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Biyotransformasyon ya da diger bir deyisle biyokatalitik doniistimler
giinimiizde klasik organik kimya da gergeklestirlimeleri gii¢ bazi1 tepkimeleri
kolaylikla ve ‘gevre dostu’ kosullarda gerceklestirmeleri nedeniyle oldukca
onemsenen bir arastirma alamdir. Ozellikle asimetrik sentez ydntemleri igerisinde
agirligi ve kullanim alan1 gittikge artmaktadir. Bu yontemler hem hiicrelerin hem de
izole enzimlerin kullanilmasi ile gerceklestirilebilmektedir. Bu ¢alismada iki 6nemli
famasotik Onciil madde sentezlenmis ve dehidrogenaz enzimleri ile biyodoniisiim
calismalarina tabi tutulmustur. Bu yapilardan ilki a-asetoksi enon yapisindaki 4-
metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat digeri 2 ise a-hidroksi keton yapisindaki 6-
hidroksi-3-metoksisiklohekz-2-enon 3 dur. Bu maddelerin elde edilebilmesi igin
oncelikle  3-metoksi-siklohekz-2-enon, 1,3 diketon yapisindaki baslangi¢
maddesinden sentezlenmistir. Daha sonra kimyasal asetilleme tepkimesi ile madde 2
ve lipaz enzimleri katalizorliigiinde enzimatik deastilleme tepkimesi ile madde 3
sentezlenmistir.  Sentezlenen maddelerin  yap1 tayini NMR analizi ile
gerceklestirilmistir.  Bu maddelerin  dehidrogenaz enzimleri ile biyokatalitik
dontistimlerinde ise galaktitol dehidrogenaz, sikimat dehidrogenaz ve diaforaz

enzimleri kullanilmustir.

Anahtar Kelimeler: Biyotransformasyon, lipaz, dehidrogenaz, asetoksienon, o

hidroksienon.



ABSTRACT

Biotransformation or in another word biocathalitic conversions have gaining
attention for their ability to perform such reactions that can hardly afforded by
conventional chemical synthesis. Particularly in asymmetrical synthesis area they are
becoming one of the mainly used techniques. These techniques can be accomplished
with whole cells, their extract or isolated enzymes. In this study two important
pharmaceutical precursor were synthesized and subjected to dehydrogenase mediated
bioconversion reactions. One of these compound is a a- acetoxy enone structure 4-
methoxy-2-oxocyclohex-3-enyl acetate 2 and the other is a a-hydroxyl ketone
structure 6-hydroxy-3-methoxycyclohex-2-enone. To obtain these compounds firstly
3- methoxy-cyclohex-2-enone was synthesized from 1,3 diketone 3 structure. After
that acetylation reaction was performed and compound 2 was obtained and lipases
were used to afford the other compound 3 by enzymatic deacetilaton. All these
compound were identified by NMR analysis. For dehydrogenase mediated
biocatalyic conversions galactitol dehydrogenaze, scimate dehydrogenase and

diaphorase are used.

Key Words: Biyotransformation, lipase, dehydrogenase, acetoksyenone, o

hydroxyenone.



TESEKKUR

Bu tezin gergeklestirilmesinde, baslangicindan sonuna kadar manevi destek
ve yol gostericiligini benden esirgemeyen, gerekli biitiin yardim ve yonlendirmeleri
yapan, deneyimlerinden yararlandigim, bilgi ve birikimime katkida bulunup,
amacima dogru hizla yol almam, ¢esitli ihtimalleri goriip ufkumu agmam igin
sagladigr imkan ile degerli katki ve anlayisindan dolay1 sayin hocam Yrd. Dog. Dr.
Betiil SOPACT’ ya tesekkiirlerimi sunarim
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1. GIRIS

Enzimler ve diger biyolojik katalizorler asimetrik yapiya sahip molekiillerdir.
Bu ozellikleri dogada secici ve hedefe 6zgilin biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesini
saglamaktadir. Bu nedenle biyolojik olarak aktif molekiillerin sentezinde ki bunlar
arasinda farmasotik 6zellikteki molekiiller ve zirai miicadelede kullanilan ajanlar
biiyiik yer tutmaktadir, optik saflik (%ee) degeri en 6nemli 6l¢iittiir 1. Olasi istenmeyen
yan etkilerin giderilmesinin yani sira, kullanilan biyoaktif molekiiltin etkinligi de optik
saflik derecesine baglidir. Bu giin optikce saf iiriinlerin diinya pazarindaki hacmi 100

milyar dolar1 bulmaktadir ve ilag endiistrisinin yaklasik % 70’ini kapsamaktadir 2.

Kiral biyoaktif maddelerin iiretimi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi akademik
bilgi birkimimizin olusmasina katki saglamasinin yaninda 6zellikle iilkemiz ilag

sanayinin de degerlendirebilecegi yontemlerin gelistirilmesinde de etkili olacaktir.

Bu 6nemli kiral yapilardan biriside kiral alkollerdir. Bircok farmasotik 6neme
sahip bilesigin yapisinda bulunurlar. Bunun disinda a-hidoksi ketonlar ise kiral bir
karbon atomunun bagh olan o karbonunda bir fonksiyonel grup bulundururlar.
Karbonil grubunun kolaylikla dioller, halo ya da amino tiirevleri gibi diger fonksiyonel
yapilara doniistiiriilebilmesi nedeniyle bu yapilar énemli biyoaktif yapitaslari arasinda
bulunurlar 3. Alfa hidroksi ketonlarin indirgenme iiriinleri diolleri olusturur. Dioller de
ayni sekilde tasidiklari kiral enformasyon ve alkol gruplarinin fonksiyonelligi
diisiinildiginde o hidroksi ketonlar kadar énemli yapilardir. Visinal dioller aldehit ve
ketonlarin sentezinde kullanilirlar 4. 1,2-diketonlarin sentezinde ve o-ketoalkollerin
olusumunda kullanildiklar1 da bilinmektedir 5. Yukarida bahsi gecen kiral yapilarin
sentezinde biyokatalitik yontemler etkili bir sekilde kullanilabilmektedir. Bu
yontemeler arasinda enzimatik ylikseltgenme ve indirgenme, deasetilasyon ve kinetik

ayrisma tepkimeleri 6nemli yer tutarlar 6.

