve antidiyabetik ajanlar olarak kabul edilir. 8 bilesik
arasindan B8 ve B9, AMPK enziminin 10 mM'de gii¢lii aktivasyonunu gosterdi

(Sekil 3.8).

Sekil 3. 8 Anti-diyabetik 6zellik gosteren benzofuran tlirevleri

Hasanvand Z. ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada [10] alzheimer tedavisi
icin yeni ajanlar olarak N-benzilpiridinyum parcasina sahip yeni bir 3-
aminobenzofuran tiirevleri serisi tasarlanarak sentezlendi ve degerlendirildi. In
vitro deneyler, cogu hedef bilesigin PC12 hiicrelerine karsi higbir toksisite
olmaksizin orta ila iyi anti-AChE ve -BuChE aktivitesine sahip oldugunu ortaya
cikardi. En iyi sonug, sirasiyla IC50 = 0.64 ve 0.55 uM ile giiclii AChE ve BuChE
inhibe edici aktivite sergileyen 2-florobenzil tiirevi B10’dan elde edildi. Ayrica,
B10 ve B11 bilesiklerinin, referans ila¢ olarak donepezil ile karsilastirildiginda
dikkate deger bir agregasyon Onleyici aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Docking'in
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caligmasi, 3-aminobenzofuran'i (hidrofobik aromatik fragman) periferik anyonik
bolgede konumlandirilabilecegini ve N-benzilpiridinyum fragmanimnin AChE'nin

katalitik anyonik bolgesine bagli oldugunu gosterdi (Sekil 3.9).

NH;

@ C' B10: R=2-F
_2:> B11: R=4-F

Sekil 3. 9 Anti- alzheimer 6zellikte benzofuran tiirevleri

Pravin N. ve Jozwiak K. yaptiklar1 ¢alismada [11] Alzheimer hastalifina karsi
flizyon stratejisini kullanarak yeni bir tlir benzofuran tiirevli anti-alzheimer
molekiilii gelistirdiler. Fiizyon stratejisinde, iki farkli farmakofor, ¢esitli reaksiyon
kosullar1 kullanilarak kimyasal olarak kaynastirilir. gelistirilen MTDL'ler
(Multitarget Directed Ligands) baglantili farmakoforlardan daha kiicliktlir ve
farmakokinetik profile daha iyi erisim saglar. Bu strateji benimsenerek B13,
Moracin M'den (B12) (Fosfodiesteraz 4D (PDE4D) ve AP inhibitorii) benzofuran
halkas1 ve kliokinolden hidroksikinolin halkasi kaynastirilarak gelistirildi.
Sentezlenen B13, PDE4D'ye (IC50 = 0.32 uM), antioksidan aktiviteye ve kendi
kendine ve metal kaynakli AP agregasyon ozelliklerine (Sekil 3.10) kars1 dnemli
inhibe edici etki sergiledi. Fenolik hidroksil grubu benzofuran kismindan

cikarilirken, 6zellikle biyolojik potansiyel azalir.

oo G =02

Moracin M
B12 Kliokinol

Sekil 3. 10 Anti-alzheimer 6zellik gosteren fiizyon benzofuran tiirevi

Ashok D. ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada [77] sentezlenen benzofuran tiirevi
bilesikler antibakteriyel ve antifungal etkileri ac¢isindan degerlendirildi.
Sentezlenen tiim bilesikler arasindan B14 ve B1S sahip olduklar1 elektron veren
stibstitiientlerin varlig1 etkisi ile standart ilaca oranla daha iyi bir inhibisyon bdlgesi
icerdiginden bakteri suslarma karst daha yiiksek inhibe etme potansiyeli

gostermistir. B16 ve B17 ise standart amplisine esdeger inhibe etme yetenegi
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gostermistir. Ayni bilesikler antifungal aktiviteleri agisindan Aspergillus
flavus'a kars1 test edilmis ve bu bilesiklerden sirasiyla B14, B15, B18 ve B19 en iyi
antifungal ektiviteleri sergilemislerdir (Sekil 3.11).

B19

Sekil 3. 11 Antibakteriyel ve antifungal 6zellik gosteren benzofuran bilesikleri

Sunitha V. ve arkadaslar1 [78] tarafindan antibakteriyel aktiviteleri agisindan test
edilmek iizere sentezlenen 14 adet benzofuran-1,2,3-triazol tiirevleri standart ilag
olarak kullanilan Gentamisin siilfat ile karsilastirildiginda, bilesiklerden B20, B21,
B22, B23, B24, B25, B26 iiriinlerinin Bacillus cereus, Bacillus subtilis, metisiline
direncli Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Mycobacterium tuberculosis,
Proteus vulgaris, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia ve Pseudomonas
aeruginosa'ya karsi oldukga aktif oldugu belirlendi. Sonuglar karsilastirildiginda
triazole bagl olan fenil halkasina baglanan bromo, kloro ve NO; gibi atom veya
gruplarin (elektron ¢ekici gruplar) varliginin, antibakteriyel aktiviteyi arttirabildigi

gozlemlenmistir (Sekil 3.12).

__N B20: R=n-CH,

N=— \
N—R B21: R= n-ClZH25

B22: R= 3-(Cl)Ph
5 Me B23: R=4-(Cl)Ph
Ph

\ B24: R= 3-(Br)Ph

B25: R=3-(NO_)Ph

B26: R= 4-(N02)P:h

Sekil 3. 12 Antibakteriyel ve antifungal 6zellik gosteren benzofuran bilesik
analoglari

Xie Y.-S. ve arkadaglar tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada [79] sentezlenen 20

Benzofuran-2-karboksamid tiirevi antiinflamantuvar aktiviteleri acisindan test
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edilmistir. Bilesiklerin bazilar1, standart ila¢ Diklofenak ile karsilastirilabilir Sl¢iide
iyi aktivite gostermistir. Bilesik B27°nin (Sekil 3.13), bilesik serisi i¢cinde en aktif

analog oldugu bulunmustur (4 saat sonra %66).

B27

Sekil 3. 13 Anti-inflamantuvar aktivite gosteren benzofuran bilesigi

Hassan G.S. ve arkadaslari [80] tarafindan antienflamantuvar etkileri agisindan in-
vitro COX-1/COX-2 inhibe edici aktiviteleri test edilmek iizere benzofuran halkasi
iceren selekoksib analoglari sentezlendi. Siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2) inhibe
edici aktiviteleri acisindan degerlendirilen bu bes bilesik, Celecoxib ile
karsilastirilabilir se¢ici COX-2 inhibe edici aktivite gosterdi. Sentezlenen bilesikler
arasindan B28 ve B29 (Sekil 3.14), Selekoksib'e esdeger aktivite gosterdi (2 saat
sonra %100).

R? H,CO

N o OH
R1

B28:R'=H, R’= o

B29:R'=OCH,,R*= __{/ \
=N

SO,NH,

Sekil 3. 14 Anti-inflamantuvar etkileri a¢isindan in-vitro COX-1/COX-2 inhibe
edici aktivite sergileyen benzofuran tiirevleri

Kenchappa R. ve Bodke, Y. D yaptiklari ¢aligmada [81] bir dizi benzofuran
tirevleri sentezlediler ve bu bilesikleri analjezik ve anti-inflamatuar aktiviteleri
acisindan test ettiler. Test edilen bilesikler arasinda, B30, B31ve B32'nin, 50.49-
60.53 arasinda degisen koruma %'si ile daha yiiksek analjezik aktiviteye sahip
oldugu ve B30, B33, B34 (Sekil 3.15) bilesiklerinin, 66.62-72.23 koruma %'si ile

umut verici anti-inflamatuar aktivite sergiledigi bulundu.

47



B30 B31 B32

B33 B34

Sekil 3. 15 Analjezik ve anti-inflamatuar aktivite gosteren benzofuran tiirevleri

Tang ve arkadaslar1 [82] 2-arilbenzo[b]furanlarin yeni tiirevlerini antioksidan
etkinliklerini degerlendirmek iizere sentezledi. Potansiyel ksantin oksidaz inhibe
edici aktiviteleri degerlnedirilen bilesiklerden B35b, B36a, B36¢-f iyi umut verici
sonuclar verdi. Sekil 3.16’da goriildiigi gibi B35a, B36a, B35d, B36d, B35f, B36f
bilesiklerinin barindirdig1 serbest karboksil grubunun, antioksidan aktivitenin
tyilestirilmesine yardimci oldugu diistinilmektedir. DPPH radikal siipiiriicii
deneyleri ile hidroksil ikameli benzofuran tiirevlerinin diisiik mikromolekiiler
seviyede giiclii antioksidan aktivite gosterdigi de belirlenmistir. B35b, B36a-d ve
B36f3,27-5,61 uM arasinda degisen IC50 degerlerine sahiptir ve bu degerler, IC50
degeri 6,0 uM olan pozitif kontrol quercetin'den daha iyidir (Sekil 3.16).
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Sekil 3. 16 Antioksidan 6zellikler barindiran benzofuran tiirevleri

3.2 indol

Eski zamanlardan beri ¢ok degerli olan indigo boyasinin iizerinde yapilan yogun
aragtirmalar sonucu indol kimyasinin gelisiminin 6nii ac¢ilmustir. indigonun ilk

olarak 1841’de izatine oksitlenmesi, ardindan 1866’da izatinin dioksindol ve
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oksindole’e indirgenmesinin ardindan Adolf Von Baeyer 1866 yilinda [83]
oksindoliin ¢inko tozu pirolizi sonucu ana madde olan indolii hazirlamistir (Sekil
3.17). 1868 yilinda ise Fisher tarafindan indol, sentetik olarak ilk defa elde

edilmisgtir.

Sekil 3. 17 Indigo boyasi kullanilarak sirasi ile elde edilen; isatin, oksindol, indol

Bir donem oOnemini kaybeden indol kimyasi arastirmalari, 1930’larda bir¢cok
alkaloidin indol c¢ekirdegini icerdiginin [12] anlasilmasindan sonra yeniden
canland1 ve ayn1 donemde esansiyel aminoasit olan triptofanin [ 13] ve bitki biiytime
hormonu olan heteroauxin'in [14] indol tiirevleri olmasi indol arastirmalarina hiz
katt1. Triptofan aminoasidinin biyosentezi sonucu olusan metabolitlerin dogal
olarak indol c¢ekirdegi icermesi, indolii hem bitkilerde alkaloid olarak, hem
hayvanlarda hormon [15] (serotonin ve melatonin) olarak, hem de bakteriyel
metabolit olarak karsimiza ¢ikarmaktadir (Sekil 3.18). Bu da indoli bitkilerde,
hayvanlarda ve deniz canlilarinda olduk¢a yaygin hale getirmektedir [84]. Bu
maddeleri ve analoglarini hazirlamak icin bircok 6nemli indol sentezi yontemi

gelistirilmistir.

H OH
NH2O  HO o
N\ \ e
N
H {“ N
Triptofan Serotonin Melatonin

Sekil 3. 18 Indol ¢ekirdegi iceren triptofan, serotonin ve melatonin hormonlari
3.2.1 indol Halkasmn Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Indol, bir benzen halkasmnin 5 {iyeli pirol grubu ile 2.ve 3. pozisyonlarda kaynasarak
(Sekil 3.19) olusturdugu, CsH7N molekiiler formiiliine sahip diizlemsel
heteroaromatik yapiy1 temsil eder [85]. Indol bilesigi coklu aromatik yapisi ve

barindirdig1 elektron bakimindan zengin pirol yapisi, icerdigi azot sayesinde
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kazandig1 hidrojen bag1 yapabilme kapasitesi araciligiyla kimyasal reaksiyonlara

kolayca dahil olabilir [1].

L O @
N N

H H
1H-indole benzene 1H-pyrrole

Sekil 3. 19 indol, benzen ve pirol yapilari

Organik kimyada tanimlanan c¢ok farkli indol izomerleri vardir. Bunlari sekil
3.20°de siras1 ile 1H-indol (1H-Benzo(b)pirol), 3H-indol (indol tautomeri), 2H-
indol (izoindol veya 1H-Benzo(c)indol) ve 1H-izoindol (izoindol tautomeri)’diir.
Organik kimyada ve ila¢ endiistrisinde yiiksek reaktivitesi sebebi ile en c¢ok

kullanilan indol izomeri 1H-Indol yani 1H-benzo(b)pirol’diir [86].

8
. 1
— \ !
N N S 54 3
H «

1H-indol 3H-indol 2H-indol 1H-indol Benzo(a)pirol

(3H-benzo(b)pirol) (1H-benzo(c)pirol veya izoindol) indolizidin

Sekil 3. 20 Indol izomerleri

IUPAC adi 1-H-benzo(b)pirol olan indol numaralandirilmasi azot atomundan
baslanarak saat yoniiniin tersi istikameti boyunca birlesmis halka sistemini dolasir
(Sekil 3.21) [87]. Olusturdugu ¢ifte baglardan 8x elektron, 1. konumunda yer alan
azot atomunun ortaklanmamis elektronlarindan gelen 2n elektronla toplamda 10x
elektron tagir [88]. Bu nedenle Huckel kurali baglaminda aromatik bir yap1 olarak
temsil edilirler. indol halkasi pirol tipi nitrojen atomunun elektron veren karakteri

nedeniyle n-asir1 (m-excessive) heteroaromatik yapi olarak siiflandirilir.
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Sekil 3. 21 Benzo(b)pirol ve benzo(c)pirol numaralandiriimasi

Indol halkasi dort farkli pozisyonda reaktiftir. Bu nedenle gergeklestirecegi
reaksiyonlar1 karbon atomunun 3. bagindan, C2-N sigma bagindan ve C2-C3 n-
bagindan verirler. indoliin rezonansi sekil 3.22°de gosterilmistir. Ozellikle C-3
konumu elektron agisindan olduk¢a zengin oldugundan en reakitf bdlge olarak

belirtilir [89].

Q-0 -0
” N N +

H H

Sekil 3. 22 Indo!’iin rezonansi

Indol erime noktas1 52-55 °C olan renksiz bir katidir. Organik ¢éziiciilerin cogunda
kolayca ¢0Oziinlir. Suda ise idareli bir sekilde ¢oziinmektedir. Kalici bir kiif
kokusuna sahip indol tiirevlerinin koku formiilasyonlarinda ¢esitli uygulamalari
bulunmaktadir [1]. Digski kokusu saglayan insan digkisinda dogal olarak bulunur.
Bununla birlikte, daha diisiik bir konsantrasyonda, ¢i¢eksi kokuyu ve bir¢ok ¢igcek

kokusu, parfiim ve komiir katraninin bilesenini verir [90].

Indol bilesiginde bulunan nirojen atomunun yalmiz ¢iftinin, indol halkas1 boyunca
n-elektronik sisteminde kolayca dolasmasi indolii kimyasal olarak ¢ok zayif baz
yapmaktadir. Bu nedenle nitrojen atomunun yer aldigir bolge protonasyon igin
uygun bir konum olmayip indol halkasinin aromatikliginin korunmasi nedeniyle
termodinamik olarak daha kararli olan C-3 protonlanma i¢in daha uygun bolgedir.
Cesitli kimyasal reaksiyonlar; elektrofilik siibstitiisyon, oksidasyon, siklokatilma,

karbon litiasyonu gibi, C-3 pozisyonunda meydana gelmektedir [91], [92].
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3.2.2 indol’iin Biyolojik Aktivitesi

Indol gekirdeginin ¢ok genis bir biyolojik aktivite araligma sahip oldugu gesitli
arastirmalar sonucu anlasilmistir. Bitkilerden ekstraksiyon ile dogal yollarla elde
edilen veya kimyasal yollarla sentezlenen indol tiirevleri ile yapilan ¢alismalar ve
molekiiler docking analiz verilerine [16], [17], [18] dayanarak reseptdrlerle olan
etkilesimleri incelenmistir. Incelemeler sonucu bu ayricalikli molekiiller
reseptorlere yiiksek afinitelerle baglandiklarindan bu durumun indol tiirevlerini ilag

gelistirme ¢aligmalarina dogrudan dahil ettigi belirtilebilir.

Indol ¢ekirdeginin elektrofilikligi sayesinde kazandig1 avantajlar indol tiirevlerinin
sentez  reaksiyonlarmin  aragtirlmasim1i  saglamigs ve boylece sentetik
manipiilasyonlar i¢in literatiir bilgisi ihtiyacini karsilamistir. Giiniimiizde yapilan
indol arastirmalar1 ¢ok basit ¢ekirdek indol yapisindan, karmasik indol tiirevlerine

uzanmaktadir [19].

Bir¢cok indol tiirevi tibbi kimyanin gelisimine 6nemli katkida bulunmustur.
Vazokonstriktor prensibi ile bilinen serotonin [15], psikotomimitik indoller olan
psilosin ve psilosibin, anti-tiimér aktivite icin vincristine, vinblastine,
vinorelbine ve vindesine, anti-aritmik aktivite icin ajmaline ve glokom ve
Alzheimer hastaligi i¢in fizostigm dahil olmak tizere dogal olarak olusan bazi indol
alkaloidleri Ornek olarak verilebilir [19]. Dogal bilesiklerden ilham alinarak
sentetik olarak sentezlenen ve FDA tarafindan onaylanan bazi indol bilesikleri de
bulunmaktadir. Anti-enflamatuar aktivite ile iligkili olarak bilinen indometasin,
kemoterapinin neden oldugu bulanti ve kusmaya engel ondansetron,
hiperkolesterol i¢in fluvastatin ve I0kotrien reseptdor antagonisti olarak

zafirlukast, bunlara birka¢ 6rnektir [20].
3.2.3 indoliin Farmakolojideki Onemi

Bu bdliimde sentetik yollarla tiiretilmis ve tanimlanmis dogal indol tiirevlerinin
anti-kanser ve anti-timor, anti-depresan, anti-migren, anti-hipertansif, anti-

mikrobiyal, anti-viral, anti-enflamantuar aktivitelerinden bahsedilecektir.
3.2.3.1 Anti-kanser ve Anti-tiimor Aktivite

Farkli mekanizmalarla hareket eden anti-kanser ve anti-tiimor ajanlari
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar G2/M hiicre dongiisii  blokaji, tiibiilin

polimerizasyonunun inhibisyonu, mikrotiibiil bozulmasi, andploidi ve siklin BI
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down regiilasyonudur. Indol alkaloid kategorisinde yer alan bilesikler izole edilmis

ve sitotoksik etkileri degerlendirilmistir.

Aspergillus taichungensis ZHN-7-07 susundan izole edilen prenilatlanmis indol
diketopiperazin (DKP) alkaloidlerinin 'Okaramine S', HL-60 ve K-562 hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik aktivite sergiledigi belirlenmistir [93]. Bu alkaloidler,
prenilatlanmis triptofanin diger aminoasitlerle birlesmesinden tiiretilen dogal

molekiillerdir.

Tabernaemontana corymbosa'dan izole edilen aspidosperma indol alkaloidi
‘Jerantinin A’ vinkristin direngli nazofaringeal karsinoma hiicrelerine karsi
sitotoksik aktivite gostermektedir. Bu indol alkaloidi akciger(A559), kolon (HCT-

116, HT-29) ve meme kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite gostermistir [94].

Rauwolfia serpentina'dan elde edilen Reserpin’in, in-vivo anti-tiimor aktivite
sergiledigi belirlenmistir. Ayrica yapilan son ¢aligmalara dayanarak ilaca direngli

timor hiicre hatlarinda da iyi bir aktivite sergiledigi rapor edilmistir [95].

Melodinus cochinchinensis bitkisinden elde edilen Melosin B ve H indol
alkaloidinin ¢esitli insan kanser hiicre hatlarinda orta derecede sitotoksik aktivite

gosterdigi belirlenmistir [96].

Dogal olarak bulunan indol alkaloidlerine ek olarak sentetik olarak sentezlenen
FDA onayli veya klinik aragtirma asamasinda olan bazi1 énemli anti-tiimdr indol

bilesikleri bulunmaktadir.

Mutasyona ugramis pidermal biiyiime faktorii reseptorii (eGFR) inhibitorii olan
Osimertinib (Tagrisso) [97], multipl miyelom tedavisi icin FDA onay1 alan ve pan-
selektif histon deasetilaz (HDAC) inhibitorii olarak islev géren Panobinostat
(Farydak) [98], Krizotinib direngli kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri’ne
(NSCLC) kars1 ALK (anaplastik lenfoma kinaz) inhibitorii olarak ¢alisan Alectinib
(Alecensa) [99] FDA onayli ilaclara 6rnek olarak verilebilir.

3.2.3.2 Anti-depresan Aktivite

Major depresif bozuklugu tedavisinde kullanilan ve ¢esitli indol tiirevi barindiran

antidepresan ilaglar asagida belirtilmistir.

Tabernanthe iboga, Orta Afrika'nin ¢ok yillik bir yagmur ormani ¢alisidir. indol

halkasindan olusan iboga alkaloidleri Ibogain ile temsil edilmektedir. Bu bilesik
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uyusturucu bagimliligini ve diger bagimliliklar1 azaltma konusunda belirgin bir

yetenek gostermistir [100].

Bir deniz siingeri olan Aplysinopsis reticulata'dan izole edilen Metilaplisinopsin
anksiyete ve depresyonu kontrol etmek i¢in kullanilan deniz kokenli indol
tirevlerindendir. Bu indol alkaloidi monoamin oksidazi (MAOQO) inhibe eder ve

serotonini reseptdrlerinden uzaklastirarak islev gosterir [101].

Bagka bir tiir deniz siingeri canlis1 olan Smenospongia aurea'dan izole edilen 6-
bromoaplisinopsin ve N-3'-etilaplisinopsin bilesiklerinin, neokortekste ve
peripheral olarak trombositlerde  bulunan, baz1 antipsikotiklerin ve
antidepresanlarin terapdtik etkilerini ortaya ¢ikaran SHT2A ve SHT2C reseptorleri
icin yiiksek afiniteye sahip olduklar1 bulunmustur [102].

Antidepresan ilag olarak kullanilmak iizere baz1 sentetik indol tiirevleri sentezlendi.
Tetrasiklik antideprasanlar sinifina ait olan {i¢ ilag, metralindol (Inkazan),
pirlindol (Pyrazidol) ve terindol, monoamin oksidaz A inhibitorleri olarak
sentezlendi. Bu ilaclarin baglica gorevi serotonin, ndroepinefrin ve dopamine gibi
hormonlarin oksidatif deaminasyonunu katalize eden monoamine oksidaz (MOA-
A) enziminin geri doniisimli inhibitorliigiinii  yapmaktir. Bu sekilde
ndrotransmiterlerin par¢alanmasi onlendigi i¢in kullanilabilirlikleri artar [103],

[104].
3.2.3.3 Anti-migren Aktivite

Bir norolojik bozukluk olarak migren, kafada zonklayan agr ile karakterizedir.
Tedavi i¢in kullanilan ve temel yapr iskelesi olarak indol halkasi igeren triptanlar,
triptamin bazli ilaclar olup genellikle serotonin 5-HT1B ve 5-HT1D reseptorlerine
baglanarak etki gosterirler. FDA onay1 alan sumatriptan [105], rizatriptan [106],
naratriptan [107], eletriptan [108] (Pfizer tarafindan kiirtaj ilac1 olarak iiretilmis),
almotriptan [109], frovatriptan [110] ve zolmitriptan [111] ilaclar triptan sinifi
ilaclarindandir. Bir bagka triptan sinifi adayr olan Avitripta [112] FDA onay1

alamamistir ancak aragtirma ilaci olarak kullanilmaktadir.
3.2.3.4 Anti-hipertansif Aktivite

Anti-hipertansif sinifi ilaglar yiiksek olan kan basincini diisiirmeye yonelik calisir.
Literatiirde karsimiza c¢ikan indol tiirevli anti-hipertansif molekiillerin etki

mekanizmasi ise sempatik sinir sisteminde adrenerjik reseptorler olan o/f

54



reseptorlerini bloklayarak gorev yapan o/p bloker, ACE inhibitorii, tiyazid benzeri
diiiretik, AT1 antagonisti seklindedir.

Yapilarinda oktahidro-indol ¢ekirdegi bulunduran Perindopril ve Trandolapril
molekiilleri anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE) inhibitorii olarak islev
yapmaktadir. Anjiyotensin doOniistiiriicii  enzim (ACE) inhibitoérii olan
Trandolapril, aktif metaboliti trandolaprilat olan estersizlestirilmis etil ester formu

olarak karsimiza ¢ikmaktadir [113], [114].

Hipertansiyon ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan indapamid ise dihidro-

indol yapili tiazid benzeri ditiretiktir [115].

Karbozol bazli mimariye sahip Karvediol [116] hipertansiyon ve kalp yetmezligi
tedavisinde B-bloker olarak kullanilmaktadir. Hipertansiyon tedavisinde kullanilan
bir diger segici B-bloker olarak etki eden yap1 ise 1982 yilinda FDA onayi alan
Pindolol’diir [117].

3.2.3.5 Anti-mikrobiyal Aktivite

Mikrobiyal enfeksiyonlara neden olan bakteri ve mantarlar gibi mikroplara karsi

dogal kaynaklardan ekstrakte edilen ve sentezlenen bir dizi indol tlirevi mevcuttur.

Alstonia scholaris yani Hint seytan agaci bitkisinden elde edilen fito bilesenlerden
normavacurine-21-on, striktamin ve vallesamin-N-oksit, FEnterococcus
faecalis'e kars1 inhibitor aktivite gosterirken vallesamin ve nareline, Pseudomonas

aeroginosa'a kars1 giiclii anti-mikrobiyal aktivite gostermektedir [118].

Aspidosperma'dan izole edilen aspidospermin Plasmodium, Leishmania ve

Trypanossoma sp.'ye kars1 anti-parazitik aktivite gdstermektedir [119].

Deniz siingeri canlilarindan elde edilen Manzamin alkoloidlerinden olan
Manzamin A, manzamin-A-N-oksit ve 8-hidroksimanzamin A indol
tirevlerinin Plasmodium falciparum'un cesitli suslarina karsi onemli olgiide

antibakteriyel aktivite gdsterdigi tespit edildi [120].

Aspidosperma parvifolium bitki kabugundan elde edilen indol alkaloidi Ulein’in
sitma hastaligina neden oldugu bilinen ve klorokin direngli Plasmodium
falciparum’a kars1 yiiksek in-vitro inhibisyon potansiyeli (IC50 < 1 mg/mL) oldugu
belirlendi [121].
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V' Dogal kaynaklardan izole edilen ve giiclii anti-mikrobiyal aktivite gdsteren
indol alkaloidleri, bazi indol tiirevlerinin sentetik olarak elde edilip anti-

mikrobiyal aktivitelerinin test edilemesinin dniinli agmaistir.

Desai ve arkadaslar1 antitiiberkiiler ajan olarak sentezledikleri bir dizi indol ve
piridin bazl 1,3,4-oksadiazol tiirevi bilesiklerin, Mycobacterium tuberculosis ve
Mycobacterium bovis bakterilerini kullanarak anti-tiiberkiiler aktivitelerini test
ettiler. En yiiksek aktiviteyi (0.94 mg/ml MiK degeri) Mycobacterium bovis’e kars1
veren 1 bilesigi olmustur [122].

Choppara ve arkadaslar1 gram(+) ve gram(-) bakterilere karsi antibakteriyel,
Aspergillus  flavus, Aspergillus niger, Candida albicans mantarlarina karsi
antifungal aktivite gosteren bisondol tiirevleri sentezlediler. Gram negatif ve gram
pozitif bakterilere kars1 anti-bakteriyel, Aspergillus tiirlerine kars1 anti-mikrobiyal

aktivite gdsteren bilesik en etkili sonucu veren indol tlirevi olmustur [123].

Mielczarek ve arkadaslari, E.coli ve Bacillus subtilis bakterilerine karsi anti-
bakteriyal aktivite degerlendirmesi amaciyla sentezlenen mono-indol ve bis-indol

tiirevlerinden olan bilesik suglara orta diizeyde etki ettigi belirlenmistir [124].
3.2.3.6 Anti-viral Aktivite

Ustica Adasi'nin (ltalya) giiney kiyilarindan toplanan Halicortex cinsine ait bir
deniz siingerinden yeni bir bromoindol alkaloid olan dragmacidin tiirevlerinin izole
edildigi ve bu tiirevlerin iyi anti-viral aktiviteleri oldugu bildirildi. Bu tiirev
serisinden benzersiz bir karbon iskeletine sahip oldugu belirtilen Dragmacidin F
bilesiginin HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus / insan Bagisiklik Yetmezligi
Viriisii) ve HSV-1’e (Herpes Simplex Virlisll) karsi in-vitro antiviral aktivite

sergiledigi gosterildi [125].

Paromita Bag ve arkadaslari, geleneksel bir ¢in bitkisi olan Ophiorrhiza
nicobarica’dan Harmalin indol alkaloidini izole ettiler. Bu alkaloid, HSV-1
virlistinin  hem vahsi tip suslarinda hem de klinik izolatlarinda erken

transkripsiyonu dnleyerek anti-viral aktivite sergilemektedir [126].

Yesil alg tiirlerinden deniz liziimii olarak da bilinen Caulerpa racemose yosunundan
izole edilen Caulerpin indol alkoloidinin sigirlarda ciddi viral enfeksiyonlara
sebep olan Bovine viral diyare viriisliniin replikasyonunu engelleyerek anti-viral
aktivite gosterdigi bildirilmistir [127].
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Ascidiacea familyasinin deniz tunikatlart olan deniz iiztimlerinden Pseudodistoma
aureum, Ritterella sigillinoides ya da Lissoclinum frajil gibi tiirlerden b-karbolin
tiirevli oksatiazepin halkasi iceren Eudistominler’in izole edildigi bildirilmis ve bu
indol tiirevlerinden Eudistomin C, E, F, K ve L HSV-1’¢ kars1 en 6nemli antiviral
aktiviteyi gostermistir. Bunun disinda Eudistomin C, E’nin (digerlerinden farkl
olarak fenolik grup bulundurmaktalar) Coxsackie A-21 viriisii, at rinoviriisii gibi
RNA viriislerine ve DNA viriislerine kars1 ciddi anti-viral aktivite gosterdigi

bildirilmistir [128].
3.2.3.7 Anti-enflamantuar Aktivite

Viicut dokularinin zararli patojenler veya tahris edici uyaranlart karsi verdigi
biyolojik tepkiye enflamasyon denir. Anti-enflamantuar ajanlarin kullanildigi
patolojik durumlar gut hastaligi, migren, romatoid ve osteo artrit olabilir. Indol
iskeleti igeren ve dogalinda bulunan ve ekstrakte edilen sadece birkac anti-

enflamantuar ajan bildirilmistir.

Penicillium tliri mantarlarin deniz kiiltiirlerinden ‘spiroindolinon’ alkaloidleri
izole edilmis ve ant-enflamantuar aktiviteleri test edilmistir. Bu alkaloidlerden
sikloekspanamin A ve B, penisilinolid A’nin anti-enflamantuar aktiviteye sahip

oldugu belirlendi [129].

Maclura Pomifera Bitkisinden izole edilen Indometasin, indometasinin bir glikolik
asit ester 0n ilac1 olan Asemetasin ve Etodolac bilesikleri indol bazli non-steroidal
bir anti-inflamatuar ila¢ sinifina dahil olup c¢esitli klinik endikasyonlarda
kullanilmaktadirlar. Arasidonik asitten prostanoidlerin sentezi sirasinda rol
oynayan siklooksigenaz (COX) enzimini bloke ederek islev gdsterirler.
Indometasin 1965 yilinda FDA tarafindan ates, agr1, sisme tedavisi i¢in onay almis
ve migren, osteoartrit, romatoid artrit, Paget kemik hastaligi, jiivenil artrit gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Asemetazin ve Etodolac (1991

yili FDA onayli) ise osteoartrit ve romatoid artrit tedavisinde etkisini gostermistir

[130], [131], [132].

Bunlarin disinda sentetik olarak sentezlenmis ve anti-enflamatuar aktivite
gosterdigi bildirilen bazi indol tlirevleri bulunmaktadir. Bhati ve arkadaslar ¢esitli
indol tiirevleri sentezlediler. Sentezlenen indol tiirevleri enflamasyonu

engellemeleri konusunda test edildi. Bu bilesiklerden biri kiyaslanan
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fenilbiitazondan daha iyi ancak idometasine kiyasla daha diisiik anti-enflamantuar

aktivite gdstermistir [133].

Bir dizi bis-indol tiirevi sentezleyen Singh ve caligsma arkadaslari bu bilesikleri anti-

enflamatuar aktiviteleri agisindan degerlendirdi. Serinin en iyi sonug veren bilesigi

fenilbiitazondan daha yiiksek aktivite, daha diisiik akut toksisite gostermistir [134].

3.2.4 indol Sentez Yontemleri

Indol sentezi, organik kimyanin literatiir raporlarinda gesitli baslangic malzemeleri

kullanilarak gergeklestirilmistir. Literatiir raporlari, asagidakileri igeren indol

yapimi i¢in farkli stratejilerin aragtirildigini ve yaygin olarak kullanildigini ortaya

koydu:

Sentez
Reaksiyon

ismi

Bartoli

Bishler

Borsche-
Drechsel

Tablo 3. 2 indol sentez yontemleri
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Tablo 3. 1 indol sentez yontemleri (devamr)

Pd(0)
Buchwats- (T e (1S LY
Hartwig x NHR Q R

Cadogan- . . [140],
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Iz /E
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. N

(phenylhydrazine)+ (2-oxopropanoic u

acid)
R [143]
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t-BuOCI R EtN 3
Q2= e ok
NH, NH 0 XN
Cl
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X OR ” OR
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Tablo 3. 1 indol sentez yontemleri (devamr)
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EINOZ 1. /1‘/\ , CNH ©\/N\>
Batcho- H

Leimgruber (ortho-nitrotoulene) 2. Raney Nickel, hydrazine, water

o NaOEt @—R [148]
Madelung )J\R Sasiens e N
(o]

Iz

KOH o x [149],

i s R{\I‘NS:C’ R 150

Martinet S 1 SR P H [150]
R : MeCO, RS OEt OH

o o 1151
/E‘LRx HO.
Nenitzescu HN” R, : Ry

(benzoquinone)+(B-aminocrotonic

acid)

1. Ethyl dioxalate, sodium ethoxide

@( 2 Zn, acetic acid ' A [1 52]
NO, 3. heat N
H

Reissert (ortho-nitrotoulene)

34,0080 )

Sandmayer o
l (NH,),S @ﬁg:
(o]
P NH ”
©\)$: ! H2804 @\ j@ isatin
N 2. Hy0*
isatin, 4
. o) R1 N [ 1 54]
R })L o R
Stollé @ R? cl R2 AICl; o
p e OO =
& N
1 3 R

60



4

STEREOKIMYA VE KIRAL ILACLARIN
ONEMI: ENANTIYOMERLERIN
BiYOLOJIK ROLU

Sterokimya kavrami farmakolojide dnemli bir kavramdir. Farmakopede rasemat
ilaclarin  hakim oldugu yillarin sonrasinda enatiyosaf iiriinlerin Oneminin
anlasilmasi ile birlikte 6nemli miktarlarda enantiyosaf iriinlerin iiretilmesine
olanak saglayan teknolojiler gelismistir. Bu sayede ilag etkisinin stereokimyasina
yonelik ilgi artmis ve bu alana yonelik calismalar hizlanmistir. 1992°de yayinlanan
FDA politikasi ile birlikte rasemat olarak uygulanan ilaglar yerine tek enantiyomer
sentezine agirlik verilmistir. Gliniimiiz ila¢ piyasasindaki ilaglarin %56’s1 kiral

yapida olup bu ilaglarin %88’1 rasemat olarak uygulanmaktadir [21].
4.1 Stereokimyasal Tanimlamalar

Kimyanin uzaysal ydnlerini kapsayan sterokimya iki boliimde incelenir. ilk olarak
iic boyutlu molekiillerin sekilleri ve ozellikleri ile ilgili bilgiler verirken ikinci
olarak reaktivite ile ilgili olup reaktiflerin tercih edilen veya zorunlu yaklagim
yoniinii ve ayrica lriinlerin dogasina iligkin sonuglari igerir. Bagka bir deyisle, bu
boliimde, kimyasal reaksiyonlarda kullanilan reaktanlarin stereokimyasal
ozellikleri ve bu reaktanlarin belirli bir sekilde nasil etkilesime girdigi, sonugta elde
edilen iirlinlerin stereokimyasal 6zellikleri lizerine odaklanilmaktadir. [155].
Kimyasal bilesimleri ayni olan ancak uzayda farkli dizilimler olusturan molekiiller
izomer olarak adlandirilir ve ikiye ayrilir;
* Molekiil formiilleri ayn1 ancak bag yapma siralar1 veya bag yapilar farkli olan
molekiiller yapisal izomerlerdir.
= Ug boyutlu yapilar1 ayni olan izomerlere stereoizomerler denir ve ikiye ayrilir;
o Enantiyomer

o Diastereomerler [22]

"Kiral" kelimesi, Yunanca "handedness" anlamina gelen "cheir" kelimesinden
tiretilmistir ve {i¢ boyutlu bir nesnenin temel bir 6zelligi olarak karsimiza
cikmaktadir. Konsept ilk kez Sir L. Thompson, Lord Kelvin (1824-1907) tarafindan
tanitilmistir [22].
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Kiralite kavrami siklikla sol ve sag el kullanimi fikriyle agiklanmaya
calisilmaktadir (Sekil 4.1). Sol el ve sag el birbirinin ayna goriintiileridir ancak
ortismezler. Kiral bir molekiiliin iki ayna goriintiisii enantiyomerler olarak

tanimlanir [22].