Bu calismada biyokatalitik yontemler kullanilarak halkasal yapidaki a asetoksi
enon ve o asetoksienon yapisinin biyokatalitik deasetillenmesi sonucu olusan a
hidroksi keton yapisindaki iki kiral molekilin dehidrogenaz enzimleri ile

gerceklestirecekleri tepkimeler ele alinmistir.



Bu yapilardan ilki 4-metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat 2 halkasal
poliokso keton yapisinda bir maddedir ve bu 6zellikteki maddeler bir¢ok biyoaktif
molekiilliin 6nemli yapisal tlinitelerindendir 7. Etkili asimetrik sentez yontemleri
arasinda Mn(OAc)sz kullanilarak gergeklestirilen metal etkili radikal tepkimeler en
yaygin kullanilan yontemlerden birisidir 8. Mn(OAc)s kullanilarak gerceklestirilen
tepkimeler bircok kemo- ve stereo-secici sentez yontemlerinin gelistirilmesinde
kullanilmistir °. Mn(OAc)z ‘in KMnO4/Mn(OAc), den in-situ preperasyonlarinin

kullanimida literatiirde mevcuttur 10,

Sekil 1.1. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enilasetat’in yapisi.

6-Hidroksi-3-metoksisiklohekz-2-enon yapisi ise asetoksi enon yapisindaki
molekiiliin lipaz ya da esteraz enzimleri ile biyokatalitik olarak deasetillenmesi sonucu
elde edilebilirler ™. Lipaz enzimleri enzimatik yontemler arasinda ozellikle kinetik
ayrisma tepkimeleri ile optikge saf bilesiklerin elde edilmesinde kullamilirlar °. Bu
calismada da lipaz enzimi katalizorliigiinde kiral yapida olan baslangic maddesi 2
enzimin enantiyo-segici deasetilleme Ozelliginden yararlanilarak kinetik ayrigma
tepkimesine tabi tutularak optikge saf iiriiniin elde edilmesi planlanmistir. Kinetik
ayrisma tepkimelerinin 6zelligi geregi olusan iiriin en iyi ayrisma diizeyinde % 50 verim
ile olugsmakta ve donilisiime ugramayan baslangic maddesi de yiliksek optik saflikta elede

edilebilmektedir °.

Sekil 1.2. 6-Hidroksi-3-Metoksi Siklohekz-2-Enon’un Yapisi



Calismamizda sentezledigimiz baslangic maddeleri 2 ve 3 halkasal yapisinda bir
kiral merkez ve bu kiral merkezin hemen yaninda —enon yapisinda bir fonksiyonel bolge
barindirmalar1 agisindan biyoaktif bir molekiil onciilii olarak degerli bir yapisal 6zellik
gostermektedir. Bu tiir maddelerin indirgenme firiinlerini inceleyecek olursak, hem
karbonil grubunun hem de ¢ift bag bulunduran karbon atomunun enantiyo-segici
indirgenme triinlerinin de baslangic maddeleri gibi degerli yapilann olusturdugu
goriilmektedir. Karbonil grubu indirgenme iiriinii iki kiral merkez ve halka yapisindaki
doymamis bir karbon atomu bulunduracaktir.(Sekil 3a,b) Bu yap1 optikge saf olarak elde
edildiginde yap1, tasidigr kiral enformasyon zenginlestirilmis fonksiyonel bir biyoaktif
molekiil Onciilii haline gelir. Ayrica yapr ¢ift bagin indirgenmesi ile de

zenginlestirilebilir bir molekiilii halindedir. (Sekil 3¢)

OH OH O
Q. AL "D
O *
OMe OMe OMe
a b (o

Sekil 1.3. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat ve 6-hidroksi-3-metoksi
siklohekz-2-enon’un indirgenme {irtinleri.

Belirtildigi tizere biyoaktif molekiillerin yiiksek optik saflikta elde edilmeleri
olduk¢ca oOnemlidir bir baska deyisle optik saflik derecesi biyoaktif molekiillerin
sentezinde Oncelikli bir konudur. Enzimler ve reseptorler gibi biyolojik olaylarin
gerceklesmesine sebep olan 6nemli yapilar kiral molekiillerdir ve kendilerine 6zgii kiral
bilgiyi tasidiklarindan bu yapilar iizerinde etkili olacak maddeler i¢in de oldukca secici
davranirlar. Bu nedenle biyoaktif molekiillerin sentezinde enzimlerin kullanim segicilik
acisindan onemli avantajlar saglamaktadir. Ayrica enzimlerin kendi substratlar1 disinda
benzer yapida molekiilleri, bazi durumlarda ise farkli kimyasal doniisiimleri
gerceklestirebilmeleri  de  biyotransformasyon c¢aligmalarinda  kullanilabilmelerini

saglamaktadir.



Bizim calismamizda indirgenme tepkimeleri i¢in bu  doniistimleri
gerceklestirebilecek dehidrogenaz enzimleri segilmistir. Sentezledigimiz baslangic
maddelerini indirgeyebilecek dehidrogenaz enzimleri segilirken molekiillerin temel
yapist ve indirgenmesi planlanan fonksiyonel bdlge dikkate alimmistir. Buna gore
galaktitol dehidrogenaz (EC 1.1.1.16) ve sikimat dehidrogenaz (EC 1.1.1.24) enzimi
halkasal asetoksienon 2 ve hidroksienon 3 yapisindaki maddelerimizin karbonil grubunu
indirgeyebilecegi  diisiiniilmiistiir. ~ Galaktitol ~dehidrogenaz (galaktito:NAD" 5
oksidorediiktaz; GatDH) ilk olarak galaktitolii kullanan mutant bakteri Rhodobacter
sphaeroides Si4’den izole edilmistir **. Homotetramerik yapidaki bu enzim galaktitolii
indirgeyerek L-tagataoza doniisiimiinii katalizler'™. Ayrica bu enzim hidroksiaseton ve
hidroksiketon gibi molekiillerin indirgenme tepkimeleri igin biyotransformasyon

calismalarinda da kullanilmistir™. (Sekil 4)