L-alanine D-alanine

\ COOH HOOC |

\\\ ol H H|||||n--’ /
HsC CHg
NH, H,N
(+) dextrorotatory (-) levorotatory

(S)-enantiomer (R)-enantiomer

Sekil 4. 1 Alanin molekiiliiniin (enantiyomerler) ayna goriintiileri

Bir stereoizomerin taniminin sarti, molekiilde en az bir asimetrik karbon atomunun
bulunmasidir. Bir karbon atomuna dort farkli atom veya grup eklendiginde kiralite
meydana gelir. Asimetrik bir merkez gorevi gorebilen tek atom karbon degildir.
Ashinda kiikiirt, fosfor ve nitrojen bazen sirasiyla omeprazol, siklofosfamid ve
metakualon gibi kiral molekiiller olusturabilir. Kiral bir molekiil ayna goriintiisiiyle
iist liste cakismaz ve dolayisiyla enantiyomer adi verilen iki ayna goriintiisii

formunun olasilig1 vardir [22], [156].

Eller gibi enantiyomerler de ciftler halindedir. Bir enantiyomer c¢iftinin her iki
molekiilii de ayn1 kimyasal bilesime sahip olup iki boyutta ayni sekilde ¢izilebilir.
Enantiyomer ¢iftlerinin yogunluk, kaynama noktasi, erime noktast gibi fiziksel
ozellikleri ve kimyasal 6zellikleri tamamen aynidir. Bu nedenle bu molekiilleri
birbirinden kristalizasyon, ekstraksiyon, distilasyon gibi yontemler ile ayirmak ¢ok

zordur [22].

Ayni zamanda enantiyomer ciftleri viicuttaki reseptorler ve enzimler gibi kiral
ortamlarda farkli davranabilirler. Bir kiral bilesigin enantiyomerleri, akiral bir
ortamda benzer fizikokimyasal 6zellikler sergiler, ancak polarize 151k diizlemini zit
yonlerde dondiiriirler ve bir kiral bilesik ile farkli hizlarda reaksiyona girerler.

Enantiyomer olmayan stereoizomerlere diastereomerler denir. Bunlar ayn1 yapisal
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formiile sahiptir ancak birbirlerinin ayna goriintiileri degildirler ve genellikle akiral

ortamda bile farkli fiziksel 6zellikler sergilerler [22].

Farkli stereoizomerlerin tanimlanmast biraz karmasiktir c¢linkii  bunlar
siniflandirmak icin en az ii¢ farkli sistem kullanilir. Stereoizomer adlandirmasinin
ilk sistemi, bilesigin diizlem polarize 15181 dondiirme yoniine dayanan (D/L) veya
(+/) sistemidir. Diizlem-polarize 15181 saga dondiiren enantiyomerler, bilesigin
adindan Once D-veya (+)- ile gosterilen, saga donen enantiyomerler olarak
adlandirilir. Is181 sola dondiiren enantiyomerler, sola donen olarak adlandirilir ve

bir L-veya (-)- 6n eki ile gosterilir [22], [157].

Stereoizomerlerin bir diger mevcut gosterim sistemi, kiral merkezi etrafindaki
atomlarin veya gruplarin dizisine dayanmaktadir. Cahn-Ingold-Prelog (CIP) sistemi
veya (R,S) sistemi olarak bilinir. Yapilandirma, R (Rectus:sag) ve S (Sinister:sol)

on eklerinin kullanimiyla gosterilir. CIP sistemi kriterleri asagidaki gibidir:

1) daha yiiksek bir atom numarasina veya daha yiiksek bir atom kiitlesine daha
yiiksek oncelik verilir

2) iki veya daha fazla substitue edicinin yakin atomu ayni oldugunda, bir sonraki
atomun atom numarasi dnceligi belirler

3) cift baglar veya liglii baglar, sirasiyla iki veya ti¢ tekli baga boliinmiis gibi sayilir

4) cis'e trans'tan daha yiiksek oncelik verilir

5) yakin gruplar uzak gruplardan daha yiiksek dncelige sahiptir.

Tiim bu kriterler géz Oniine alinarak en yiliksek Oncelikten (en yiiksek atom
numarast veya en yiiksek kiitle) en diisiik oncelige dogru donme yonii saat
yelkovani yonii ise bu enantiyomer (R) olarak gosterilir. Eger donme yonii saat
yelkovani yOniiniin tersi ise bu enantiyomer (S) olarak gosterilir. Bir rasemat RS
olarak gosterilir. Diizlem polarize 15181n saga (+) veya sola (-) dogru yoniine bagh
olarak, her bir R- ve S-enatiomeri, R (+) veya R(-) ve S(+) veya S(-) olarak
gosterilir. [22], [157].
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Sekil 4. 2 Rasemik karigim

Kiral molekiiller tarafindan goézlenen diizlem polarize 15181 ¢evirme yetenegi
“optikce aktiflik” olarak tanimlanir. Optikge aktif olarak tanimlanan bilesiklerin
diizlem polarize 15181 hangi oranda saga veya sola c¢evirdigini Olgen ve bize
enantiyomerler hakkinda bilgi veren cihaza polarimetre denir. Kiral bir maddenin
enantiyomerlerinden sadece birini igeren ¢dzeltinin igerisinden gecirilecek polarize
151, polarimetrede belirli bir agida rotasyon saglar. Kiral bir bilesigin iki
enantiyomerinin es molar karigimina optik aktivite gdstermeyen rasemik karigim
denir (Sekil 4.2). Rasemik karisim (+/-) veya (D/L) isaretiyle veya rac on eki ile
gosterilir. Bu sistem kimyada uzun siiredir kullanilmaktadir ancak diizlem polarize
151810 donmesi bir bilesigin mutlak bir 6zelligi degildir. Kullanilan solvent gibi

birgok faktorden etkilenir [22], [157].

4.2 Enantiyomerlerin Biyolojik Onemi

Doga genel morfoloji acisindan siklikla yiiksek diizeyde bir simetri sergilese de,
molekiiler diizeyde oldukca asimetriktir. Bitki ve hayvanlarin enzimleri, proteinleri,
polisakkaritleri, niikleik asitleri ve diger birgok temel bileseni kiraldir ve
enantiyosaf formda bulunur. Dogal proteinleri olusturan 20 amino asidin sadece biri
harig (glisin), hepsi kiraldir ve L-aminoasit olarak siniflandirilirlar. Benzer sekilde,
DNA, RNA, karbohidratlar ve biyopolimerlerde de tek bir enantiyomer bulunur.
DNA'da bulunan seker de dahil olmak tizere, dogal sekerlerin ¢cogu D formundadir.
[158].

Kiralite biyolojik sistemler i¢in gok énemli bir kavramdir. Ornegin, enzimler veya
proteinler, kiral bir ilacin iki enantiyomeri arasinda ayrim yaparak farkl etkilere
yol acacaktir. Bu, bir enzimin, bir substrat1 baglayan eldiven benzeri bir bosluga

sahip oldugu disiiniilerek anlasilabilir. Eldiven sag elini kullaniyorsa, bir
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enantiyomer iceri girecek ve baglanacak, diger enantiyomer ise zayif bir uyum
sergileyecek ve baglanmasi muhtemel olmayacaktir. Benzer sekilde, tat ve kokuyla
ilgili duyu reseptorlerimiz de kiral oldugundan, kiral bilesiklerin
enantiyomerlerinin tad: ve kokusu siklikla farkli olur. Ornegin, dogal L-asparajin
acidir, yapay D-asparajin ise tatlidir [159]. Terpen ailesinin bir bilesigi olan
limonen narenciye kabugunun esansiyel yaginda bulunur. Limonen yapis1 kiral bir
merkeze sahiptir ve bu nedenle dogada (R)- ve (S)-limonen olmak iizere iki
enantiyomer olarak bulunur. Izomer (R)- portakalin karakteristik kokusuna

sahipken, (S)- limon gibi kokar (Sekil 4.3) [158].

CHy CHg
(0] O
HQNJJ\; H2N HsC CH; H,C CHj
H,N" >CO,H HN™ “CO,H 9
D-asparagine L-asparagine
(R}limonene (S)-limonene

Sekil 4. 3 Farkli tat ve kokulara sebep olan enantiyomer ¢iftleri

Eger kiral bir molekiil biyolojik bir hedefe yonlendirilirse, iki enantiyomer, farkli
sekillerde etki gdsterebilen farkli bilesikler olarak goriilmelidir. iki enantiyomerin
giicli, emilimi, taginmasi, bozunmasi ve atilimi viicutta oldukga farkli olabilir. Bu
cogu zaman bir sorun olmasa da, en kotli senaryoda istenmeyen enantiyomer
oldukea toksik olabilir (Sekil 4.4). Bu noktada 6zellikle trajik bir 6rnek, rasemat
olarak satilan ve 1950'lerin sonlarinda ¢ocuklarda ciddi malformasyonlara yol agan
sakinlestirici Talidomid idi (ayn1 zamanda Contergan olarak da bilinir). Daha sonra
bunun (S)-enantiyomerinin teratojenik dogasindan kaynaklandigi bulunmustur. Bu
durum ve diger gozlemler, rasemizasyonun viicutta kolayca meydana gelmesi
nedeniyle Thalidomide i¢in yalnizca (R)-enantiyomerinin uygulanmasinin
yardimct olmayacadi bulunmus olmasma ragmen, enantiyomerik olarak saf

bilesikler i¢in artan bir baskiya yol agmistir [159].
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(R)-Thalidomide -

. (S)-Thalidomide -
cure morning sickness *

cause birth defects

(S)-Naproxen-
treat arthritis pain

» (R)-Naproxen-
cause liver poisoning

* (R)-Ethambutol-
cause blindness

(S)-Ethambutol-
treat tuberculosis

Sekil 4. 4 Rasemik ilaglarin insan viicuduna etkileri
4.3 Kiral flaclar

Farmasoétikler, insan viicudunun hastaliklarini, saglik durumlarini  veya
yapisint/islevlerini teshis etmek, tedavi etmek, degistirmek veya dnlemek amaciyla
kullanilan kimyasallardir. Enzimler, niikleik asitler veya membrana bagli proteinler
gibi makromolekiiller ilag reseptdriiniin baglanma bolgesi ile etkilesime girerek etki
gosterirler ve bir ilag-reseptor kompleksi olusturarak farmakolojik etkiyi tegvik
ederler [160].

Farmakokinetik agisindan bakildiginda, baglanma proteinleri, membran proteinleri,
enzimler ve diger kiral molekiillerin nemli bir role sahip oldugu biyolojik siirecleri
temsil ettikleri i¢in her enantiyomer i¢in emilim, dagilim, metabolizma ve atilim
(6rn. protein baglanmasinin 6nemli oldugu pasif veya aktif yolla tasima) farklh
olabilir. ~ Stereoizomerizmden kaynaklanan farmakodinamik  farkliliklar,
farmakolojik aktivite ve potansiyelde olabilir. Kiral farmasdtikler normalde farkl
farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklere sahip oldugundan, baglanma
bolgesinden farkli ayrigma sabitine ve buraya farkli baglanmaya sahiptirler ve bu
da nitelik veya nicelik agisindan farkli biyolojik tepkilere yol acar (Sekil 4.5) [161].
Kiral bir ilacin terapdtik etkisi, genellikle bir tek enantiyomere (eutomer)
atfedilirken, diger enantiyomer (distomer) genellikle etkisiz veya istenmeyen
etkilere neden olabilir. Asagidaki durumlarda rasemat olarak kullanilabilen kiral

farmasoétiklerin drnekleri verilmistir:
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(a) Her iki enantiyomerin farmakolojik aktivitesi aynmidir (6rnegin, prometazin,
antihistaminik). Bu etki, esit farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklerden
kaynaklanmaktadir;

(b) Bir enantiyomer biyolojik olarak digerinden daha aktiftir (6rn. propranolol, b-
bloker). Bu durumda her iki enantiyomer de reseptdre ulasabilir, baglanma
bolgesine farkli ayrigma sabiti ile baglanabilir, bu da bir enantiyomerin daha gii¢lii
bir sekilde baglanmasina yol acar;

(c¢) Enantiyomerlerden biri digerinin yan etkilerini antagonize eder (Orn.

indacrinon) [157].

Mirror plane
Eutomer Distomer
D D Rotation A A
/ B\ / B / B / B
Pc ¢ 7 A b T ¢ D 7 ¢
i I i H i i H i i H :
A X | X S oL
pals ~ ~T *\\ e T T
/e \ CHED N /e \ @D |
@i L a™ <<, \ T T~ TN
\\'/C @ & \ @ @ €D
. Sy ,.,/// NS o = =
Drug bmdlng sﬂe Drug binding site Drug binding site Drug binding site-2

Preferential interaction

4

|

Desired
therapeutic effect

|

Weak interaction

4

No therapeutic effect
or low potency

Interaction with
unusual binding site

4

Undesirable biological
effects (drug toxicity)

Sekil 4. 5 Bir kiral ilacin iki enantiyomeri arasindaki varsayimsal etkilesim ve
baglanma bolgesi

Diger durumlarda, ¢ogunlukla enantiyomerlerin  farkli  reseptorlerle

etkilesmesinden dolay1r yalnizca tek bir enantiyomer olarak ticarilestirilmesi

gereken ilaglar vardir. Bunlar;

(a) Bir enantiyomerin biyolojik olarak aktif olmas1 ve digerinin aktiviteye sahip

olmamas: durumunda farkli tepkilere yol agar (6rn. a-metildopa,
antihipertansif- L isomer aktif)

(b) Bir enantiyomer biyolojik olarak aktif, digeri ise antagonisttir (6rn; picenadol,
analjezik- (+)- aktif izomer)

(c) Enantiyomerlerin farmakolojik aktivitesi farklidir (6rn; propoksifen: analjezik
ve Oksiiriik onleyici etkiler- Dekstropropoksifen- Levopropoksifen)

(d) Bir enantiyomerin yan etkileri vardir (6rn. L-Dopa)
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Gilinlimiizde kiral ilag iiretimine yonelik yeni yontemlerin gelistirilmesine yonelik
endiistriyel arastirmalarda artan bir ¢aba bulunmaktadir (Sekil 4.6). Su anda

gelistirilen yontemler sunlardir:

1. Kiral havuz sentezi: Bu yontemde, dogal olarak bulunan yiiksek enantiyomerik
safliktaki bilesikler kullanilir.

2. Laboratuvarda icat edilen kiral yap: taglart (yeni kiral havuz): Bu yontemde,
Dogal olarak bulunan kiral molekiillerden yiiksek enantiomerik safliktaki
bilesiklerin {iretilmesi i¢in kullanilir.

3. Asimetrik sentez: Bu yontem, kiral olmayan baslangic malzemelerinden
baslayarak enantiyomerik saflikta {iriinlerin elde edilmesini saglar.

4. Rasematlarin rezoliisyonu: Bu yontem, rasematik karisimlarin ayrilmasi igin
kullanilir, rezoliisyon siireci ile eutomer elde edilir.

5. Biyotransformasyonlar [157].

Her birinin farkli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle
Biyotransformasyon yontemi rasematlarin organik sentezi icin biyokatalizor
kullanir. Bu yontem, yesil kimya ve enantiyosaf ilaglarin sentezi alaninda pek ¢ok
asil Ozellik sunmaktadir. Organik sentezde enzim ve mikroorganizmalarin
uygulanmasi, geleneksel kimyasal yontemlere kiyasla iliman reaksiyon kosulu,
yliksek bolgesel-, kemo- ve enantiyo- segicilik, yiiksek katalitik verimlilik ve

yiiksek {irtin saflig1 gibi avantajlar saglar [157], [161].

Substrat Metod Alt metod
— izolasyon =
Kiral, hawz{
— Sentezleme
— Kiral-destek ——
Prokiral __ 1 Asimetrik sentez - <{
substratiar _ Asimetrik kataliz—
Enantiyosaf
| —
bilesikler
B —Kemokatalitik———
Rasematlar

Biyokatalitik ———

~—Membran bazll———

Sekil 4. 6 Enantiyosaf bilesiklerin sentez yontemleri
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Benjamin List ve David William Cross MacMillan'a 2000’li yularda yaptiklar
"asimetrik organokatalizin gelistirilmesi’ caligsmalar neticesinde 2021 Nobel Kimya
Odiilii, ortaklasa verildi. List, katalitik antikorlarla gergeklestirdigi ¢alismalar
sonucunda, amino asitlerin asimetrik katalizini miimkiin kilabilen bir yontem
gelistirdi. Bu ¢alismasinda, proteinleri olugturan 20 amino asitten biri olan Pirolin'i
kullanarak metal ve enzim katalizorlerine gore daha basit, maliyeti diisiik ve ¢cevre
dostu bir katalizoriin kullanilabilecegini gosterdi. MacMillan ise, organik
molekiilleri asimetrik katalizde kullanarak bu organik katalizorlere "organokataliz"
admi verdi. Organokataliz, inorganik bir elementin (yapida bulunsa bile) aktif
katalitik prensibin bir par¢as1 olmadig kiigiik organik molekiillerle yapilan katalizi

ifade eder. [162].
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S

BiYOTRANSFORMASYON

5.1 Biyotransformasyon ve Kisa Tarihi

Biyotransformasyon, hiicreler, organlar veya enzimler tarafindan katalize edilen
kimyasal reaksiyonlardir. Canli sistemlerinde, hayvanlarda (ilag metabolizmasi),
bitkilerde (ikincil metabolizma) ve mikroorganizmalardaki birgok metabolik siirec,
yasanan degisim ve doniisim mekanizmalarimin tiimii biyotransformasyon olarak
adlandirilir [23]. Bu sistem, organik veya inorganik yapi taslarina doniisen ve
istenmeyen veya toksik tirlinlerin doniistiiriilmesi sonucu sistemden uzaklastirilan

bilesenler tizerine kuruludur [26, 27], [163].

Biyoteknoloji  uygulamalarinin =~ 6nemli  bir  basamagin olusturan
biyotransformasyon, genis uygulama alanlarina sahiptir. Sentetik olarak
gerceklesmesi zor tepkimelerin tek adimda ve c¢evreye daha az zararla
gerceklesmesini saglarlar [26, 27]. Biyotransformasyon reaksiyonlari sonucu
olusan iirlinler sterokimyasal olarak da korunabilmekte ve bu durum onu, reaksiyon

sonrasi rasemik karigim veren kimyasal sentezden iistiin kilmaktadir [164].

Basit substratlarin birlesmesi ile karmasik iirlinlerin olugmasi olarak bilinen
biyosentezden farkli olarak biyotransformasyon, yeni {irlinler veya var olan
iriinlerin daha verimli ve etkinliligi daha yiiksek iiriinler olusturma potansiyelini
barindirir [165].  Substrat ve katalizériin dogru se¢imi biyotransformasyon

reaksiyonlarinin basarisini arttirir.

Yeni bilesikler elde etmek amactyla kullanilan ve farkli biyolojik kaynaklardan elde
edilen enzimler ve mikrooganizmalar, biyokatalitik metodolojilerin gelismesinin
onlinii agmis, bu durum da onlarin farkli ortamlarda kullanimi kolaylastirarak
metobolik yollarin arastirilmasina, genetik agidan manipiile edilmelerine ve

gelistirilmelerine olanak saglamistir [166].

Biyolojik olarak aktif bilesenlerin yapilarinda gerceklestirdigi degisiklikler ile yeni
metabolitlerin kesfine olanak saglayan biyotransformasyon reaksiyonlari ayni

zamanda olusturdugu bu degerli metabolitler araciligiyla hayvan ve bitki
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patojenlerine karsi zamanla artan ila¢ direncinin asilmasina yardimci olmustur

[167], [168].

Ilag ve kimya endiistrisi igin biyotransformasyonun avantajlarina bakilacak olursa

bunlar su sekilde siralanabilir [24], [169];

= Stereo-, regio- ve enantiyoselektif reaksiyon katalizi,
= Substratlarin reaktif olmayan bolge aktivasyonu,
* [hman kosullarda islenebilirlik (optimum pH, atmosferik basing, toksik

olmayan ortam vb.).

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 eski ¢aglardan beri kullanilan ve yeni olmayan
bir tekniktir. Literatiir incelemelerine dayanarak c¢ok eski zamanlardan beri
toplumlarin bu yontemi farkinda olmadan giinliikk hayatlarinda kullandigi
sOylenebilir. Bilinen en eski biyotransformasyon reaksiyonlarina verilebilecek iki
ornek vardir; etil alkoliin asetik aside oksidasyonu ile sirke liretimi ve bira mayasi
tarafindan sekerin etil alkole doniisiimii M.O 3000°li yillara ait baz1 &rneklerde
mayalama yardim1 ile ekmek yapimi ve bazi ickilerin {iretimi yine

biyotransformasyon reaksiyonlarmin kullanildigimi gostermektedir [25].

Tiim bunlarin yani sira fermantasyon yoluyla {iretilen organik asitler ve alkoller gibi
baz1 kimyasallar ve 6nemli baz1 bilesenler ile alakali bilgiler ve litaratiir raporlari
yeni olmakla birlikte yakin ge¢cmis sayilabilecek 19.yy ortalarina dayanmaktadir.
Gilinlimiizde biyotransformasyon olarak adlandirdigimiz reaksiyonlar, 19 yy. itibari
ile baslayan caligmalardan elde edilen veriler 1s18inda bazi mikroorganizmalarin
belirli bilesikleri kimyasal reaksiyonlar aracilifiyla degistirebileceginin kesfi ile

tanimlanmuistir [170].

Daha sonraki gelismeler tarih sirasina gore su sekilde siralanabilir;
e 1858 yilinda Pasteur, Penicillium glaucum kiifi araciligyla rasemik tartarik

asidin amonyum tuzunun fermantasyonunu ger¢eklestirdi [171].

e 1862 yilinda Pasteur tarafindan sirke iiretimi sonrasi sirke iizerinde olusan
(Pasteur sirke cicegi olarak adlandirmistir) zarin havadaki oksijen i¢in ¢ok
sayida organik maddeye ulagim yontemi oldugunu belirtmis ve 1886’da Brown,
Pasteur’tin bulgularin1 onaylamistir. Sirke olusumuna sebep olan yapiy1

Bacterium xylinum olarak adlandirmigtir. Brown ayni zamanda bu
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mikroorganizmanin propanolii propiyonik aside ve mannitolii de fruktoza

yiikseltgedigini bulmustur [28], [172].

e 1874 yilinda bira mayas1 olarak bilinen S. Cerevisiae nin kiikiirdii hidrojen
stilfire indirgedigi Dumas tarafindan bildirildi. 1898’de de Windisch
tarafindan furfalin furfuril alkole indirgenebildigi duyuruldu [28].

e 1897°de Buchner, kum ile dgiitiilen ve hiicre icermeyen maya hiicre lizatlarinin
alkolik fermantasyon gerceklestirebilecegini bildirdi [172].

e Neuberg ve Hirsch tarafindan 1921 yilinda ortamda bulunan maya varliginda
benzaldehit ve asetaldehitin kondenzasyonu sonucu 1-hidroksi-1-fenil-2-
propanon (optikce aktif) bilesigini elde ettiklerini duyurdular [173].

e 1923 yilinda Kluvyer ve arkadaslar1 tarafindan izole edilen Acetobacter
suboxydans bakterisi kullanilarak D-sorbitolden L-sorboz elde edildi. 1930°da
L-sorbozun C-vitamini sentezinde kullanilmasi Onemini ciddi bi¢imde
arttirmustir [174], [175].

e 1937°de S. cerevisiae ile yapilan ¢alismada Dehidroepiandrosteron
(DHEA) bilesiginden testesteron elde edildi [28].

e 1948 yilinda Proactinomyces roseus bakterisi kullanilarak, Kolesterol C-7
pozisyonunda okside edildi. Ayni bakterinin sterolleri degrede ve okside ettigi
de bildirildi [28].

e 1953 wyilinda Rhizopus arrhizus kiifii kullanilarak yapilan ¢alismada
progesteron, a-hidroksiprogesteron bilesigine dontistiiriildii (Sekil 5.1) [176],
[177]. a-hidroksiprogesteron kortizon sentezi i¢in aracit olan molekiildiir.
Yasanan bu gelismenin ardindan kortikosteroid hormonlarin ve tiirevlerinin

kimyasal sentezi basitlestirilmis ve iiretim maliyeti azaltilmistir [177].

COCH, COCH,
HO,,

Rhizopus

arrhizus
—_—

O O

Sekil 5. 1 Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu

1960’11 yillarin basinda yasanan Thalidomide felaketinin ardindan ila¢ sanayide,

etkin tek enantiyomer sentezi ¢caligmalari cok 6nemli hale geldi. Organik sentezdeki

72



en biiyiik zorluklardan biri, enantiyomerik olarak saf bilesiklerin verimli bir sekilde
hazirlanmas1 i¢in ¢evresel olarak kabul edilebilir kimyasal siireglerin
gelistirilmesidir. Organik bilesiklerin asimetrik sentezi; organometalik katalizorler,
organokatalizorler ve kiral kimyasal reaktifler kullanilarak incelenmistir [178],
[179]. Bazi durumlarda elde edilen {iriinler, yeni ilaglarin gelistirilmesinde biyolojik
olarak anahtar gorevi gormektedir. Kiral ana iirlinlerin tek bir enantiyomerini elde
etmek i¢in kullanilan kimyasal islem ¢ok sayida parametre icermektedir (¢cok sayida

reaktan, organik ¢oziicli, yiiksek sicaklik, multistep vb.) [180].

Modern sentetik organik kimya ve biyokimyasal yontemler, “biyo-temelli
kimya”da gii¢lii hazirlama araglar1 saglamak icin tamamlayict bir sekilde

caligmaktadir.

5.2 Biyotransformasyon Teknikleri, Reaksiyon Tipleri ve Tiirleri

Endiistriyel dneme sahip bilesiklerin elde edilmesi amaciyla biyolojik sistemlerin
veya enzim sistemlerinin katalizor olarak kullanilmasi olarak adlandirilan
biyotransformasyon siiregleri, kullanilan biyokatalizorlere gore iki kategoride

siniflandirilir; enzimatik sistemler ve biitiin hiicre sistemleri [26, 27].

Biitlin hiicre sistemleri endiistriyel alanda en ¢ok tercih edilen tekniktir. Bunun
nedenleri ise optimum kataliz kosullarin varligi, gerekli kofaktorlerin iiretilip
rejenere edilme yetenekleri, uygun hiicresel kosullar saglandigi takdirde enzimlerin
bu sistemlerde daha diizgiin katlanmas1 ve ekonomik proses imkanin yiiksek olmasi
olarak verilebilir. Belirtilen bu sistemlerden ¢ogunlukla tercih edilen sistem ise

mikrobiyal sistemlerdir [23], [181], [182].
5.2.1 Biyotransformasyon Teknikleri

Enzimler veya biitiin hiicre sistemlerinin kullanildig1 biyotransformasyon teknikleri

asagida agiklanan alt1 alt grupta siniflandirilir.
5.2.1.1 Serbest ve sabitlenmis enzimler ile biyotransformasyon

Enzimler kullanilarak gergeklestirilen biyotransformasyon ¢alismalarinin en
Oonemli sorunu reaksiyon sonrast olusan metabolitler ve fiiriinlerin izolasyonu
asamasinda kullanilan ayirma metodlarinin kullanilan enzime zarar vererek onu

denature etmesi ve yeniden kullanimina engel olmasidir. Bu zorluk immobilizasyon
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teknikleri kullanilarak enzimlerin bir ylizeye veya matrix ortamina sabitlenmesi ile

¢oziilmiis ve enzim katalizorlerinin tekrar tekrar kullanilmasini saglamstir [26, 27].

Saf olmalar1 nedeniyle tercih edilen izole enzimler pahali olmalarina karsin tek tip
rekasiyonlart katalizlediklerinden siklikla tercih edilirdi. Ancak son zamanlarda
immobilize tekniklerin gelismesi ile beraber ucuzlayan ve ekonomik a¢idan avantaj

saglayan sabitlenmis enzim formlari, izole enzimlerin yerini almigtir [183], [184].
5.2.1.2 Sabitlenmis hiicreler ile biyotransformasyon

Bu yontemde biyokatalizor, ayrilamayacag ancak katalitik olarak aktif kaldig1 (kat
bir matris veya zarla simirlandirilmig bir bélmeye hapsedilerek) sinirli bir alanla
sinirlandirilarak islev gosterir. Ancak bu yontemde hiicreler (genellikle
mikroorganizmalar) {irlin ve substratin gegisine izin verecek sekilde polimer,
matrikse sabitlenmelidir. Hiicrelerin matrikse immobilizasyonu adsorpsiyon,
iyonik veya kovalent bag teknikleri kullanilarak gerceklestirilir. Bu tekniklerinde
kullanilan polimerlere ornek olarak jeller (poliakrilamid, aljinat, agaroz) ve
polimerler (seliiloz, nisasta, kitin), karboksimetil selilloz veya Amberlite IRA gibi
katyon degisim recineleri ve anyon degisim regineleri (dietil aminoetilseliiloz
(DEAE-seliiloz) veya sephadex gibi) ve dekstran verilebilir. Bu yontemler
kullanilarak biyotransformasyon reaksiyonlar siirekli gerceklestirlebilir [26, 27],

[183].

Rhizopus nigricans sporlarmin poliakrilamid, agar ve kitosana, Penicillium
raistrickii’nin sporlarinin ¢apraz bagli polimerler ve aljinata, Mortierella
isabellinan’m aljinata immobilizasyonu hiicrelerin polimerler kullanilarak bir

matrikse sabitlenmesine ornekler olarak verilebilir [183].
5.2.1.3 izole enzimler ile biyotransformasyon

Dogal kaynaklardan izole edilerek veya ticari olarak belirli yontemlerle elde edilen
saf veya yar1t saf enzimlerin kullanilmasi ile biyotransformasyonlar
gerceklestirilebilir. Izole enzimler araciligiyla gerceklestirilen reaksiyonlar
genellikle basarili sonuglar vermektedir. Ancak daha 6nce de belirtildigi gibi izole
edilmis enzimler pahalidir ve ayn1 zamanda 6zel reaksiyon kosullar1 gerektirir.

Kafaktor gerektirmesi de bu teknigin dezavantajlari arasindadir [26, 27], [28].

Izole enzimlerin g¢ogunlugunu sitokrom P450 monooksigenaz —enzimleri

olustururlar. Bu enzimler steroid ve steroid benzeri hormonlarin hidroksillenme
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rekasiyonlariin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Bir filamentli mantar tiirii olan
Pycomyces blakesleeanus’dan izole edilen hidroksilaz enzimleri steroid
hormonlarinda 70— ve 15B sterosegicilik gosterirler. Bir diger yandan bir bitki
patojeni olan Mucor pirifermis kiif mantarindan izole edilen enzimler de 14—

hidroksilazlar olarak bilinmektedirler [26, 27], [183], [184].
5.2.1.4 Sporlar ile biyotransformasyon

Sporlar ile gerceklestilen biyotransformasyon yonteminde mikroorganizmalara ait
sporlar kullanilmaktadir. Mikroorganizmaya ait sporlarin olusmasi ig¢in uygun
kosullar olusturulur ve bu sporlar misellerden izole edilerek uygun ortamlarda
muhafaza edilir. Bu yontemin diger yontemlere ustiinliigii izole edilen sporlarin
soguk ortamda depolanabilmesi ve tekrar tekrar kullanilabiliyor olmasidir [183],

[184].
5.2.1.5 Duragan hiicreler ile biyotransformasyon

Hiicreler veya mikroorganizmalar, bekletildikleri ve kendilerine 6zgli olan
besiyerlerinden ¢esitli tekniklerle ayristirilip enzim indiiksiyonunun gerekli
olmadig1 biyotransformasyon ortamina alinir ve {izerine substrat ilavesi yapilir.
Stasyoner hiicreler kullanilarak gergeklestirilen bu yontemin avantajlari; kirlenme
riskinin az olmasi, ortamdaki hiicre sayisinin sabit kalmasi ve doniisiim
reaksiyonunun gerceklestigi tampon ¢ozeltiden {irlinlin geri kazaniminin kolay

olmasi seklinde siralanabilir [183], [185].
5.2.1.6 Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon

Biiytiyen kiiltlirler kullanilarak yapilan bu teknikte, kullanilacak tlir uygun besi
ortaminda gelistirilir ve daha sonra ortama biyotransformasyonun gergeklesmesi
icin konsantre substrat cozeltisi eklenir [186]. Ortamdaki kiiltiir arttik¢a
reaksiyonun ger¢eklesmesini saglayacak enzimler de artacaktir. Bu nedenle bu
teknigin avantaji yiiksek verimde madde elde edilmesi olarak belirtilebilir. Substrat
biyotransformasyon reaksiyonun gergeklestirildigi ortama asilama ile birlikte
eklenebilecegi gibi iiremenin durgun oldugu fazda da eklenebilir [183], [184].
Ortama eklenen substratin organizma tiremesini inhibe etme durumuna karsilik besi
ortaminda bulunan organizmalar belli bir hiicre derisimine ulastiktan sonra substrat

eklenmesi daha dogru bir yaklasim olacaktir.
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5.2.2 Bashca Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Biyotransformasyon reaksiyonlari, laboratuvar ortamlarinda gergeklestirilen ve
rekabetci olan kimyasal ve sentetik reaksiyonlara esdeger denilebilecek ancak bu
tir reaksiyonlara da alternatif bir metodoloji olarak kullanilabilecek sentez
araglariin  bir boliimiinii temsil eder. Organik sentezde gerceklestirilen

biyotransformasyonlarin ¢cogu hidrolaz sinifi enzimler tarafindan gerceklesir [187].

Baglica biyotransformasyon rekasiyonlar1 asagida belirtildigi gibi 7 sekilde

gruplandirilabilir [26, 27], [28].

1) Oksidasyon (hidroksilasyon, epoksidasyon, dehidrojenasyon, kismi oksidatif
degradasyon),

2) Rediiksiyon (aldehitlerin, ketonlarin, karboksilik asitlerin, heteroatomlarin
indirgenmesi, ¢ifte baglarin halojenasyonu),

3) Hidrolitik reaksiyonlar (esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C baglarina
su girisi, N-demetilasyon),

4) Katilim ve kondenzasyon (ester ve amit baglarinin olusumu, asikloin
kondenzasyonu, C=C baglarina amonyak ilavesi, birlesme reaksiyonlarti),

5) izomerizasyon,

6) Yeni C-C baglarinin olusumu,

7) Yeni heteroatomlarin ilavesi.

Yukarida siralanmig ve genis bir c¢esitlilige sahip bu biyotransformasyon
reaksiyonlari, kimyasal reaksiyonlara bir alternatif olmakla beraber, sentetik olarak
gerceklestirilmesi zor veya gergeklesme ihtimali olmayan reaksiyonlari katalizleme

olanag1 sayesinde on plana ¢ikmaktadir [26, 27],

Biyotransformasyon reaksiyonlari; benzer olan fonksiyonel gruplardan sadece bir
grubun reaksiyona sokulmasi, rasemik karigimlarin ayristirilmasi, enantiyomer
ciftlerinden birinin segici olarak donistiiriilmesi, kiral merkeze bir grubun
eklenmesi ve deaktif bir C-atomunun aktif bir fonsiyonel gruba doniistimii seklinde

de siniflandirilabilir. [28]

Kimyasal reaksiyonlardan farkli olarak katalizor olarak canli sistemlerini ve
enzimleri merkezine alan biyotransformasyon reaksiyonlari, daha hassas tepkime
kosullar1 ile kimyasal reaksiyonlardan farklidir. Bu hassas tepkime kosullarini

etkileyen faktorler; pH, ortam sicakligi, besiyeri igerigi, eklenen substrat derisimi
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ve toksisitesi, oksijen miktari, mikroorganizma susu kokeni, ¢alkalama hizi ve

zaman’dir [26, 27], [28].
5.2.3 Enzimatik Biyotransformasyon

Tiim yasam formlari, metabolik biyokimyasal reaksiyonlarin katalizlenmesi igin
enzimlere ihtiya¢ duyar. Bu makromolekiiller, reaksiyonlarin hizli bir sekilde ve
iliman ortamlarda, hafif bir pH ve sicaklik araliinda siirmesine yardimci olur.
Ayrica enzimler, hiicre biliylimesine uygun olmayan in vitro kosullarda da stirekli

olarak gorev yapabilmektedir [188].

Biyotransformasyon reaksiyonlari igin gerekli olan enzimler serbest veya
immobilize edilmis halde olabilecegi gibi ¢esitli biyolojik sistemlerin biinyesinde
de bulunabilmektedir. Giiniimiiz biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan
enzimler ya izole edilerek ya da ticari sekilde elde edilerek kullanilmaktadir.
Enzimler, katalize ettikleri reaksiyonlara gore alti ana grupta siniflandirilir. Bu

siniflar da kendi i¢inde 4-13 arasi alt siniflara ayrilir [189] ;

e Oksidorediiktazlar,
e Transferazlar,

e Hidrolazlar,

e Liyazlar,

e Izomerazlar,

e Ligazlar.

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda enzim kullanmanin avantajlari su sekildedir

[26, 27], [28];

e Hizl bir sekilde fonksiyon gostermeleri

e Reaksiyon hizini arttirmalar1 (108-1010 kat arast)

e Dogaya katalizor olarak kullanilan agir metaller ve diger reaktifler gibi zarar
vermemeleri

e Optimum sicakli kosullar1 (20-40 °C) ve pH araligindaki (5-8) 1liman kosullar
altinda katalizorliik yaptiklarindan rasemizasyon, bozunma, cevrilme ve
izomerlesme gibi istenmeyen yan reaksiyonlar1 nadiren vermeleri

e Bazi enzim tiirlerinin genis substrat spekturumuna sahip olmalar1 sebebiyle

dogal veya sentetik bir¢ok bilesikte kimyasal degisimler yaratmalari
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Genis bir reaksiyon cesitliligi bulunan enzimler fazla sayida ve farkli tipte
reaksiyonlar1 katalizlediklerinden sentetik reaksiyonlara es reaksiyonlar
verebilirler.  Karboksilasyon, dekarboksilasyon, izomerizasyon, ester, amid
hidrolizi veya sentezi, aldol reaksiyonlari, alkan, alken, aromatik bilesikler, alkol,
aldehit, keton gibi reaksiyon tiirleri 6rnek olarak verilebilecek enzimatik reaksiyon
tiirlerindendir [26, 27], [28], [190].