OH  HOon O HOoH

E GatDH
—_—
OH /—\ OH B

NAD*  NADH

galaktitol L-tagatoz
GatDH o~
—_—
HO Y T HO™ ™
O NADH NAD* OH
hidroksiaseton (s)-1,2-propendiol

Sekil 1.4. Galaktitol dehidrogenaz enziminin katalizledigi tepkimeler*,

Sikimat dehidrogenaz enzimi sikimat izyolunda 3-dehidrosikimatin sikimata

doniisiimiinden sorumludur *'. (Sekil 5)



COO NAD(P)H NAD(P) COO

o OH HO OH
OH OH

Sekil 1.5. 3-Dehidrosikimatin sikimat dehidrogenaz katalizorliiglinde gerceklesen
indirgenme tepkimesi.

Corynebacterium glutamicum endiistride aromatik yapilarin biyodoniisiimiinde

siklikla kullanilan bir mikroorganizmadir. Bu mikroorganizmadan tespit edilmis
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olangikimat dehidriogenaz Niefind ve ark. tarafindan izole edilmis ve

klonlanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. KIRALITE

Bir kiral molekiil ayna goriintiisii ile aym1 olmayan molekiil olarak
tanimlanir. Kiral molekiil ve onun ayna goriintiisii enantiyomerlerdir ve kiral
molekiil ile ayna goriintiisii arasindaki iliski enantiyomerik iligki olarak ifade
edilir. Kiral sozcligii Yunanca'da el anlamima gelen cheiros sozciigiinden
gelmistir. Ayna goriintiisii ile iist iiste ¢akisan nesnelere ise akiral nesneler denir
19

Molekiillerin kiralligi nispeten basit molekiiller iizerinde gosterilebilir,
Ormnegin: bromokloroflorometan molekiiliindeki karbon atomuna dort farkli grup
baglanmistir. Bu molekiiliin ayna goriintiileri birbirleriyle ¢akismaz. (Sekil 2.1)
Merkezdeki karbon atomu stereomerkez olarak kabul edilir. Birbirinin ayna
goriintlisii olan bu yapilardan biri polarize 15181in diizlemini saga Obiirii sola
ceviren iki optik izomerdir yani enantiyomerlerdir. Kiral karbon atomlarinda

gbzlenen disimetri molekiiliin optikge aktifligini belirler.

H»=C. C =« H

/ \Br Br{ '\F

Sekil 2. 1. Kiral bir karbon bilesiginin iki farkli enantiomerik yapisi.

Kiral yapilar erime noktalari, kaynama noktalar1 hatta Kiral ortamlarda
ayn1 reaktiviteyi gostermeleri gibi fiziksel ve kimyasal agidan farklilik

gostermezler. Ancak akiral bir ortamda bu molekiiller birbirlerinden tamamen



farkli ozellikler sergilerler ?°. Bu kiral yapilar enzim ya da reseptor
molekiilleridir.  Iyi  bilinen bir gézlemde baz1 maddelerin  farkli
enantiyomerlerinin farkl1 koku ve tatta olmalaridir. (Ornek thalidomide) 21(Sekil
2.2)

Gofadr

Sekil 2.2. Talidomit’in kiral yapis1

Giinlimiizde kiral yapilar kimyasal ve farmasotik endistriistride en 6nemli
yapi taslar1 olarak kabul edilmektedir. Ornegin kimyasal katalizor, sivi kiristaller,
tat ve koku kazandiran maddeler, tarim ilaglar1 ve tibbi ilaglar gibi ¢ok cesitli

22 Bu nedenle

iriin araliginda kiral sentez yontemleri kullanilmaktadir
enantiyomerik olarak saf madde sentezi Ozellikle biyoaktif molekiillerin
(ilaglarin) ya da ilag¢ hammadesi olabilecek maddelerin iiretimi i¢in oldukca
onemlidir. Bugiin tretilen ilaclarin yarisindan fazlasi tek bir enantiyomer olarak
iiretilmektedir. 2 Biyoaktif molekiillerde daha aktif enantiyomere eutomer ve daha

az aktif enantiyomere dono diastromer denir. Bazi durumlarda propanolol (B-

bloker) da oldugu gibi diastromerlerin hi¢ aktivitesi yoktur 23,

2.1.1. Kiral Uriinlerin Sentezleri

Kiral yapilar organokatalitik molekiillerin yardimiyla ayrica biyokatalitik

yontemler ile sentezlenebilirler. Bu yontemler asagidaki gibi siralanabilir.

- Kimyasal metodlarla enantiyosaf maddelerden tiretimi
- Asimetrik sentez

- Rasemik karigimlarin ayristirilmas: yontemleri ile tiretilmektedirler.


http://www.k-faktor.com/contergan/thali

Enzimler bu sentez metodlarindan asimetrik sentez ve rasemik karigimlarin
ayristirilmas1 yontemlerinde etkinlikle kullanilabilmektedirler **. Biyokatalizorlerin

kullanildig1 yontemler biyotransformasyon olarak da bilinirler.
2.2. BIYOTRANSFORMASYON

Enzimler veya canli organizmalarin katalizor olarak kullanilmasiyla
meydana gelen kimyasal tepkimelerdir. Bu tip reaksiyonlar ilag, gida, koku
kimya endiistrisi enerji iiretimi atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi,
toksik atiklarin degredasyonu gibi alanlarda uygulanmaktadir. Ozellikle ilag
endustrisinde ilagc hammadelerinin kesfi i¢in 6ncii bilesiklerin tiirevlerinin elde
edilmesinde  kullanilir®, Biyotransformasyon prosesleri insanlik tarafindan
kullanimi1 antik donemlere dayanmaktadir. Ornegin sarabin mayalanma ile

tiretimi  Siimerler’den beri bilinen bir yontemdir.