Enzimler, protein yapilarinda sadece L-aminoasitlerini barindirdiklart igin
enantiyoseg¢ici, karmasik 3D yapilar1 sayesinde regiosegici ve stereosegici ve ayni
zamanda da kemosegici olan kiral molekiillerdir. Enantiyosegicilikleri sayesinde
rasemik karigimlardan tek bir enantiyomeri etkilerler. Regio- ve stereo- secicilikleri
sayesinde etki ettikleri substratlarinin farkli bolgelerinde yer alan fonksiyonel
gruplar1 taniyarak ayirt edebilirler. Bir diger yandan kemosecici 6zelligi sayesinde
de belirli bir fonksiyonel grubu etkilediginden yan {iriin olusumunun Oniine

gecilmis olur [26, 27], [28].

Tiim bu ozelliklerine ragmen enzimlerin kullanilmasinin bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. L-amino asitler sayesinde kazandig1 avantaj, D-amino asit sentezi
icin genel bir yol olmadigindan yalnizca belirli enantiyomer ile reaksiyona
girmesine sebep oldugu i¢in dezavantaja da doniisebilmektedir. Boyle bir durumda
diger enantiyomerin saflastirilmasi ve ayrimi i¢in zit bir stero-segici enzim
kullanilmalidir. Bir diger yandan enzimler protein yapida olduklari i¢in pH ve
sicaklik degisikliklerini minimum diizeyde tolere etmekteler. Bu da yavas
gerceklesen enzimatik bir tepkimenin verimini arttirmak amaciyla yapilacak
parametre degisikliklerini kisitlar. Reaksiyon ortaminda zamanla biriken iiriinler
veya substratin yiiksek derisimleri inhibisyona yol agar ve bu durum aktive kaybina
sebep olur. Enzimler sulu ortamlarda yiiksek etkinlilik gosterirler. Ancak organik
bilesiklerin biiyiikk cogunlugu suda ¢6ziinmez. Sulu ortam yerine organik bir
cozlici ortami kullanilarak yapilacak enzimatik sentez ise denatiirasyonla
sonuglanacaktir. Ayn1 zamanda enzimler kataliz reaksiyonlarimi gerceklestirmek
icin kofaktore ihtiyac duyarlar. Reaksiyon islemleri esnasinda siirekli yenilenmesi

gereken kofaktorler hem pahali hem de kararsiz bilesiklerdir [26, 27], [28], [190].
5.2.4 Mikrobiyal Biyotransformasyon

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 i¢inde en c¢ok tercih edilen mikrobiyal

biyotransformasyon [26, 27], katalizér olarak mikroorganizmalar1 kullanarak bir
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bilesigi bagka bir bilesik veya benzer bir bilesige doniistiirerek islev gosterir [191].
Biitiin hiicre sistemlerinden mikrobiyal biyotransformasyon sisteminin tercih

sebepleri;

e mikrobiyal hiicrelerin, bitki ve hayvan hiicrelerine kiyasla daha hizli biiytime
ve gelisme gostermesi,

e hiicre duvarlarinin etkili farkli yapilanma ile ¢evreye sagladigi uyum ve minik
boyutlari araciligi ile mekanik dayanimlarinin daha iyi olmasi,

e mikroorganizmalar spesifik olmayan enzim sistemleri icerdiklerinden farkl

tiirde substratlari, diger hiicrelere oranla daha metabolize etmeleri.

Mikroorganizmalarin, herhangi bir bilesik yapisini degisime ugratabilecegi fikrini
ilk olarak Pasteur belirtmistir [171]. Pasteur yaptig1 ¢alismada amonyum tartaratin
dekstro formunun, levo formunu etkilemeden birakan Penicillium glaucum kif
mantarini tarafindan 6zel olarak fermente edildigini gosterdi [171], [192], [193].
DL-amonyum tartarattan D-enantiyomerinin yikilmasi sonucu sekil 5.2°de

gosterilen L-amonyum enantiyomeri elde edilmistir.

OH O

HO
OH

O OH
Sekil 5. 2 Pasteur’iin fermentasyon sonrasi elde ettigi (S,S)-tartarik asit

Klasik sentez reaksiyonlar1 ile karsilagtirildiginda mikrobiyal
biyotransformasyonun bazi lstlin 6zelliklere sahip oldugu belirtilebilir. Daha
iliman reaksiyon sartlari olan oda sicaklig1 ve atmosferik basing altinda ve daha kisa
siirelerde  sentezlerin tamamlanmast bunlara Ornek olarak verilebilir.
Mikroorganizmalar genetik olarak manipiile edilebilen canlilar olduklar1 i¢in
gerceklestirilecek genetik degisiklikler araciligiyla klasik sentez reaksiyonlarina
gore daha yiiksek verimlerde {irlin elde edilebilir. Bununla birlikte yapilan genetik
degisiklikler ile sentezlenecek iriin iizerinde bile istenilen degisimler yaratilabilir

[194].

Zararlh kimyasal reaktifler kullanilmadigindan c¢evre dostu bir yontemdir [28].
Kimyasal metodlara kiyasla daha ucuza mal olan besiyeri bilesenleri kullanilarak

daha ucuza mal edilir. Daha kisa siirelerde tamalandigindan hem zaman hem de
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enerji tasarrufu saglar [26, 27], [28]. Bir diger ve onemli noktalardan biri ise
kimyasal metodlarla elde edilen iiriinlerin rasemik karisimlar halinde elde edilmesi
ve bu durumun hedef molekiillerin ayrilmasimi zorlagtirdigidir. Mikrobiyal
biyotransformasyon ydntemleri enantiyosegici olduklari i¢in 6zellikle ilag etkin
maddelerin iiretiminde gerekli ve 6nemli olan tek enantiyomerin segilimli iiretimi

bu yol kullanilarak glinlimiizde yaygilasmigtir [195].

Klasik kimyasal sentezlere kiyasla, biyotransformasyon reaksiyonlarinda substrat
iizerinde yer alan fonksiyonel gruplarin korunmasi gerekmemektedir. Bu da
mikrobiyal reaksiyonlarda fonksiyonel gruplarin varligina ihtiya¢ olmadigi
anlamina gelir. Mikroorganizmlarin icerdikleri enzimler sayesinde bu avantaja
sahip olduklar belirtilmelidir. Ciinkii enzimler regio-se¢ici 6zelligine sahiptir [26,

271, [28].

[lag etken maddelerinin iiretimi, degisimi veya doniisiimiinde, toksik maddelerin ve
hidrokarbonlarin daha az toksisiteye sahip veya tamamen zararsiz bilesenlere
doniistliriilmesinde, agir metallerin giderilmesinde mikobiyal biyotransformasyon

yontemi siklikla kullanilmaktadir [196].

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlarinda yaygin bi¢cimde kullanilan
mikroorganizma gruplart mantarlar aleminden mayalar ve kiifler, protista alemi

iiyeleri bakterilerdir [194].
5.2.4.1 Aspergillus Tiirlerinin Biyotransformasyon Ornekleri

Filamanetli mantarlar olan aspergillus tiirleri cesitli enzim tiirlerinin (fitazlar,
glukoamilazlar, ksilanazlar, proteazlar, lipazlar, a-galaktosidazlar ve pektinazlar
vb.) tiretiminde kullanilmakta ve fermente gidalar, tatlandiricilar ve organik asitler
iiretmek amaciyla biyoteknolojik metodlar kullanilmaktadir [197], [198]. Ayrica
aspergillus kiiltiirleri kullanilarak farkli organik bilesikler, organik kimya ve ilag

sanayi i¢in gerekli olabilecek bilesiklere doniistiiriilmektedir [199], [200].

Cesitli aspergillus sus kiiltiirlerinin alifatik ve aromatik organik bilesikleri
biyotransformasyona ugrattig1 belirlenmistir. Substrat olarak goérev goren ve
biyotransformasyon reaksiyonalarina tabi tutulmus bilesikler; benzen ve naftalin,
nitrojen iceren heterosiklik yapilar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, klorlu
bilesikler, terpenoidler, eoksitler, steroidler ve diger alifatik ve aromatik bilesikler

seklinde orneklenebilir [199], [201], [202].
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Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlarinda siklikla kullanilan mantar
aleminden olan kif mantarlarindan aspergillus tiirleri ile yapilan
biyotransformasyon reaksiyonlart inclenmis ve Onemli oldugu diisiiniilen

caligmalardan bahsedilmistir.

2016 yilinda Choudhary ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada A bilesiginin
Aspergillus niger ATCC 10549 tarafindan biyotransformasyonu, biyoaktif
analoglar saglamak i¢in gerceklestirildi. Sonu¢ olarak, ii¢ hidroksillenmis tiirev
(A1, A2, A3) (Sekil 5.3) izole edilmistir. Anabolik-androjenik ilag metenolon
enanthate (A), postmenopozal kadinlarda ilerlemis meme kanserinin tedavisinde

kullanilmaktadir [203].

Sekil 5. 3 Metalon enantat’in (A) A.niger tarafindan biyotransformasyonu

Choudhary ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise dogum kontrol
ilact olarak kullanilan etisteron'un (B) (Sekil 5.4) biyotransformasyonu Aspergillus
niger ATCC 1015 tarafindan katalize edildiginde, B1, B2, B3, B4 tiirevleri izole
edildi. Stereoselektif dihidroksilasyon ve monohidroksilasyon, substrat B'nin farkli

aktif olmayan pozisyonlarinda meydana geldi [204].
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Sekil 5. 4 A.niger tarafindan etisteron'un (B) biyotransformasyonu

Yildirim ve arkadaslar tarafindan 2012 yilinda yapilan ¢aligmada Aspergillus goii
MRC 200316 mantar susu tarafindan 19-nortestosteronun (nandrolone, C)
biyotransformasyonu, C-6f'da (C2) biiyiik hidroksilasyonla sonug¢landi. C-14 (C3)
ve C-10B (C1)'da bagimsiz hidroksilasyon da tespit edildi (Sekil 5.5) [205].

OH OH OH OH
H OH H H
_— :
OH
) ) O O
C C1 Cc2 c3

Sekil 5. 5 A.wentii tarafindan 19-nortestosteron (C)’nun biyotransformasyonu

OH

Savinova ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢aligmada, Progesteronun sentetik bir
tiirevi olan 6-dehidroprogesteronun (D) (Sekil 5.6) Aspergillus niger ATCC 10549
tarafindan biyotransformasyonu, alfa konumunda C-11'i hidroksile ederek D1-D5

metabolitlerini verdi [206].

82



Sekil 5. 6 6-dehidroprogesteronun (D) A.niger tarafindan biyotransformasyonu

Heidari ve ark. Tarafindan yapilan ¢galismada Androst-4-ene-3,17-dion (E), C-11'de
Aspergillus sp. PTCC 5266 tarafindan 3 giinliik kiiltiirden sonra %86 verimle
hidroksile edildi (Sekil 5.7) [207].

Sekil 5. 7 Androst-4-ene-3,17-dion (E) bilesiginin Aspergillus sp. PTCC 5266
tarafindan biyotransformasyonu
Viguiera arenaria koklerinden izole edilen diterpen ent-pimaradienoik asit (F)
(Sekil 5.8), Aspergillus niger tarafindan hidroksillenmis tiirevlere (F1-F5)
biyotransforme edildi. F bilesiginin biyotransformasyonunun ana amaci, yeni
enpimaranlarin biyoaktivitesini degerlendirmek ve bu dogal bilesikler sinifi
tarafindan sergilenen antispazmodik aktivitede yer alan yapisal Ozellikleri

aydinlatmaktir [208].
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Sekil 5. 8 Diterpen ent-pimaradienoik asit’in (F) A.niger ile biyotransformasyonu

Dogal seskiterpen curdione (G) (Sekil 5.9) bir germakran iskeleti sergiler ve
Curcuma wenyujin rizomlarindan izole edilebilir. Bilesik G, genis farmakolojik
ozelliklerinden dolayr dikkat ¢ekmistir. Curdione'nin (G) Aspergillus niger AS
3.739 tarafindan biyotransformasyonu, ¢ekirdeginin regio- ve stereo- segici

hidroksilasyonunu sagladi. Hidroksilasyon, C-2f (G1) ve C-3’te (G2) gerceklesti
[209].

1
10

) 2 0 HO 0 0
0 ‘s, HO' ey
™ l{ T ( 1 (
13
Gl G3

14
G

Sekil 5. 9 Curdione'nin (G) Aspergillus niger tarafindan biyotransformasyonu

Geleneksel sentetik yontemlerle kiral alkollerin elde edilmesiyle ilgili yiiksek
maliyetler, stereoselektif {iretimlerine yeni yaklagimlar gelistirmek igin
biyoteknoloji ¢aligmalarinin dikkatini ¢ekmistir. Bu baglamda Aspergillus niger
MTCC-404"n etilbenzenin (H) (R)-1-feniletanole (H1) (Sekil 5.10) %99
enantiyomerik fazlaliga doniisiimii i¢in bir biyokatalizér gorevi gordiigii basariyla

gosterilmistir [210].
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Sekil 5. 10 Etilbenzen’in (H) A.niger tarafindan mikrobiyal biyotransformasyonu

Birkag mantar susu, C-H baglarma hidroksil gruplari eklemek i¢in verimli
biyokatalizorler olarak islev goriir. Benzer sekilde, seg¢ici indirgeme birkag
steroidde denenmistir. Bu baglamda, epiandrosteron (I, Sekil 4.11) ve
dehidroepiandrosteron (J) (Sekil 5.11) analoglar1 da Aspergillus candidus MRC
22634, Aspergillus parasiticus tarafindan 17p-alkole indirgenmistir [211].
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Sekil 5. 11 Epiandrosteron (I) ve dehidroepiandrosteron (J) bilesiklerinin
A.candidus ve A. parasiticus tarafindan biyotransformasyonu

Amino asit L -fenilalanin (K), 4. niger CMICC 298302 tarafindan tek bir aromatik
iiriine, degerli koku bilesigi 2-feniletanol'e (fenetil alkol, K1) (Sekil 5.12)
metabolize edildi [212].
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Sekil 5. 12 Amino asit L -fenilalanin (K), A. niger tarafindan
biyotransformasyonu

Farmasotiklerin ve kokularin sentezinde kullanilan indol (L), bir A. niger susu
tarafindan art arda 3-hidroksiindol (indoksil, L1), 2-(formilamino)benzoik asit
(L2), antranilik asit (L3), 2,3-dihidroksibenzoik asit (L.4) ve son olarak katekol’a
(LS) dontstirildi (Sekil 5.13) [213].

. OH 0 OH OH OH
3
O O oo & & &
6 1
N N N
7 H H H O OH

L L1 L2 L3 L4 LS

Sekil 5. 13 indol’iin (L) A.niger tarafindan biyotransformasyonu

Bir¢ok organizmada fizyolojik rollere sahip bir monoamin alkaloid olan triptamin
(M), 5-hidroksiindol-3-asetamid’i (M1) iiretmek i¢in hem benzo halkasinin 5-
karbonunda hem de yan zincirin a-karbonunda A. niger NRRL 4026 tarafindan
oksidasyona ugrar (Sekil 5.14) [214].

NH,

IZ/

Sekil 5. 14 Triptamin’in (M) A. niger tarafindan biyotransformasyonu

Miyazawa ve ark. tarafindan yapilan calismada, N ve O bilesiklerinin, C-4'
konumunda bélgesel segicilik ile A. niger tarafindan demetile edildigi sonucuna
varilmistir (Sekil 5.15). Bu, A. niger tarafindan trimetoksi izoflavonlarin (N ve O)

biyotransformasyonuna iligkin ilk rapordur [202].
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Sekil 5. 15 Trimetoksi izoflavonlarin (N ve O) A. niger tarafindan
biyotransformasyonu

Nascimento ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada Kumarin 7,
A. brasiliensis tarafindan %35 verimle O tiirevine biyotransforme edildi. Kumarin
7’nin  A. brasiliensis biyotransformasyonu C-10'da  hidrolize yol agti ve
Kumarin 7'nin C-10'daki ester grubu, O'de bir karboksil asit grubuna déniistiiriildii

(Sekil 5.16) [215].

Sekil 5. 16 Kumarin 7’nin A. brasiliensis tarafindan biyotransformasyonu

Refaie ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada A.niger, kinazolin'i (P) hem 4-
kinazolinona (P1) hem de 2,4-kinazolindion'a (P2) okside etmistir (Sekil 5.17). 4-

kinazolinon siganlarda kolesterol seviyesini diigiirtir [216].
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Sekil 5. 17 Kinazolin’in (P) A.niger tarafindan biyotransformasyonu

N-benzoilkarbazol (R) ve N-asetilkarbazolin (S) A. flavus tarafindan
doniistiiriilmesi, ana iirlin olarak karbazol (i) ve kii¢iik miktarlarda 1-, 2- ve 3-

hidroksikarbazolleri (sirasiyla ii, iii, iv) olusturur (Sekil 5.18) [217].

Sioges

COCBH5 COCH3
4 3 OH
A5 o o 0
7 ?\‘ ! N OH N O N
8 H H H H
i ii iii iv

Sekil 5. 18 N-benzoilkarbazol (R) ve N-asetilkarbazoliin (S) A. flavus tarafindan
biyotransformasyonu

Yesil kahve cekirdeklerinde ve diger bitkilerde bulunan bir antioksidan ester olan
klorojenik asit (T), A. niger C23308 susu tarafindan, D-(-)-kinik asit (T1) ve kafeik
aside (T2) hidrolize edilir (Sekil 5.19) [218].

HO, ECOzH HO, COZH
Ho
OH

OH
T2

Sekil 5. 19 Klorojenik asit’in (T), A. niger tarafindan biyotransformasyonu
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Caligkan ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada yeni ila¢ dnciileri elde etmek
icin mikrobiyal biyotransformasyon yontemi kullanilarak indol tiirevleri
sentezlenmesi amaglanmistir. Biyotransformasyon reaksiyonunda kullanilan
A.niger kiifii, N atomu {izerindeki benzil grubunu kopararak 1-benzil-6,7-dihidro-
5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on (U), 5-hidroksi-7,7-dimetil-6,7-dihidro-
1H-indol-4-(5H)-on (U1) substratini tiretti (Sekil 5.20) [29].

0 0
HO A. niger HO
| N : | A\
Ni N
H
HoC” CHs \\Q e CHs
U1
U

Sekil 5. 20 (U) bilesiginin A.niger biyotransformasyonu
Spizzo, P. ve arkadaslar1 Aspergillus oryzae'nin misellerinin (R)-flurbiprofen'e
kars1 yiiksek enantiyosegicilik sergiledigini ve esterlestirme yoluyla rasemik (R, S)-

flurbiprofenin rezoliisyonunu saglamislardir (Sekil 5.21) [219].

0 0 (o)
OH Dry mycelia 0 OH
O it 2 O mrar - ()
CH4 n=1or7 CH3 CH,
F F F
(R,S)-Flurbiprofen Alcohol (R)-Flurbiprofen ester (S)-Flurbiprofen

Sekil 5. 21 Rasemik flurbiprofenin A.oryzae ile rezoliisyonu

Hernandez, C. E. ve arkadaglar tarafindan yapilan bir baska ¢alismada geng kahve
yapraklarindan elde edilen ve bol miktarda klorojenik asit iceren ekstrakta,
A.oryzae ile biyotransformasyon reaksiyonu gergeklestirilmistir. Reaksiyon
sonucunda A.oryzae klorojenik asidi, hiicresel antioksidan, apoptoz etki,
sitotoksisite, anti-kanser, anti-mikrobiyal, anti-viral ve noroprotektif etki gibi

ozellikler barindiran kafeik aside doniistiirmiistiir (Sekil 5.22) [220].

COOH

Ho‘\\‘“"

Sekil 5. 22 Klorojenik asit’in kafeik aside A.oryzae ile biyotransformasyonu
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Soya fasulyesindeki ana polifenollerden olan daidzein yapisinin A.oryzae BCRC
32288 susu ile biyotransformasyonu sonrasi 8-hidroksidaidzein molekiilii
hidroksillenerek elde edilmistir. 8-hidroksidaidzein HL-60, A549 ve B16 melanom
4AS5 hiicre hatlarina kars1 yiiksek DPPH radikal temizleme aktivitesine,
antimutajenik ve antiproliferatif aktiviteye sahiptir (Sekil 5.23) [221].

Daidzein 8-Hydroxydaidzein

Sekil 5. 23 Daidzein’nin 8-hidroksidaidzein bilesigine A.oryzae BCRC 32288 ile
biyotransformasyonu
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MATERYALLER

Ticari olarak Sigma-Aldrich’den satin alinan 5-fenil-1,3-siklohegzadion bilesigi ile
baslanarak belirli prosediirler kullanilarak kimyasal reaksiyonlar tamamlanmustir.
Sentezlenen bilesiklerin saflastiriimasi kolon kromatografisi yontemiyle saglandi.
Kolonda kullanilan dolgu maddesi Merck marka silika gel 60 (por biiyikligu;
0,063-0.200 mm) olarak se¢ildi. Saflastirma i¢in kolon kromatografisinin yeterli
verimi vermedigi durumlarda preparatif TLC plakalar1 kullanildi. Tabakalarin
hazirlanmasinda Merck marka Silika jel 60 GF254 ve Merck Silika jel HF 254+366
kullanildz.

Reaksiyon sonrasi olusan iiriinlerin izlenmesi ve saflastirma sonuclari ince tabaka
koromatografisi (ITK) yontemiyle izlendi. ITK’de Merck Silika jel 60 F254

alimiinyum plakalar1 kullanildi ve Camag UV (254nm) ile goriintiileme saglandi.

Sentezi yapilan maddelerin analizleri ve yap1 tayinleri sirasiyla verilen cihazlar ile

gerceklestirilmistir;

* Yapi tayini i¢in Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR) kullanildi
(Bruker Avance III 500 Mhz) ve uluslararasi standart TMS (tetrametilsilan)
kullanildi. Coziicii olarak CDCI3 (dotorokloroform) (1H: 6= 7.27) (13C: 6=
77.0, 96.4) segildi.

= Fonksiyonel gruplarin belirlenmesi amaciyla cekilen IR spektrumlar1 Perkin
Elmer Spectrum One cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

= HPLC analizleri Shimadzu Kontrolér CBM-20A cihaziyla gerc¢eklestirildi.

* Erime noktasinin belirlenmesi i¢in Biichi Melting Point B-540 cihaz1 kullanildi.

Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan Aspergillus niger
ATCC 6275 kiiltiirii Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarindan ve Aspergillus oryzae RIB40 kiiltiiri
Bezmialem Vakif Universitesi Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji Enstitiisii’nden

temin edilmistir.
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6.1 Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Tablo 6. 1 Deneysel caligmalar siiresince kullanilan kimyasallar

Kimyasal ad1 Marka Kod numarasi
S5-fenil-1,3-siklohegzadion Sigma-Aldrich 346578
Kloroasetaldehit Sigma-Aldrich ~ 317276-250
Potasyum karbonat (K2CO3) Tekkim TK.150430.01000

Sodyum bikarbonat (NaCQO3) Teknik

Magnezyum siilfat (MgSO4) Teknik

Hidroklorik asit Tekkim

TK.080230.01000
Hegzan Teknik -
Etil asetat Teknik -
Kloroform Teknik -
Aseton Teknik -
Benzen Merck 1.01782.2500
Asetik asit Merck 1.00056.2500
Etanol Isolab 920.026.2500
Potasyum permanganat Merck
(KMnO4) 1.05082.0250
Silika Gel 60 F254 TLC Merck
aliiminyum plaka 1.05554.0001

Silica Gel 60 (0,063-0.200 mm) Merck
1.07734.9025
(Kolon kromatografisi i¢in)
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Tablo 6. 1 Deneysel caligmalar siiresince kullanilan kimyasallar (devami)

H>O (distile su)
n-Hegzan HPLC Grade

2-Propanol HPLC Grade
Asetik asit
pH 7.00 +/-

0.01 Buffer

soliisyonu

pH 4.00 +/- 0.01 Buffer

soliisyonu

Benzil amin

Silica Gel 60 GF2s4 preparatif tlc

icin

Silica Gel 60 GF2s4+366 preparatif

tlc icin

Dikolorometan

Toluen

Dimetilsiilfoksit

Sodyum hidroksit

D-(+)-Glukoz

Dipotasyum hidrojen fosfat

Potasyum dihidrojen fosfat

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Carlo Erba

Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Sigma-aldrich

Merck

Merck
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1.04391.2500

1.01040.2500

1.00056.2500

1.09435.1000

1.09439.1000

185701-100

1.07730.2500

1.07748.2500

412622000

24529

1.16743.1000

1.06482.1000

49159

105101

104873



6.2 Deneyde Kullanilan Cihazlar ve Markalar

Tablo 6. 2 Deneyde kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Ad1 Marka Model

Evaporator Bucci Rotavapor R-200
Ultrasonik su banyosu  Bandelin Arium Pro

pH metre Hanna Instruments pH Microprocessor pH

Meter - 520518

7 .. WTC binder 1505330000202
aman ayarh etiiv
Vakum pompasi Welch 2522C-02
Isiticih manyetik IKA Yellow Line MSC Basic C
karistirici

ops . Precisa 230-9204-007 XB 220A
Analitik terazi SCS/W50124

oo Socorex Acura Acura Manuel 825-
Otomatik pipet 1000 pL. 16061880
Otomatik pipet 200 pL.  Isolab 011.06.200
UV lamba Camag 022.9120/1305
Kontrolor CBM-
20A

UV Dedektorii  SPD-
M20A

230V
HPLC Shimadzu

Pompa LC-6AD

Kolon Firim CTO-
20AC
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Tablo 6. 2 Deneyde kullanilan cihazlar ve markalar1 (devami)

Erime noktas tayini Biichi Melting Point B-540
Polarimetre ADP-410 Bellingham stanley
IR Perkin Elmer Spectrum One
NMR Bruker Avance 111 500 Mhz
Calkalayici su banyosu  GFL 1083/1086
Gesellschaft
Labortechnic

6.3  Kullanilan Besiyerleri

Tablo 6. 3 Kullanilan besiyerleri ve markalar1

Besiyerleri Marka Kod numarasi
Yeast extract Fluka 70161

YS25 ) )

Agar Fluka 05039

Potato Dextrose Agar Merck 110130

Pepton mycological Fluka 77199

6.4 Mikroorganizmalar

Tablo 6. 4 Deneyde kullanilan mikroorganizmalar ve markalar1

Mikroorganizma Marka Kod numarasi
Aspergillus niger - ATCC 6275
Aspergillus oryzae - RIB 40
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7

DENEYSEL CALISMA VE BULGULAR

7.1 6,7-Dihidro-6-Fenilbenzofuran-4(5SH)-On A3) Bilesiginin

Sentezi

1 gr NaHCO; (sodyumbikarbonat) ve %40’lik CIOC;H3 (kloroasetaldehit) 8 ml
ultra saf suya eklenmistir. 9 ml saf suya eklenen 10 mmol baslangic maddesi 5-
fenil-1,3-siklohegzadion (1) karisimindan 0 °C’ ye sogutulan bu karisima belirli
siire araliklarinda damlalikla aliman madde damlatilarak ilave edilmistir.

Reaksiyonun gece boyunca 15-25 °C sicaklik araliginda devam etmesi saglanmistir

(Sekil 7.1) [222].

o i Q
CIH,C-C-H | AN

-
L

(o)

Sekil 7. 1 (2) bilesigi sentez prosediirii

17 saatin ardindan reaksiyon ortamina 10 ml etil asetat (EtOAc) eklenmis, pH
degeri Olciilmiis (ph~9.02) ve reaksiyonun sonlandirilmasi amaciyla pH=I"e
diisiiriilmustiir. 1 saat boyunca pH=1"de sabit kalacak sekilde karistirilmaya devam
edilmis ve 1 saatin ardindan organik fazin ayristirilmasi i¢in potasyum karbonat
(K2CO3) soliisyonu kullanilmigtir. Ayirma hunisi yardimi ile organik faz, inorganik
fazdan uzaklagtirllmis ve magnezyum siilfat (MgSOs) ile 1 saat boyunca
kurutulmaya  brrakilmigtir.  Coziici ortamdan  evaporatér yardimi  ile
uzaklagtirllmigtir. Sentezlenen (2) bilesigi kolon kromatografisinde 1:1:6 (EtOAc:
Hegzan: Kloroform) ¢6ziicii sistemi ile saflastirilmistir (Sekil 7.2). Saflagtirma iglemi

sonucunda saf (2) molekiilleri elde edilmistir.
6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(SH)-on (2) bilesigi icin (EK-A);
Rf: 0,75 (Silika jel, 1:1 EtOAc:Hekzan)

IR (CHCI3) y(max): 1673.14 cm™!
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TH-NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 2.79 (m, 2H), 3.14 (m, 2H), 3.57 (m, 1H),
6.74. (d,J=1.6Hz, 1H), 7.31 (m, 5H)

3C NMR (500 MHz, CDCI3) & (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

Sekil 7. 2 (2) bilesigi sentez basamaklari

6,7-Dihidro-6-fenilbenzofuran-4(SH)-on 2) Sentez Optimizasyon

Basamaklan

Prosediir adimlar takip edilerek sentezi gergeklestirilen (2) bilesiginden istenen
yliksek verim alinmadigindan optimizasyon calismalar1 ile reaksiyon verimi
arttirllmaya calisildi. Bu baglamda prosediir akisinda gergeklestirilen degisiklikler

ve sentez verimleri asagida gosterilmektedir.

1) Yapilan ilk prosediir degisikligi ortam medium degisikliginin reaksiyon
verimini arttirdigr ornekler géz Oniine alinarak gercgeklestirildi. Reaksiyon
ortaminda bulunan su miktarinin 2 kat arttirillmasi ile gergeklestirilen sentez
sonucunda verimin artt1g1 gézlemlendi.

2) Yapilan ikinci prosediir degisikligi iki kat su artisina ek olarak 17 saatlik
reaksiyonun siiresinin arttirilmasi oldu. Reaksiyon ortaminda bulunan baslangi¢
maddesi olan 5-fenil-1,3-siklohegzadion (1)’nun reaksiyon tamamlandiktan
sonra ortamda tamamen tiikkenmemesi sebebi ile siire 24 saate ¢ikarilmistir.
Stirenin artmasi verimi yiikseltmistir.

3) Bir diger prosediir degisikligi reaksiyon ortam mediumuna eklenen reagentlar
olan kloroasetaldehit ve sodyumbikarbonat miktar arttisi ile gergeklestirilmistir.
2 katina ¢ikarilan su miktari, reaksiyon siiresinin 24 saate ¢ikarilmasi ve reagent

miktarlarinin iki katina ¢gikarilmasi ile ciddi bir verim arttis1 gergeklesmistir.
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4) Son prosediir degisikliginde reaksiyon ortam mediumuna eklenen reagentlar
olan kloroasetaldehit ve sodyumbikarbonat miktar1 4 kat arttirilarak devam

edilmis ve en yiiksek verimin burdan elde edildigi belirlenmistir.

Sekil 7. 3 (2) bilesigi sentez optimizasyon ITK sonuglar

ITK ile reaksiyon sonucu takibi yapilan tiim sentezlerin saflastirma islemleri
yapilmigtir. Saflagtirma sonuglarindan elde edilen bilgiler 1s18inda, itk
gorlintiilerinde gozlemlenen spot artisina benzer sonuglar elde edildi. Yapilan
kolonlar sonrasi elde edilen (2) bilesigi verim artis1 bu durumu desteklemistir. Bu
baglamda gercgeklestirilen optimizasyon caligmalarinin basari ile sonuglandigi

belirtilebilir (Sekil 7.3).
7.2  4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-okso-benzofuran-5-il-asetat (3)
Sentezi

10:1 oraninda 55 ml benzen ve asetik asit karisimi, Mn(OAc)s (7.2 mmol)
katalizorii ile karistirilarak Dean-Stark tuzag: ile reaksiyon ortami kahverengi
oluncaya kadar reflux edildi. Daha sonra, 6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran 4(5H)-on
(2) bilesigi (1.8 mmol) yan kollu balondan reaksiyon ortamina ilave edildi.
Doéniisiimiin  gergeklesmeye basladigi anin yakalanmasi amaciyla belirli siire
araliklarinda Ornekler alindi ve ITK bakildi. Déniisiim tamamlanincaya kadar

reaksiyon devam ettirildi (Sekil 7.4).

AcO
‘ N mnoag, ‘ \
O Benzen O o
(2) 3)

Sekil 7. 4 (3) bilesigi sentez reaksiyonu
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Doéniisiim tamamlandiktan sonra yan kollu balonda bulunan reaksiyon iirlinii
kloroform ile seyreltilerek doymus NaHCOs ¢ozeltisi yardimiyla inorganik
safsizliklardan uzaklastirilmistir. Organik faz toplanip MgSOs ile kurutulmus ve
evaporatorde ¢Oziicli uzaklagtirnlmigtir. Sentezlenen {iriiniin saflastirilmast
amaciyla kolon kromatografisi 1,5:10:0,5 (EtOAc: Hekzan: kloroform) ¢oziicii
sistemi ile gergeklestirilmistir (Sekil 7.5).

Sekil 7. 5 (3) bilesigi sentez agamalari

4,5,6,7-Tetrahidro-6-fenil-4-oksobenzofuran-5-il asetat (3) (Ek-B);
Erime noktasi: 115,3 -C

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

IR (CHCI3) y(max): 1679.25, 1219.38 ¢cm™!

IH-NMR (500 MHz, CDCI3) & (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)

BC-NMR (500 MHz, CDCl3) 6 _(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 :

Tablo 7. 1 (3) bilesiginin MS Q-TOF spekturum listesi

m/z Z Abund Formula Ion

271,0946 1 271600,19 Cl6 H14 04 (M+H)+
272,0981 1 44823,01 Cl6 H14 O4 (M+H)+
273,1005 1 639237 Cl6 H14 04 (M+H)+
274,1019 1 1013,58 Cl6 H14 04 (M+H)+
309,0501 1 83790,88 Cl6 H14 04 (M+K)+
310,0534 1 15448,17 Cl6 H14 04 (M+K)+
311,0512 1 8831,7 Cl6 H14 04 (M+K)+
312,0539 1 1226,3 Cl6 H14 04 (M+K)+
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7.3 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) Sentezi-
Seal Tiip Reaksiyonu

(2) bilesigi (6,25 mmol), benzil amin (16.8 mmol) ve 5 ml %20’lik etanol karisimi1
seal tiipe konularak, reaksiyon 12 saatte 145-150°C’de gerceklestirildi. Reaksiyon
karisimi saf suya dokiilerek diklorometan ile ekstrakte edildi ve sonra MgSQy ile
kurutularak  ¢oziici vakum altinda uzaklastirildi.  Saflastirma  kolon
kromatografisinde 1:1:2 (EtOAc:Kloroform:Hegzan) ¢doziicii sistemi ile
gergeklestirildi. Saflagtirma sonrasi 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-
on (4) molekiilleri elde edildi (Sekil 7.6 ve Sekil 7.7).

0]

o)
\ Benzil amin ‘
- > N
o %20 Etanol,
150°C

@ @

Sekil 7. 6 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) sentez prosediirii

Sekil 7. 7 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) sentez akis semasi
1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) bilesiginin (Ek C);
Rf: 0.42 (Silika jel, 1:2 EtOAc:Hekzan)
IR (CHCI3) y(max): 1651.46 cm™!

IH-NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 7.38 — 7.30 (m, 5H), 7.30 — 7.25 (m, 3H),
7.05 (dd, J =1.1 , 7.7 Hz, 2H), 6.68 (d, J =3.1 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 3.1 Hz, 1H),
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5.06 (s, 2H), 3.56 — 3.48 (m, 1H), 3.00 (dd, J = 4.9, 16.1 Hz, 1H), 2.86— 2.80 (m,
1H), 2.81 — 2.76 (m, 1H), 2.75 (d, J = 3.8 Hz, 1H).

I3C-NMR (500 MHz, CDCI3) ¢ _(ppm): 29.95, 42.67, 44.82, 51.14, 77.34,
106.42, 121.21 124.76, 126.24, 126,98, 128.86, 129.23, 136.55, 142.71, 143.17,
192.74

7.4 Potasyum Permanganat Katalizorliigiinde 1-benzil-4-okso-6-

fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il asetat (5) Sentezi

Potasyum permanganat (KMnOs, 1,8 mmol), 10:1 oraninda 55 ml benzen ve asetik
asit karigimu ile ¢ozdiiriilerek, Dean-Stark tuzagi ile reaksiyon ortami kahverengi
oluncaya kadar reflux edildi. Daha sonra, 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-
4(5H)-on (4) (0,665 mmol) bilesigi ilave edildi. Donilisiimiin gerceklesmeye
basladig1 anin yakalanmasi amaciyla belirli siire araliklarinda 6rnekler alindi ve
ITK bakildi. Déniisiim tamamlanincaya kadar reaksiyon devam ettirildi (Sekil 7.8).
Dontigiim tamamlandiktan sonra yan kollu balonda bulunan reaksiyon iiriinii etil
asetat ile seyreltilerek doymus NaHCO;3 g¢ozeltisi yardimiyla inorganik
safsizliklardan uzaklastirildi. Organik faz toplanip MgSOs ile kurutuldu ve
evaporatorde coziicli uzaklagtirildi. Sentezlenen iiriinlin saflastirilmast amaciyla
kolon kromatografisi 1:1:20 (EtOAc: Kloroform:Hegzan) c¢oziicli sistemi ile
gerceklestirildi. Sentez asamasinda katalizor olarak kullandigimiz KMnOy ile
yapilan reaksiyonun sonucunda 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on
(4) bilesiginin hem alfa hem de gama pozisyonunda asetoksilasyon reaksiyonu
gerceklesmistir. Reaksiyon sonucunda iki izomerin birlikte elde edilmesi ve bu iki
izomerin ITK spotlarinin birbirine ¢ok yalkin olmasi nedeni ile aywrma ve
saflagtirma basamaginda kullanilan kolon kromatografi ile her iki izomerin de
birbirinden ayrilmasi miimkiin olmamistir (Sekil 7.9). Sonug olarak istenen saflikta
1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-11 asetat (5) bilesigi elde

edilememistir.
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Sekil 7. 8 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il asetat (5)
sentezi prosediirii

Sekil 7. 9 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il asetat (5)
sentez ve saflastirma akis semasi

1-benzil-4-o0kso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il asetat (5) bilesiginin
(Ek D);

Rf: 0.44 (Silika jel, 1:2 EtOAc:Hekzan)

IR (CHCI3) y(max): 1744.83, 1674,10, 1232,65 cm’!