2.2.1. Biyotransformasyonun Ozellikleri

2.2.1.1. Tepkime segiciligi

Biyotransformasyon diger bir degisle biyokatalitik sentez kimyasal sentez
yontemleri (homojen ya da heterojen) ile karsilastirildiginda kendine 6zgii 6zellikleri

ile gbze carpar. Bu 6zelliklerin basinda segicilik gelir 2.

Biyotransformasyon tepkimeleri yan tepkimelerin olusumunun nadiren
gbzlemlendigi yontemlerdir. Bununla beraber enzimatik kataliz ile gerceklesen bu

tepkimeler oldukga secicidirler. Enzimler;

- Molekiildeki belirli bir bolgenin katelizlenmesini saglayan kimyasal segiciligi

Enantiyomerler arasinda ayrim yapilabilimesini saglayan stereoseciciligi, gosterirler.

- Enzim aktif merkezi asimetrik bir yapidadir ve bu {i¢ boyutlu yap1 asimetrik

yap1 belirli amino asitlerin fonksiyonel gruplarinin belirtilen segicilikleri



gostermeleini sagliyacak sekilde milkemmel bir oryantasyonda organize
olmustur. Bu sayede benzer reaktif gruplar arasindaki fonksiyonel grup
secimini kolaylastirirlar Ornegin alifatik ketonlarin indirgenmesinde kimyasal
kataliz ile ancak ardisik karbonil gruplarinin bribirinden ¢ok farkli olmasi
durumunda yiiksek enantiyometik fazlalik elde edilebilirken enzimatik
tepkimeler ile etil propi keton gibi molekiiller i¢in bile optik¢e saf iiriin
olusumu miimkiindiir 2°. Ayrica biyokatalitik tepkimelerle istenilen
pozisyonda se¢imli olarak fonksiyonel grup katilabilir. Fakat kimyasal

yontemlerle bu pek miimkiin degildir.
2.2.1.2. Iliml1 tepkime kosullari

Kimyasal olarak gergeklestirilen reaksiyonlar birka¢ adimda olusur ve bu esnada
cevre ic¢in zararli yan tepkimeler meydana gelir. Enzim ve substratlarin ara
tepkimeleriyle aktivasyon enerjisi olduk¢a disiiriiliir. Bu sayede biyotransformasyon
40°C sicaklikta, notrale yakin bir pH ve normal basing altinda gerceklesebilir. Bu
nedenle biyokatalitik tepkimeler genellikle yumusak tepkime kosullarinda
gerceklesen giivenli tepkime ortamlaridir. Ornegin glukoz ve etanol patlayic

hidrojen gaz1 yerine hidrojen kaynagi olarak kullanilabilmektedir 2.
2.2.1.3. Biyotransformasyon Tiirleri

Biyotransformasyon reaksiyonlar: tiim hiicre ve izole enzim sistemleri olmak
tizere iki yontem kullanilarak gerceklestirilebilinir. Bitkilerdeki, hayvanlardaki ve
mikroorganizmalardaki tepkimeler biyolojik sistemler enzimlerle katalizlenirler.
Buna gore mikroorganizmalarin irettigi bilesiklerin metabolizmasi, in vitro
enzimatik reaksiyonlar, bitki ve hayvan hiicrelerinde ki yollar ve ila¢ metabolizmasi

biyotransformasyon olarak adlandirilabilir 2,

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 biiyliyen hiicreler, 6nceden biiylitiilmiis

hiicreler, tutuklanmis hiicreler ya da saf enzimlerle gergeklestirilebilirler 2



i) Biiyiiyen Hiicrelerle Biyotransformasyon: Biyotransformasyon
mikrobiyal kiiltiirler, bitki veya hayvan hiicrelerinin biiylime ortamlarinda
gerceklestirilebilirler. Bu yontemde hiicre kiiltiiriine ve ger¢eklesmesi beklenen
biyokatalitik tepkime kosullarina uygun biliyiime ortaminin se¢ilmesi en énemli
asamadir. Ayrica hiicrelerin iiremesi sirasinda tepkime ortamina eklenecek
substrat i¢in en uygun zamani belirlenmesi, lireme kosullarinin (sicaklik,
incubator rotasyon hizi, oksijen ihtiyact vb.) optimize edilmesi de hem verim

hemde olusacak iiriiniin optic saflik derecesini etkileyebilmektedir 2%,

ii)  Onceden  Biiyiitiilmiis ~ Hiicreler  ile  Biyotransformasyon:
Mikroorganizma optimum kosullar altinda c¢ogaltildiktan sonra santrifiij,
biyokiitle veya filtrasyon gibi yontemlerle ayrilir. Ayrilan hiicreler substrat iceren

optimum pH taki destek ¢ozeltisi veya su ile siispansiyon hale getirilir %,

iii) Tutuklanmis Hiicreler ile Biyotransformasyon: Serbest hiicreler ile
gerceklestirilen biyotransformasyonla kiyaslandiginda tutuklanmis hiicreler ile
gerceklstirilen biyotransformasyon daha kararli isletme olanagina sahiptir.
Tutuklanmig hiicreler tepkime ortamindan kolaylikla uzaklastirilip tekrar
kullanilabilirler. Ortamda tutulabiliyorsa biyotransformasyon siirekli olarak
gerceklestirilebilir. Uriin olusum hiz1 yiiksek, inhibisyon etkisi minimumdur.
Boylelikle biyokatalizoriin kararlilifit ve maksimum etkinligi korunur. Bu

yontemin ek maliyet getirmesi ve difuzyon kisitlamalar1 dezavantajdir 28,

iv) Cok fazli sistemler ile biyotransformasyon: Sudaki ¢oziinlirliigi diisiik
substratlarin yiiksek derisimlerinde calisilir, tepkime dengesi iiriin ve substratin
fazlar arasindaki dagilimiyla degistirilebilir, su aktivitesine bagl olarak tepkime
dengesi degisir, substrat ve iirlin inhibisyonu azaltilir, biyokatalizor veya triini
ortamdan uzaklastirmak kolaydir, mikroorganizma bulasma riski distk,

biyokatalizorler daha kararli, tepkime hiz1 yiiksektir %

v) Farkli mikroorganizmalarla katalizlenen ardisik biyotransformasyon

adiminin birlestirilmesi: 1ki ardisik basamak gerektiren biyotransformasyon
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farkli mikroorganizmalar tarafindan katalizlenebilir. Baz1 ardisik biyotepkimeler

yek bir biyoreaktdrde mikroorganizma karigimi kullanimi ile gerceklestirilebilir
28

vi) Immobilize hiicreler ile biyotransformasyon: Mikroorganizmalar {iriin
ve substratin olsumuna izin veren bir polimer matrikste (poliakrilamid, kappa-
karragenan, alginat, seliiloz, nisasta vb.) tutuklanir. Immobilize hiicreler
istenildigi anda ortamdan uzaklastirilabilir, yeniden kullanilabilir ve kesiksiz

proseslere uygundur .