TH-NMR (500 MHz, CDCI3) 6 (ppm): 7.42 — 7.30 (m, 8H), 7.30 (d, /= 14.0 Hz,

2H), 7.01 (d, J= 7.3 Hz, 1H), 6.60 (d, J= 3.1 Hz, 1H), 5.42 (s, IH), 5.14 (s, 2H),
2.67 (dd, J = 16.4 Hz, 2H), 2.28 (s, 3H).

7.5 Mikrobiyal Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Mikroorganizmanin temini ve saklanmasi:

Aspergillus niger ATCC 6275 kiiltiirii Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik boliimii Mikrobiyoloji laboratuvarindan ve Aspergillus oryzae
RIP 40 kiiltiirii Bezmialem Vakif Universitesi Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji
Enstitiisti'nden temin edilmistir. PDA besiyeri iizerinde optimum kosullarda

biiytitiiliip buzdolabina (+4 °C) kaldirilmistir.
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Calisma besiyerinin icerdigi bilesenler:

Kati1 besiyeri: Besiyeri olarak PDA besiyeri kullanilmistir. Besiyeri ortami
oncelikle 1 litre distile suyun 39 gr PDA besiyeri ile karistirilmasi ile hazir hale
getirildi. Hemen ardindan 120 °C’de 20 dakika boyunca ortamin sterilize edilmesi
amaciyla otaklavlanlandi. Sterilize edilerek kullanima hazir hale getirilen besiyeri
petrilere bosaltildi. Bdylece mikroorganizmalarin petrilere ekilmesi icin kati

besiyeri hazirlanmig oldu.

Sivi besiyeri: YS25 isimli besiyeri siv1 besiyeri olarak kullanildi. Bu besiyerinin
hazirlanmasi i¢in gerekli olan besiyeri bilesenleri Tablo 7. 2°de gosterilmektedir. 1
litre distile suya tabloda verilen igerikler eklenerek pH 6.5 olarak ayarlandi. Ortam
sterilizasyonunu saglamak amaciyla besiyeri 121 °C’de 20 dakika otoklavlandi.
Daha 6nceden hazirlanan 100 ml hacimli erlenlere hazirlanan sivi besiyerinden 50
ml alinarak erlenlere bosaltildi. Mikroorganizmalarin besiyerlerine ekimi i¢in

besiyerleri hazirlanmis oldu.

Tablo 7. 2 YS25 besiyeri igerigi

Yeast extract 10 gr/L
Pepton 10 gr/L
K>HPO4 5 gr/L
Glikoz 5 gr/L
MgS04.7H,0 1 gr/L

7.5.1 Aspergillus Niger ATCC 6275 Mikroorganizmasinin Biyotransformasyon

Reaksiyonuna Hazirlanmasi

Sicaklik araligi 3-5 °C olarak ayarlanan mikroorganizma kiiltiiriinden, igne 6ze
kullanilarak bir miktar alindi ve Onceden hazirlanmis PDA besiyerine
inokiilasyonlar1 gergeklestirildi. Inkiibasyonun tamamlanmasi i¢in 5-6 giin, 28-
30°C°de kat1 besiyeri bekletildi. inkiibasyon tamamlandiktan sonra bu kiiltiirden

0ze dolusu mikroorganizma alinarak, 50 ml olarak dnceden hazirlanmig ve sivi
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besiyerini igeren erlenlere inokiile edildi. 2 giin boyunca c¢alkalamali su banyosu

kullanilarak 120 rpm doniis hizinda ve 30°C sicaklikla inkiibasyon saglandi.

Substratin hazirlanmasi: (2), (3), (4) ve (5) bilesiklerinden alinan 20 mg madde
500 pL DMSO igerisinde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan maddeler, 2 giin boyunca
calkalamali su banyosunda inkiibe edilen Aspergillus niger ATCC 6275
mikroorganizma kiltiiriiniin bulundugu 100 ml’lik erlenlere ilave edildi.
Biyotransformasyonun gergeklestirilmesi adina uygun ortam olan 120 rpm doniis
hiz1 ve 30°C sicaklik ayarlanarak belirli siirelerde kontroller saglanarak her bir

madde i¢in %50 doniisiimiin gerceklestigi siire belirlendi.

7.5.2 Aspergillus Oryzae RIB40 Mikroorganizmasinin Biyotransformasyon

Rekasiyonuna Hazirlanmasi

Sicaklik araligi 3-5 °C olarak ayarlanan mikroorganizma kiiltiiriinden, igne 6ze
kullanilarak bir miktar alindi ve Onceden hazirlanmis PDA besiyerine
inokiilasyonlar1 gergeklestirildi. Inkiibasyonun tamamlanmasi i¢in 5-6 giin, 28-
30°C°de kat1 besiyeri bekletildi. inkiibasyon tamamlandiktan sonra bu kiiltiirden
0ze dolusu mikroorganizma alinarak, 50 ml olarak dnceden hazirlanmig ve sivi
besiyerini igeren erlenlere inokiile edildi. 2 giin boyunca ¢alkalamali su banyousu

kullanilarak 120 rpm hizinda ve 30°C sicaklikla inkiibasyona birakildi.

Substratin hazirlanmasi: (2), (3), (4) ve (5) bilesiklerinden alinan 20 mg madde
500 pL DMSO igerisinde c¢ozdiiriildii. Hazirlanan maddeler, 2 giin boyunca
calkalamali su Dbanyosunda inkiibe edilen Aspergillus oryzae RIB40
mikroorganizma kiltiiriiniin bulundugu 100 ml’lik erlenlere ilave edildi.
Biyotransformasyonun gergeklestirilmesi adina uygun ortam olan 120 rpm doniis
hiz1 ve 30°C sicaklik ayarlanarak belirli siirelerde kontroller saglanarak her bir

madde i¢in %50 doniisiimiin gerceklestigi siire belirlendi

Biyotransformasyon sonucu olusan iiriinlerin ortamdan uzaklastirilmasi:
Reaksiyonu sonlandirmak amaciyla ortama kloroform ilave edildi. Filtre kagidi
kullanilarak mikroorganizmaya ait hif ve sporlar Buchner hunisi yardimi ile vakum
altinda ortamdan uzaklagtirildi ve bdylece substrat siizdiiriildi. Siizdiiriilen substrat

ayirma hunisi yardimu ile faz farkina gore ayristirildi.

Biyotransformasyon iiriinlerinin saflastirilmasi: Ayirma hunisi kullanilarak faz

farkina gore ayristirilan organik faz igerinde yer alan maddelerin saflagtirilmasi igin
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belirlenen ¢oziicii sistemi yardimi ile preparatif ITK da saflastiriima islemi yapildi.
Elde edilen bilesiklerin enantiyomerik fazlalik degerlerinin 6l¢iilmesi adina HPLC

analizleri gerceklestirildi, yapilar1 spektral yontemler ile aydinlatildi.
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SONUC

Yapilan ¢alisma iki asamadan olusmaktadir. Ik asamada kimyasal yontemlerle

benzofuranon, indol ve regio-selektif benzofuranon ve indol tiirevli bilesikler
sentezlendi. Ikinci asamada bu bilesikler aspergillus tiirleri ile biyotransformasyon
reaksiyonlara tabii tutuldu. Sentezlenen ve saflastirilan tiim bilesiklere ait

sonuclar detaylart ile birlikte asagida aciklanmaktadir.

8.1 Benzofuranon Tiirevi Bilesiklerin Kimyasal Yontemlerle

Sentezi

= (2) Bilesiginin Kimyasal Sentez Yontemi ile Sentezi

Calismamizda ilk olarak (2) bilesigi sentezlenmistir. Kolon kromatografisi yontemi
kullanilarak saflastirma iglemi (1:1:6; EtOAc:Hegzan:Kloroform) gerceklestirilmis
ve saf benzofuranon molekiilleri elde edilmistir (Sekil 8.1).
[e] (0]
I
CIH,C-C-H B

—_—
[¢]

@ )

o

Sekil 8. 1 Sentezlenen (2) bilesiginin kolon kromatografisi ile saflastirilmasi
sonrasi ITK goriintiisii

Istenen verim elde edilemediginden reaksiyon prosediiriinde degisiklikler yapilarak
optimizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Optimizasyon sonrasi elde edilen
iiriinlere kolon kromatografisi gerceklestirilmis ve sentez verimleri hesaplanarak

Sekil 8.2’de gdsterilmistir.
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Optimizasyon asamalari ve verimleri

70 Verim ylizdesi

60

desi
(9]
o

yiiz

Verim
S
o

w
o

20

10

Genel prosediir Reaksiyon ortam Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon
suyunun 2 katina stresinin medium medium
cikariimasi arttirilmasi reagentlarinin 2 reagentlarinin 4
katina gikarilmasi katina gikariimasi
Parametre degisikleri

Sekil 8. 2 (2) sentez optimizasyon ¢alismasi ve reaksiyon verimleri
Sentezlenen ve saflastirilan bu bilesigin yapi tayini sirasiyla 'H-NMR, *C-NMR
ve FT-IR ile gerceklestirilmistir.

\  6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5H)-on bilesiginin;

TH-NMR ve 3C-NMR spektrumu (Sekil A.1, Sekil A.2): Sentezlenen bilesige ait
"H-NMR ve 3C-NMR spektrum sonuglar1 ek olarak verilen sekillerdeki gibidir.
Spektrum sonuglar1 Caligkan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada [223] verilen

sonugclar ile ortiismektedir.

IR (CHCI3) p(max): C-4 konumunda yer alan karbonil grubuna ait karakteristik
sinyaller 1673.14 cm™"’de gozlenmistir (Sekil A.3).

= (3) Bilesiginin Kimyasal Sentez Yontemi ile Sentezi

Calismamizda daha sonra (2) bilesiginden (3) bilesigi sentezlenmis ve kolon
kromatografi yontemi kullanilarak 1,5:10:0,5 (EtOAc: Hekzan: kloroform) ¢oziicii
sisteminde saf molekiiller elde edilmistir (Sekil 8.3).
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Sekil 8. 3 (3) bilesiginin kolon kromatografisi ile saflastirilmasi sonras1 ITK
goruntiisu

Sentezlenen bilesigin yapi tayini, 'H-NMR, 3C-NMR, FT-IR ve MS Q-TOF analiz

yontemleri ile belirlenmistir.

v (3) bilesiginin 'H-NMR, *C-NMR, FT-IR ve MS Q-TOF spektrum
sonuclar (Sirasiyla Sekil B.1, B.2, B.3, B.4);

Sentezlenen bilesige ait 'H-NMR, '*C-NMR, IR spektrum ve LC-MS Q-TOF

sonuclar1 ek olarak verilen sekillerdeki gibidir. Spektrum sonuglar1 Caligkan ve

arkadaslarinin yaptig1 caligmada [223] belirlenen sonuglar ile ortiismektedir.
8.2 Indol Tiirevi Bilesiklerin Kimyasal Yontemlerle Sentezi

Calismanin bu asamasinda indol tiirevi bilesikler sentezlenmistir.

= (4) Bilesiginin Kimyasal Sentez Yontemi ile Sentezi
6,7-dihidro-6-fenilbenzofuran-4(5SH)-on (2) bilesiginden 1-benzil-6-fenil-6,7-
dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) bilesigi sentezlenmistir. Kolon kromatografisi

yontemi kullanilarak saflagtirma islemi (1:1:2; EtOAc: Hegzan: Kloroform)

gergeklestirilmis ve indol molekiilleri elde edilmistir (Sekil 8.4).

(o]
‘ \ Benzil amin
_—»
o %20 Etanol,
150°C

)

Sekil 8. 4 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) bilesiginin kolon
kromatografisi ile saflastirilmasi sonras1 ITK goriintiisii

Sentezlenen ve saflastirilan bu bilesigin yapi tayini sirasiyla 'H-NMR, *C-NMR
ve FT-IR ile gerceklestirilmistir.
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V' 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) bilesiginin;

'"H-NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 7.38-7.25 ppm aralifinda fenil ve benzil
halkalarina ait hidrojen atomlart multiplet seklinde rezonans olmustur. 7.05 ppm
araliginda furan halkasinin 2. pozisyondaki hidrojen atomu bulunmaktadir. 6.68
ppm'de dublet seklinde rezonans gosteren sinyal, furan halkasmin 3.
pozisyonundaki hidrojen atomuna aittir. 5.06 ppm’deki singlet seklinde goriilen
sinyal, benzil grubunun -CHb protonlarinin sinyalidir. 3.56 — 3.48 ppm’de multiplet
seklinde rezonans olmus sinyal fenil halkasinin bagl oldugu C atomuna bagh
proton sinyalidir. 3.00 ppm’de dubletin dubleti seklinde rezonans olmus sinyal, 7
numarali C atomuna ait olan alililk protonlarinin sinyalidir. 2.75 ppm’de dublet

seklinde rezonans olmus sinyal 5 numarali C atomuna bagli proton sinyalidir.

BC-NMR (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 29.95, 42.67, 44.82, 51.14 ppm’deki alifatik
bolgede yer alan sinyaller -CH2 gruplarina ait C atomunun sinyalleriidir. 106.42,
121.21 ppm’de goriilen sinyaller -CH gruplarinin C atom sinyalleridir. 124.76,
126.24, 126,98, 128.86, 129.23, 136.55, 142.71, 143.17 ppm’de aromatic bolgede
gbzlenen sinyaller ise benzil halkasina, fenil halkasina ve furan halkasina ait -CH
gruplarinin C atomu sinyalleridir. 192.74 ppm’de rezonans olan sinyal ise karbonil

grubunda bulunan —C atomuna ait sinyaldir.

IR (CHCI3) y(max): C-4° teki karbonil grubu igin 1651.46 cm!’de karakteristik
sinyaller gézlenmistir

= (5) Bilesiginin Kimyasal Sentez Yontemi ile Sentezi
1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) bilesiginden 1-benzil-4-okso-
6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat Q)] bilesigi, regioselektif
asetoksilasyon reagent’t aracilifiyla regioselektif olarak sentezlenmistir.

Sentezlenen iiriiniin saflastirilmasi amactyla kolon kromatografisi, 1:1:20 (EtOAc:

Kloroform:Hegzan) ¢oziicli sistemi ile yapilmistir (Sekil 8.5).
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Sekil 8. 5 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat kolon
kromatografisi ile saflastirilmasi sonras1 ITK goriintiisii

\  1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat &)
bilesiginin;
"H-NMR (500 MHz, CDCI3) 6 (ppm): 7.42 — 7.30 ppm aralifinda fenil ve benzil
halkalarina ait hidrojen atomlar1 multiplet seklinde rezonans olmustur. 7.01 ppm
araliginda furan halkasinin 2. pozisyondaki hidrojen atomu bulunmaktadir. 6.60
ppm’de dublet seklinde rezonans olan sinyal furan halkasinin 3 pozisyonundaki
hidrojen atomudur. 5.42 ppm’deki sinyal 5 numarali karbon atomuna bagh
protonun sinyalidir. 5.14 ppm’de singlet seklinde rezonans olan sinyal benzil
grubunun -CH; protonlarinin sinyalidir. 2.67 ppm ‘de dubletin dubleti seklinde
rezonans olan sinyal 7 numarali C atomuna ait olan alililk protonlarinin sinyalidir.
2.28 ppm’de singlet seklinde rezonans olmus sinyal 5 numarali karbon atomuna

bagli olan asetoksi yapisinin metil grubu protonlarinin sinyalidir.

IR (CHCI3) y(max): C-5 karbon atomuna bagli asetoksi yapisina baglh karbonil grubu
1744.83°de, C-4 karbon atomuna bagli karbonil grubu ise 1674,10’de karakteristik

sinyaller vermistir.
8.3 Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Biyotransformasyon reaksiyonlari; benzer olan fonksiyonel gruplardan sadece bir
grubun reaksiyona sokulmasi, rasemik karigimlarin ayristirilmasi, enantiyomer
ciftlerinden birinin segici olarak donistiiriilmesi, kiral merkeze bir grubun
eklenmesi ve deaktif bir C-atomunun aktif bir fonksiyonel gruba doniisiimii gibi
islemler kolaylikla gerceklestirilebilir. Kimyasal reaksiyonlardan farkli olarak
katalizor olarak canli sistemlerini ve enzimleri merkezine alan biyotransformasyon
reaksiyonlari, daha hassas tepkime kosullari ile kimyasal reaksiyonlardan farklidir

[28].
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Onemli noktalardan biri kimyasal metodlarla elde edilen iiriinlerin rasemik
karigimlar halinde elde edilmesi ve bu rasemik karigimlarin kimyasal metodlarla
rezoliisyonunun  zorlugudur. Mikrobiyal biyotransformasyon yoOntemleri
enantiyosegici olduklari i¢in 6zellikle ilag etkin maddelerin {iretiminde gerekli ve
onemli olan tek enantiyomerin segilimli tiretimi bu yol kullanilarak gilinlimiizde

giderek 6nem tasiyan bir konu haline gelmistir [195].

Aspergillus kiiltiirleri kullanilarak farkli organik bilesikler, organik kimya ve ilag
sanayi i¢in gerekli olabilecek bilesiklere doniistiiriilmektedir. Cesitli aspergillus sus
kiiltiirlerinin alifatik ve aromatik organik bilesikleri biyotransformasyona ugrattigi

bilinmektedir [199], [200], [201], [202].

Bu calismada kimyasal reaksiyon basamaginda regioselektif asetoksilasyon
reaksiyonlar1 gergeklestirilerek rasemik benzofuran tiirevi 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-okso-benzofuran-5-il-asetat (3) ve indol tiirevi 1-benzil-4-okso-6-fenil-
4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat (5) bilesikleri sentezlenmistir. Daha sonra
bu bilesiklerden enantiyomerik saf benzofuran ve indol tiirevleri elde edilmesi i¢in
biyotransformasyon reaksiyonlarina gerceklestirilmistir. Ayrica 6,7-dihidro-6-
fenilbenzofuran-4(5H)-on (2) ve 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on
(4) bilesikleri de biyotransformasyon reaksiyonlarma tabii tutulmus ve bu

molekiiller {izerinde bir doniisiim olup olmadig1 kontrol edilmistir.