vii) Serbest ve Immobilize Enzimlerle Biyotransformasyon: Immobilize
hiicrelerin biyotransformasyonda kullanilmasi daha ekonomik olmasina ragmen
cok basit yapili bir hiicre bile binlerce enzim icerdiginden istenmeyen yan
reaksiyonlarin olugsmasi ve ortamin bu reaksiyonun firiinleri ile kirletilmesi s6z
konusudur. Yalniz biyotransformasyonu Kkatalizleyen enzimin kullanilmasi
durumunda bu sakinca ortadan kalkar. Enzimler pahallt maddeler oldugundan
serbest enzim yerine c¢esitli yontemlerle hazirlanan immobilize formlarin

kullanilmas1 biiyiik bir ekonomik avantaj saglar %,

2.3. ENZIMLER VE ENZIMATIK TEPKIME TURLERI

Enzimlerin katalizér olarak kullamlmalarinin gesitli avantajlar1 vardir %.
Enzimlerin bu onemli o6zellikleri ve sagladiklar1 avantajlar Asagidaki gibi

siralanbilir.

Iimh tepkime kosularinda cahsirlar. Genelikle pH 5-8 ve 20-40 °C de
etkilidirler.

- Yan firiin olusturmazlar. Verim %100°e yakindir. Bozunma, izomerizasyon,
rasemizasyon ve yeniden diizenlenme tepkimeleri kimyasal olarak
gerceklesmez.

- Spesifiktirler. Enzimler sadece bir substrata veya ayn1 fonksiyonel grubu olan

substrat serisine karsi etkilidirler.
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Enzim molekiili ne kadar biiylik olursa olsun substrat bunun sadece aktif
merkezine baglanir ve biyokimyasal tepkime bu aktif merkezde gergeklesir. Aktif
merkez ile substrat arasinda indiiklenmis uyum olarak tanimladigimiz bir etkilesim
vardir. Bu 6zellik enzimin segiciligi dahil bir ¢ok katalitik 6zelligini etkileyen bir

fenomendir.

Enzimler kismen ya da tek bir protein halinde izole -edilebilir,
saflagtirilabilirler. Bu acidan enzimatik kataliz tepkimelerinde bazi dezavantajlar da
s6z konusudur. Bir enzim dogada sadece belirli bir enantiyomerik formda bulunur,
farkli bir enatiyomerik yapida maddenin sentezi i¢in ayn1 tepkimeyi katalizleyen yeni
bir enzimin arastirilmasi gerekmektedir. Buna ek olarak her enzim belirli operasyon
kosullarinda ¢alisir ve bu kosullar nispeten sinirlidir. Organik ¢oziiciiler igerisinde
enzimatik tepkimeleri gerceklestirmek oldukga giictiir. Dogal kosullart geregi su
ortaminda galisirlar. Ayrica enzimler verimini etkileyecek sekilde ortamda olusan

iiriin ya da substratin kendisi tarafindan inhibisyona maruz kalailirler °.

2.3.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Uluslaras1  Biyokimya  Birligi Enzim Komisyonu enzimleri,
katalizledikleri ya da etki ettikleri genel reaksiyon tipinin sonuna —az eki
getirerek 6 smifta toplamig, her sinifi alt siniflara bunlarida daha alt siniflara

ayirmigtir °

- Oksidorediiktazlar
- Transferazlar

- Hidrolazlar

- Liyazlar

- Izomerazlar

- Ligazlar
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2.3.1.1. Oksidorediiktazlar

Biyolojik oksido-rediiksiyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir.
NADH, NADPH, FADH; ve FMNH, koenzimlerini bulundururlar. C-H, C-C ve
C=C baglarinin kirilmasi ya da hidrojen atomu eklenmesi bu enzim grubunun
katalizledigi temel tepkime tiirleridir ®. Dehidrogenazlar ve oksijenazlar bu enzim
grubunda asimetrik sentez tepkimelerinde siklikla kullanilanilirlar. Kiral
alkollerin sentezinde dehidrogenaz enzimlerinin, 6rnegin alkol dehidrogenazlar

ve laktat dehidrogenazlar gibi genis bir kullanim alan1 vardir °,
2.3.1.2. Transferazlar

Aldehit, keton, agil, azot, fosfat ve kiikiirt iceren gruplarin bir bilesikten
digerine aktarilmasini katalizleyen enzimlerdir. Transaminazlar bu gruba en 1yi
ornektir. Bunlar aminoasit metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Bu grubun en
iyi bilinen enzimleri, glutamate-okzalaasetat transaminaz (AST) ve glutamate-
piruvat transaminaz (ALT) dir %,

2.3.1.3. Hidrolazlar

Ester, eter, peptid gibi yapilarin hidroliz iriinlerinin olusmasini saglayan
enzimlerdir®. Glikozidazlar, lipazlar, kolinesteraz, fosfatazlar, sulfatazlar, pepsin,
tripsin, losin aminopeptidaz, karboksi peptidaz ve iireaz gibi enzimler bu gruba

rnektir 2,
2.3.1.4. Liyazlar
Kiigiik molekiillerin C=C, C=N ve C=0 baglarina eklenmesini saglarlar °.

Ornegin  karboksiliyazlardan  dekarboksilazlar, piruvat  dekarboksilaz,

dehidratazlardan fumaraz gibi %.
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2.3.1.5. izomerazlar
Cis ve trans izomerazlar gibi epimerlesme, rasemlesme ve izomerizasyon

reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir 23

2.3.1.6. Ligazlar

C-0, C-S, C-N ce C-C baglarinin olugmasi ya da yikilmasini katizlerler®,
Bag olusum tepkimelerinin katalizlenmesinde ATP nin yikilmasindan olusan
enerjiden faydalanirlar. Ornegin asetati CoA ile birlestirerek As-CoA yi olusturan
asetil Co-A sentetaz ve yag asitlerini CoA ile birlestirerek yag asidi agil-CoA y1

meydana getiren acil-CoA sentetaz verilebilir 2.

2.4. BIYOTRANSFORMASYON CALISMALARINDA
OKSIDOREDUKTAZLAR

Tim hiicre sistemlerinde kullanilan bir¢cok yiikseltgenme ve indirgenme
tepkimelerinin asil katalizorleridir. EC. listelerine gore siniflandirildiginda kofaktor
olarak NAD, FAD, PQQ 176 farkli dehidrogenaz tanimlanir. En ¢ok bilinen ve en iyi
calisan dehidrogenaz at karaciger alkol dehidrogenazdir (HLAHD). Asetaldehitten
bisiklik ketonlara kadar genis bir substrat araligina sahiptir ve NADH bagimlidir.
Yiikseltgenme tepkimeleri dehidrogeazlarin indirgeme tepkimilerine goére daha dar
bir kullanim alanma sahiptir. Cogunlukla kiral alkollein Kinetik ayrisma —
enantiyomerlerden birinin se¢imli olarak oksitlenmesi ve ortamin diger enantiyomer
bakimindan zengin hale gelmesi- ve de dinamik kinetik ayrisma tepkimlerinde

kullanilir **

Dehidrogenaz enzimlerinin biyotransformasyon c¢alismalarinda en genis
kullanim alan1 indirgeme tepkimeleridir. Bu enzimler EC.1.1.1 grubu altinda
toplanan dehidrogenazlar ve rediiktazlardir **. Bu tepkimeler ile kiral alkollerin,

hidroksi asitlerin ve aminoasitlerin iiretilmesi miimkiindiir *. Alkol dehidrogenaz
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(ADH) enzimini ve onun Kkatalizledigi tepkimeleri 6rnek alirsak, 2 elektron
indirgenen nikotinamid alic1 bir molekiile bir keton ya da keto-amid aktarilir. Bu
akseptor reaksiyon ¢ogunlukla oldukga segici gerceklesen bir reaksiyondur. Hidrat
iyonu karbonil grubunun re- ya da si- yiiziine aktarilarak (R)- ya da (S)- alkol
tirtiniinii verir. (Sekil 5.3) Bu kurala uygunluk (Prelog kurali) bir ok ADH tepkimesi

icin gecerlidir 32,

Re-yuzUu
5
O OH
)L ADH, NAD(P)H R
R{ RZ - Rl/\ R2
Si- yuzu

Sekil 2.3. Prelog kuralina gére R; ve R siibstitiientlerinin biiyiikliiklerine bagh
olarak (R1> R») gergeklesen ADH katalizorliigiindeki indirgenme tepkimesi.

Literatiirde dehidrogenaz katalizorliigiinde gergeklesen karbonil grubu
indirgeme doniisiimlerinin  6nemli bir kismi tiim-hiicre doniisiimleri ile
gerceklestirilen biyotransformasyonlardir. Bunlar genellikle bakteri tiirleri (Or.
Rhodococcus spp.) (Sekil 5.4) ve maya (Saccharomyces) hiicreleri ile gergeklesen

dontistim tiirleridir.

Rhodococcus ruber OH
(0] DSM 45541 )\
—_—
. J — R
OH (0]
Ao

R= -(CH,),-CH=CMe,;n-C6H13,Ph)

Sekil 2.4. Rhodococcus ruber ile gerceklestirilen optikge aktif alkol iiretimi®®,

Tiim hiicre otomatik olarak metabolik yol izleyebildiginden dolay1
kofaktor rejenerasyonu icin kofaktdr dongiisiine ihtiya¢ duymaz. Ancak tiim

hiicre doniisiimlerinin bazi dezavantajlari vardir *.
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- Mikrobiyal doniisiimlerin verimliligi genellikle diisiik olur. Ciinkii dogal
olmayan substratlar cogunlukla yasayan organizmaya toksik etki yaparlar ve

diisiik konsantrasyonlarda tolere edilebilirler (hacim basina ~%0.1-0.3).

- Eger tirlin hiicre i¢cinde depolaniyor ve ortama salgilanamiyorsa verim diisiik
olur ve iirlin geri kazanimi zordur 2
- Ayrica rasemik substrat kullanildig1 zaman hiicre i¢ine ve hiicre digina kiral

taginma tepkimenin spesifikligini etkiler.

Mikroorganizmalarin farkli tiirleri farkli 6zelliklere sahiptir. Bu ylizden
literatiirle sonuglar1 karsilagtirabilmemiz i¢in tam olarak aymi kiiltiirii kullanmamiz

gerekir.

Tiim hiicre doniisiimlerine ek olarak gittikce artan sayida dehidrogenaz
enzimi izole edilmis ve biyotransformasyon caligmalarinda degerlendirilmistir 32,
Burada etkili bir ko-faktor doniisiim sisteminin kullanilmasi onemlidir. izole
enzimler kofaktor dongiisii gerektirir. (Sekil 5.5) Bunun yerine enzim igeren tiim

hiicre kullanilabilir.

Rhodococcus erithropolis
Karbonil eduktaz

Q OH, H
c N __co.Et > cl_4__CO,Et
7N

NADH | oot | NAD*

CO, < NS HCO,H

h Format dehidrogenaz

Sekil 5.5. Rhodococcus ruber’den izole edilmis karbonil rediiktaz enzimi
katalizorliigiinde gergeklesen biyo-indirgeme tepkimesi **.