8.3.1 Aspergillus Niger ATCC 6275 Susu ile Gerceklestirilen

Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Aspergillus  niger ATCC 6275 susu  kullanilarak  gerceklestirilen
biyotransformasyon reaksiyonlarinda (2), (3), (4) ve (5) bilesiklerinden alinan 20
mg madde 500 pL. DMSO igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 4.niger ATCC 6275 besiyeri
ortamina inokiile edilerek doniisiim takip edilmistir. (2) ve (4) bilesiklerinin
bulundugu reaksiyon ortaminda biyotransformasyon 192 saat devam ettirilmis
ancak bir doniisiim gozlenmemistir. Biyotransformasyonun gerceklesmeme sebebi,
A.niger’in bu maddeler iizerinde donilisim yapmaya olanak saglayacak bir
enziminin bulunmayis1 veya bu maddelerin A.niger’in biyodoniisiim yapmasina

olanak verecek aktif bir bolgelerinin bulunmayisi olabilir.

Sirastyla Mn(OAc)s; ve KMnO4regioselektif asetoksilasyon reagentlari araciligiyla

benzofuranon tiirevi (2) ve indol tiirevi (4) bilesiklerine regio-selektif
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asetoksilasyon gergeklestirilerek rasemik (3) ve (5) bilesikleri elde edilmistir. Daha
sonra biyotransformasyon reaksiyonlart uygun kosullar altinda gerceklestirilmistir.
(3) bilesiginin bulundugu ortamda 28. saat itibari ile doniistim baslamis ve 120.
saatte %50 doniisiime ulagilmistir. (5) bilesiginin bulundugu ortamda 34. saatte

%50 doniigiime ulagilmstir.

Rasemik karisim halinde bulunan (3) bilesigi, A.niger ATCC 6275 ile
biyotransformasyon reaksiyonu sonrasinda enantiyosaf (3) ve 4,5,6,7-tetrahidro-6-
fenil-4-oksobenzofuran-5-il-hidroksi (6) bilesigine donlismiistiir (Sekil 8.6 ve
Tablo 8.1).

HO. AcO
\ A.niger ATCC 6275 ‘ \ + ‘ \
0 o
pH:6.5,30°C O
(6) (©)]

Sekil 8. 6 (3) bilesiginin A.niger ATCC 6275 susu ile gergeklestirilen
biyotransformasyon reaksiyonu

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

IR (CHCI3) y(max): 3461,00 cm’de -OH fonksiyonel grubuna ait karakteristik
sinyaller gozlenmistir. 1682 cm™’de C-4 konumunda bulunan karbonil grubuna ait

sinyaller gézlenmistir.

V' Bir diger yandan rasemik karisim halinde bulunan (5) bilesigi, A.niger ATCC
6275 ile biyotransformasyon reaksiyonu sonrasinda enantiyosaf (5) bilesigi ve
1-benzil-4-0x0-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il- hidroksi (7) bilesigine
dontismiistiir (Sekil 8.7).

AcO
A nlger ATCC 6275

\\@ pH:6.5,30°C

Sekil 8. 7 (5) bilesiginin A.niger ATCC 6275 susu ile gergeklestirilen
biyotransformasyon reaksiyonu

G
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1-benzil-4-0x0-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-hidroksi (7) bilesiginin;
IR (CHCI3) p(max): 3451,39 cm’!, 1656,71 cm’!.

3451,39 cm™’da -OH fonksiyonel grubuna ait karakteristik sinyaller gézlenmistir.
1674,10 cm’de C-4 konumunda bulunan karbonil grubuna ait sinyaller

gozlenmistir.

8.3.2 Aspergillus Oryzae RIB40 Susu Ile Gerceklestirilen

Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Aspergillus oryzae RIB40 susu kullanilarak gergeklestirilen biyotransformasyon
reaksiyonlarinda (2), (3), (4) ve (5) bilesiklerinden alinan 20 mg madde 500 pL
DMSO igerisinde ¢ozdiirilmiis ve Aspergillus oryzae RIB40 besiyeri ortamina
inokiile edilerek doniisiim takip edilmistir. (2) ve (4) bilesiklerinin bulundugu
reaksiyon ortaminda biyotransformasyon 192 saat devam ettirilmis ancak bir
doniisim  gozlenmemistir.  Biyotransformasyonun ger¢ceklesmeme  sebebi,
Aspergillus oryzae’nin bu maddeler lizerinde doniisiim yapmaya olanak saglayacak
bir enziminin bulunmayist veya bu maddelerin Aspergillus oryzae’nin
biyodoniisiim yapmasina olanak verecek aktif bolgelerinin bulunmayist olaarak
verilebilir. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra A.niger ve A. oryzae kiiflerinin
bulundugu erlenlerler 121°C’de, 25 dakika boyunca otaklanmis ve bu sekilde
patojen etki yaratabilecek sporlar imha edilmistir. Cevreye yayilabilecek sporlarin

imhas1 bu baglamda ¢ok 6nemli ve gerekli bir adimdir.
(3) bilesiginin bulundugu ortamda 22. saatte %50 doniisiime ulasilmistir.
(5) bilesiginin bulundugu ortamda 26. saatte %50 doniisiime ulasilmistir.

V' Rasemik karigim halinde bulunan (3) bilesigi, Aspergillus oryzae RIB40 ile
biyotransformasyon reaksiyonu sonrasinda enantiyosaf (3) ve (6) bilesigine
dontismiistiir (Sekil 8.6).

V' Bir diger yandan rasemik karisim halinde bulunan (5), Aspergillus oryzae
RIB40 ile biyotransformasyon reaksiyonu sonrasinda enantiyosaf (5) ve (7)

bilesigine donilismiistiir (Sekil 8.7).
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Tablo 8. 1 Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyon sonug ¢izelgesi

Aspergillus niger Aspergillus oryzae
Sentez ATCC 6275 RIB40 Biyotransformasyon
Uriinleri Uriinleri
Doniisiim Stire Doniistiim Stire
6,7-dihidro-6-
192 192
fenilbenzofura X X X
saat saat
n-4(5H)-on (2)
4,5,6,7- ° ‘ \ +
tetrahidro-6- O ’
120 ©®
fenil-4-okso- \/ \/ 22 saat
saat i
benzofuran-5- Aco. \
il-asetat (3) h °
Z 0
1-benzil-6-
fenil-6,7-
192 192
dihidro-1H- X X X
saat saat
indol-4(5H)-on
)
1-benzil-4- Ho \ .
okso-6-fenil- O \\@
4,5,6,7- 34 ™
\/ \/ 26 saat
tetrahidro-1H- saat . |
indol-5-il- S 0
asetat (5) © \\©

8.3.3 Biyotransformasyon Sonrasi Elde Edilen Maddelerin HPLC Analiz

Sonuclari

Bu bilesiklerin analizleri HPLC’de kiral kolon kullanilarak yapilmis ve
enantiyomerik fazlalik degerleri hesaplanmistir. Ayrimin gozlenebilmesi adina

HPLC analizleri sirasinda kiral kolon kullanilmis (OD-H) ve 1 ml/dk olarak
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belirlenen akis hizinda, 1:9 (2-propanol:hekzan) c¢oziicli sisteminde ornekler

sisteme verilmistir.

Rasemik (3) bilesiginin enantiyomerlerine ait iki farkli pik ~19. ve ~23. dakikalarda
gozlemlenmistir. Rasemik a-asetoksi-indol (5) bilesigine ait enantiyomer ¢iftine ait

pikler ~ 40 dk ve ~44. dk'da gozlenmistir.

8.3.3.1 Aspergillus  niger ATCC 6275 susu ile gerceklestirilen

biyotransformasyon reaksiyon HPLC sonug¢lar:

e Rasemik (3) bilesigi lizerinde gerceklestirilen mikrobiyal biyotransformasyon
reaksiyonunda elde edilen (6) bilesigi i¢in gerceklestirilen HPLC analiz
sonucunda ee degeri %67 olarak hesaplanmistir. Enantiyosaf (3) bilesigine ait
ee degeri ise %12 olarak hesaplanmistir (Tablo 8.2).

e Rasemik (5) bilesigi lizerinde gerceklestirilen mikrobiyal biyotransformasyon
reaksiyonunda elde edilen (7) bilesigi i¢in gerceklestirilen HPLC analiz
sonucunda ee degeri % 82 olarak hesaplanmistir. Enantiyosaf (5) bilesigine ait

ee degeri ise %36 olarak hesaplanmistir (Tablo 8.3).

8.3.3.2 Aspergillus oryzae RIB40 susu ile gerceklestirilen biyotransformasyon
reaksiyon HPLC sonuclar:

e Rasemik (3)  bilesigi  ilizerinde  gergeklestirilen = mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonunda elde edilen (6) bilesigi icin
gerceklestirilen HPLC analiz sonucunda ee degeri %86 olarak
hesaplanmistir. Enantiyosaf (3) bilesigine ait ee degeri ise %99 olarak
hesaplanmistir (Tablo 8.2).

e Rasemik (5)  bilesigi  ilizerinde  gergeklestirilen = mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonunda elde edilen (7) bilesigi icin
gerceklestirilen HPLC analiz sonucunda ee degeri %23 olarak
hesaplanmistir. Enantiyosaf (5) bilesigine ait ee degeri ise %45 olarak

hesaplanmistir (Tablo 8.3).
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Tablo 8. 2 (3) bilesigine ait biyotransformasyon reaksiyonu sonrast HPLC

bulgular
Mikroorganizmalar ~ Siire | -OH e.e. | a-asetoksi = Doniisiim
e.e. (C %)
Aspergillus niger o o
ATCC 6275 120 saat %71 %12 14,5
Aspergillus oryzae 29 saat 94,86 %499 54
RIB40 saal 0 (9

Tablo 8. 3 (5) bilesigi biyotransformasyon reaksiyonu HPLC analiz sonuglari

Mikroorga | Siire -OH ol- Doniisiim -OH Y- Doniisiim
nizmalar ee. (o | asetoks | (C %) e.e. asetoksi (C %)
izomer ie.e. (y e.e.
iicin) izomer
iicin)
Aspergillus
niger ATCC | 34 | g5 | %37 30 %45 | %S5 55
6275
saat

Aspergillus
RIBAO sigt %30 | %40 58 %11 %52 83

Grubumuzun yapmis oldugu baska bir calismada 12 farkli lipaz enzimi ile (3)

bilesigine, farkli pH (6;7;8) ve coziicliler (dmso, asetonitril, thf) kullanilarak

biyotransformasyon reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada pH:6.5 ve

dmso ¢oziiciisli kullanilmis olup sonuglar ayni kosullar altinda karsilagtirilmigtir

(Tablo 8.5). Enzimatik biyotransformasyon reaksiyonunda gerceklesen %50

doniisiimiin ardindan elde edilen HPLC sonuglarina gore (3) bilesigine ait en diisiik

116




ee degeri pH:6’da %0.6 olarak HPL’de (Hog pankreas Lipaz) gbzlenmis olup (6)
bilesigine ait ee degerinin ise hesaplanamayacak kadar diisiik ¢iktig1 belirtilmistir.
(3) bilesigine ait en yiiksek ee degeri pH:7’de %25 ile PLL’de (Pseudomonas
lipoprotein Lipaz) gozlenmis olup (6) bilesigine ait ee degeri ise %81 olarak

belirlenmistir.

Bu c¢aligmada mikroorganizmalar kullanilarak gerceklestirilen mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyon sonuglart grubumuzun yaptifi enzimatik
biyotransformasyon sonuclar1 ile karsilastirildiginda (pH:6.5 ve DMSO)
Aspergillus oryzae RIB40 susunun daha etkili bir biyotransformasyon reaksiyonu
gerceklestirdigi belirtilmelidir. Ayrica biyotransformasyon reaksiyon siireleri de
g0z Oniine alindiginda enzimatik biyotransformasyon reaksiyonunda en yiiksek ee
degerini veren PLL (Pseudomonas lipoprotein Lipaz) >36 giin siire ile reaksiyon
gerceklestirirken Aspergillus oryzae RIB40 ile gergeklestirilen biyotransformasyon
reaksiyonu 22 saat siirmiistiir. Bir diger yandan Aspergillus niger ATCC 6275 ile
gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonu enzimatik biyotransformasyon
reaksiyonunda kullanilan diger enzimler ile kiyaslandiginda kayda deger ee
degerleri vermistir. 120 saat siiren reaksiyon siiresi ile enzimlerden daha basarili

sonug verdigi belirtilebilir.

Tablo 8. 4 Grubumuzun yaptig1 ¢calisma [223] ile bu ¢aligma sonuglarinin ee oran

karsilastirmast
pH 6 6,5 7
Enzim ve o- o-
. . o.- asetoksi
mikroorganiz -OH ee. asetoksi -OH ee. asetoksi -OH e.c.
€.€.
malar e.c. e.c.
WGL % 8 - - - % 6 %23
AMANO
. % 3 - - - % 16 -
LIPAZ
CALB % 3 - - - % 16 -
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Tablo 8. 5 Grubumuzun yaptig1 calisma [223] ile bu ¢aligma sonuglarinin ee oran
karsilagtirmasi (devamui)

%1 - - - % 0,1 s
% 0,6 - - - % 1 %8

%5 = = - % 7 _
% 14 - - - % 25 %81
- - - - %9 %79

- - %12 %67 - -

- - %99 %82 - -

SONUC

V' Bu ¢alisma, farmakolojik olarak dncii bilesikler i¢in 6nemli olan 6,7-dihidro-6-

fenilbenzofuran-4(5H)-on (2), 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-okso-benzofuran-5-
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il-asetat (3), 1-benzil-6-fenil-6,7-dihidro-1H-indol-4(5H)-on (4) ve 1-benzil-4-
okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat  (5§) ve tiirevlerinin
sentezine basit ve yeni bir yontem saglamaktadir.

Bu c¢aligma, mikrobiyal biyotransformasyon yoluyla ila¢ endiistrisinde 6nemli
hedefler olan 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il asetat ve
tiirevlerinin literatiirde ilk sentezini sunmaktadir.

Calismamizda sentezlenen 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-okso-benzofuran-5-il-
asetat (3), ve 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1 H-indol-5-il-asetat (5)
bilesiklerinin biyotransformasyon basamaginda Aspergillus tiirlerinden ilk
defa faydalanilmistir.
4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-okso-benzofuran-5-il-asetat (3), ve 1-benzil-4-
okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1 H-indol-5-il-asetat &) bilesiklerinin
biyotransformasyonu sonrasi elde edilen 4,5,6,7-tetrahidro-6-fenil-4-
oksobenzofuran-5-il hidroksi (6) ve 1-benzil-4-0xo0-6-fenil-4,5,6,7-
tetrahidro-1H-indol-5-il- hidroksi (7) bilesikleri Aspergillus Niger ATCC
6275 ve Aspergillus Oryzae RIB40 suslar1 kullanilarak literatiirde ilk defa
elde edilmistir.

Bu calismada, Aspergillus tiirlerinden olan Aspergillus Niger ATCC 6275 ve
Aspergillus Oryzae RIB40 suslart kullanilmistir. Reaksiyonda gosterdikleri
farkliliklar ve benzerlikler saptanmistir.

Bu c¢alismada biyotransformasyon basamaginda kullanilan mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonlar1 sonug iirlin bilesimi agisindan tamamlayict
olarak kabul edilebilir.

Yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in bu ¢alismada sentezlenen bilesikler umut vaat

eden hedeflerdir.

ONERILER

Deneyin farkli aspergillus tiirleri ile tekrarlanmasi ile aspergillus tiirlerinin
benzofuran ve indol tiirevleri iizerindeki etkisinin genel bir sonucu ortaya
cikarilabilir.

Farkli; pH, besiyeri bilesenleri, substrat derisimleri, sicaklik degerlerinde ve
organik ¢oziiciilerde (asetonitril, THF, siklohegzan vb.) deneyler tekrar edilerek
Aspergillus  niger ve  Aspergillus  oryzae  mikroorganizmalarinin

biyotransformasyon davranislari farkli ortamlarda test edilebilir.
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Sekil E.4 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-hidroksi (7)
bilesiginin IR sonucu
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K

4,5,6,7-TETRAHIDRO-6-FENIL-4-
OKSOBENZOFURAN-5-IL-ASETAT (3) VE 1-
BENZIL-6-FENIL-6,7-DIHIDRO-1H-INDOL-
4(5H)-ON (4) BILESIKLERI iLE YAPILAN
BiYOTRANSFORMASYON SONRASI ELDE
EDILEN YENI URUNLERIN HPLC ANALIZ

SONUCLARI

‘
2
i
B A
R A
\ [
| [
| |

Sekil F.1 4,5,6,7-terahidro-6-fenil-4oksobenzofuran-5-il-asetat (3) bilesigi

2
&
g

MO208174380%

Sekil F.2 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-asetat (5)
bilesigi
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Aspergillus Niger ATCC 6275 Tle Gergeklestirilen Biyotransformasyon Sonrasi

HPLC Analiz Sonuc¢lar
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Sekil F.3 4,5,6,7-terahidro-6-fenil-4oksobenzofuran-5-il-hidroksi (6) bilesigi
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Sekil F.4 Doniisiim sonrasi 4,5,6,7-terahidro-6-fenil-4oksobenzofuran-5-il-asetat
(3) bilesigi

168



AU
[254nm,4nm (1.00)

o
g
3
500 g
450 “g
<
¥
400 ‘\
|
350 \‘
|
300 ‘ |
|
|
250 |
|
|
200 |
=3 |
= |
~ |
150 2 {
o |
g |
- |
100 < ‘
o \
> 3
3 g/\ | \
50 59
g9
sg
0 OIS

@
S
5}
0
a_
o
IN
o
o
IN
o
o
o
o
o
o
a
o
3
o
o
I3
a
o

T e e N
70.0 75.0 80.0min

Sekil F.5 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-hidroksi (7)
bilesigi
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Sekil F.6 Doniisiim sonrasi 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-
il-asetat (5) bilesigi
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Aspergillus Oryzae RIB40 ile Gergeklestirilen Biyotransformasyon Sonrasi

HPLC Analiz Sonuc¢lar
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Sekil F.7 4,5,6,7-terahidro-6-fenil-4oksobenzofuran-5-il-hidroksi (6) bilesigi
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Sekil F.8 Doniisiim sonrasi 4,5,6,7-terahidro-6-fenil-4oksobenzofuran-5-il-asetat
(3) bilesigi
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Sekil F.9 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-5-il-hidroksi (7)
bilesigi
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Sekil F.10 Dontistim sonrasi 1-benzil-4-okso-6-fenil-4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-
5-il-asetat (5) bilesigi

171



TEZDEN URETILMIS YAYINLAR

Konferans Bildirileri

1. Yilmaz Kara L., Caliskan Z., "Biotransformation Of Pharmacologically Active
Products With Aspergillus species" 9th International "Bagkent" Congress On
Physical, Engineering, And applied Sciences on May 20-23, Istanbul. Turkey. Pp:
255-256.

Projeler

1. Aspergillus Tiirleri ile indol Tiirevlerinin Biyotransformasyonu, Yildiz Teknik
Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatérliigii —Genel Arastirma Projesi
(GAP), FBA-2023-4736, Istanbul/TURKIYE.

172