Enzimatik kataliz tepkimeleri gilinlimiizde rekombinant DNA teknolojisinin
gelismesine dayali olarak yeni bir ¢cok yontemin kullanilmasina olanak sagliyacak

sekilde gelismistir. Yeni katalizorlerin degisik kaynaklarda taranmasi ve protein
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mihendisligi ile yeni enzimlerin ve tepkime tiirlerinin gelistirlmesi miimkiin
olmustur. Bu yontemler ile gelistirilen dehidrogenaz ve rediiktaz enzimleri ile Sekil
5.6°da  Ornekleri verilen Onemli biyodonilisim {iriinleri sentezlenmis ve

patentlendirilmistir %

OH O OH OH

OH
C'v'\/lLo/\ /\/\/ é ©/\
OH S

Enzim: Ketorediktaz (Codexis) P. furisous ADH Ketorediiktaz (Codexis) T. ethanolicus ADH

Sekil 5.6. Protein miithendisligi tirinii enzimler ile sentezlenmis optikce aktif 6nemli
kiral yapilar 36.37,38,39,

2.5. BIYOTRANSFORMASYON CALISMALARINDA LIPAZLAR VE
ESTERAZLAR

Lipazlar ve esterazlar EC. 3.1.1 grubunda bulunan hidrolitik enzimlerdir.
Esterazlar ester, amid ve glikozid baglarin1 koparan enzimlerdir. Bu enzimlerin dogal

fonksiyonlart triagilgliserollerin hidrolizi ve esterlesme tepkimeleridir 2,

Lipaz ve esterazlar hayvansal, bitkisel, dogal veya genetik olarak
iyilestirilmis mikroorganizmalardan elde edilebilir. Bu enzimler tarafindan
katalizlenmis reaksiyonlar kimyasal reaksiyonlara oranla daha g¢evre dostu olarak
tanimlanirlar. Diisiik aktivasyon enerjileri sebebiyle katalizledikleri reaksiyonlar
daha diisiik sicaklik ve nétral pH gerektirir. Enerji gereksinimleri diigiik iiriin ve
substrata kars1 aktiviteleri ¢cok yiiksektir. Bu aktivite 6zellikle de substrat yag-su ara
yiizeyinde en yiiksek seviyeye ¢ikmaktadir. Bu kavram ara ylizey aktivasyonu olarak

40
tanimlanir ",

Sentetik organik kimyada lipaz ve esteraz enzimleri hidroliz, esterlesme ve
transesterlesme tepkimeleri i¢in kullanilirlar ! Bunlarin arasinda en yaygin bigimde
karboksilik esterlerinin hidroliz tepkimelerinde kulanildiklarini goriiriiz. Bu enzimler

karboksil lipazlar ve esterazlar olarak bilinir (Sekil 5.7) **. Karboksilik esteraz ve
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lipazlar her ikiside ayni tepkime tiiriinii katalizlese de, hidrolize ettikleri esterlerin
yapilart farklhidir. Lipazlar daha ¢ok dallanmamis basit yapili alkonoik asitleri
hidroliz ederler. Ciinkii dogal substratlar1 yaglardir. Bununla beraber esterazlar
lipazlar kadar spesifik degildir ve biiylik acil gruplarini substrat olarak kullanirlar 42,
Bunun disinda esteraz ve lipaz enzimleri arasindaki énemli fark iki enzimin kinetik
davraniglaridir. Az ¢oziiniir esterler kullanildiginda substrat miktari arttiginda esteraz
tepkimelerinde enzim aktivitesi artmakta iken lipazlarda substrat konsantrasyonu

belirli bir kritik degere gelmeden aktivite artmaz *.

Alkoksi grubu Acil grubu

Ra

o

R; H'QO

Sekil 5.7. Karboksilik esteraz ve lipaz enzimlerinin karboksilik esterler tizerindeki
hidrolitik aktivitesi 2,

Kinetik ayrigma tepkimeleri esteraz ve lipazlarin kiral hammadde sentezinde
en sik tercih edildigi proseslerden biridir. Ornegin sekonder alkoller ve optikce aktif
karboksilik esterler rasemik karisimlar olarak kullanildiginda asetilleme ve hidroliz
tepkimeleri sonucu enzimlerin yiiksek seciciliginde Kinetik ayrisma tepkimeleri
olarak gerceklesir (Sekil 5.8) %. Burada rasemik alkollerin asetillenmesi ve esterlerin
kinetik ayrismasi ile optikge saf alkoller elde edilir. Bununla birlikte ayrigma

tepkimesi sonucu olusan optikge saf kiral asetoksi gruplar1 da olusur.
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Sekil 5.9. Lipaz katalizorliigiinde gergeklesen Kinetik ayrigsma tepkimeleri (a) Ester
hidrolizi ile kinetic ayrisma tepkimesi (b) Agilleme (esterlesme) tepkimesi ile kinetic
ayrisma tepkimesi

Kinetik ayrisma tepkimelerinde kullanilan domuz karaciger esteraz enzimi
(PLE, pig liver esterase) bilindigi kadariyla bu tiir tepkimeler igin en gii¢lii ve en ¢ok
kullamlmis enzimdir *. Bu enzim ¢ok yiiksek secicilikte gerceklestirdigi tepkimeler

ile oldukga genis bir substrat araligina sahiptir.

Lipaz ve esterazlarin endiistride ila¢ ve kimya endiistrisinde uygulama
alanlarindan kisaca bahsedecek olursak, yine oOncelikli olarak kinetik ayrisma
tepkimelerini &rnek verebiliriz. Onemli bir 6rnek BASF (Almanya) firmasi
tarafindan gelistirlen (R,S)-1- fenil aminin lipaz katalizérligiinde gergeklestirdigi
enantiyosegici agilleme tepkimesidir. Bu tepkimenin sonucunda olusan (R)-amid
iiriinii, (S)-aminden kolaylikla ayrilarak optikce saf olarak elde edilmistir **. Bunun
disinda DSM firmas1 hipertansiyon tedavisinde kullanilan Captopril ilacinin etkin
maddesinin {retimi i¢in lipaz kataizorliiglinde gercgeklestirdigi kinetik ayrigma

tepkimesi ile gelistirdigi yontemi kullanmaktadir %
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYALLER

Calismada kullanilan ticari enzimler Porcine Liver Esterase (EC 3.1.1.1),
Diaphorase (EC 1.8.1.4), Mucor pavanicus Amanolipase M (E.C 3.1.1.3) Sigma-
Aldrich’den temin edildi. Galaktikoldehidrogenaz (GatDH) enzim genini tasiyan
plazmitini igeren Escherichia coli BL21 (Invitrogen) Almanya Saarbruecken
Universitesi Dr. Gert Kohring’in laboratuarindan Sikimat/Kuimat —dehidrogenaz
(E.C. 1.1.1.24, E.C. 1.1.1.25) enzim genlerini (CglQDH CglAroE ve CgISDH-L)
tastyan plazmitleri ise K6In Universitesi’nden Dr. Niefind Karsten ve Dr. Jennifer
Raaf’in katkilar1 ile saglandi. Enzimatik tepkimelerde kullanilan ko-faktér NADH
Fluka, AppliChem, protein tayini i¢in Bradfort reaktant1 ve Bovine Serum Albumini
AppliChem, tepkimelerde kullanilan tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in gereken
kimyasallar (Tris bazi, NaH2PO4,Na2HPO4 tuzlar1) Sigma-Aldrich, baslangi¢
maddesinin sentezinde kullanilmis olan reaktantlar ve ¢oziiciiler (Mn(OAc)3.2H20,
KMnO4, Benzen, CH3COOH, MeOH Merck’ den temin edildi. Uriinlerin
saflastirilmast ve analizi i¢in gereken ¢oOziiciiler Merck’ten temin edildi. HPLC
analizlerinde Agillent 1100 Seisi HPLC cihazi kullanilmis. NMR spektrumlari
BRUKER DPX 400 MHz NMR cihaz1 ile kaydedilmis ve tetrametil silan internal
standart olarak kullanilmigtir. NMR igin numuneler doétorokloroform (CDCl3)

igerisinde ¢oziilerek analiz edilmistir.

Rekombinant E. coli hiicresinden hedef enzimin (GatDH) {iretilmesi i¢in
Sigma marka LB (Luria Broth) , ampisilin ve Fluka marka IPTG (Isopropyl p-D-1-
thiogalactopyranoside) kullanildi. Ham 6ziit eldesi Soniprep Ultrasonik Sonikator ve

Millipore Spin Coloumn Konsantrator ile gerceklestirildi.
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3.2. METOD

3.2.1. Enzimatik indirgenme  Tepkimelerinde  Kullanilacak  Olan
Substratlarin (4-metoksi-2-oksosiklohekz-3-enlilasetat ve 6-hidroksi-3-
metoksisiklohex-2-enon) Sentezi

Galaktitol  dehidrogenaz, diaforaz ve sikimat dehidrogenaz ile
katalizorliigiinde gerceklestirilecek indirgenme tepkimeleri ic¢in iki substrat madde
sentezlenmisitir. Bunlardan birisi asetoksienon yapisinda (4-metoksi-2-oksosiklohex-
3-enlilasetat) digeri ise bu maddenin lipaz enzimi ile deasetilasyonu ile elde edilen
(6-hidroksi-3-metoksisiklohex-2-enon) alfahidroksiketon yapisindadir. Ilk olarak
cyclohexane-1,3-dione’ dan metilasyon yontemi ile 3-methoxycyclohex-2-enone 1
sentezi yapilmistir. Daha sonra bu maddenin mangan-1ll asetat ile asetillenmesi
saglanmigtir. Olusan 4-methoxy-2-oxocyclohex-3-enlyacetate 2 lipaz ve esteraz
enzimleri ile 6-hidroksi-3-methoksisiklohekz-2-enona 3 doniigiimleri
gerceklestirilmistir. Bu maddede baslangi¢ maddesi olarak kullanilip galaktitol
dehidrogenaz, diaforaz ve sikimat dehidrogenaz ile enzimatik indirgenme

tepkimelerinde kullanilmstir.
3.2.1.1. 3-Metoksisiklohekzan-2-enonun sentezi

4.500 gr 1,3-siklohekzandion 100 ml'lik balona alinip 1-1.5 ml CH;COOH
eklenerek ¢oziinmesi icin 1sitict manto igerisinde de bir siire karistirilmigtir * Daha
sonra bu ortama 50 ml metanol eklenerek geri sogutma islemi baslatilmistir. Uriiniin
olusumu TLC kontrolu ile (hexan:etilasetat 1:1) takip edilmistir. Tepkimenin
yaklasik 12 saat silire sonunda tamamlanmasmin ardindan 1:1 hacim oraninda
etilasetat ile 2 kez ekstrakte edilmistir. Doymus NaHCO3 ¢ozeltisi ile pH 7-8" €
ayarlanmistir. Uriin kolon kromatografisi ile saflastirilmasi igin silika dolgulu kolon
kullanilmistir. Kolon (2:1) hexan:etilasetat de sartlanip, iirin (1:1) hexan:etilasetat
oraninda fraksiyonlanarak toplanmistir. Uriiniin yapi tayini 'H- NMR analizi ile

yapilmistir.
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3.2.1.2. 4-Metoksi-2-Oksosiklohekz-3-Enil Asetat Sentezi

Bu maddenin sentezi Demir ve ark. (2004) ** de aciklanan metoda bagh
kalarak bazi modifikasyonlar ile gerceklestirilmistir. Baslangic maddesi olarak bir
onceki basamakta sentezlenen 3-metoksisiklohekzan-2-enon kullanilmistir. Organik
¢oziicii olarak benzen kullanilmistir. Reaksiyon ortaminda suyun bulunmamasi
gerektiginden benzen kurutulmustur. Benzenin 1sitildig1 balona Na pargalar1 kesilip
konulmustur. Isitict manto ile benzen isitilip kaynatilmistir. Buharlasan benzen
kondensor yardimiyla tekrar yogunlasip ikinci balonda toplanmistir. Bu islem bir kag

defa tekrarlanmigtir. Bu islem argon gazi altinda yapilmistir.

Potasyum permanganat (KMnO,) 10ml asetik asit (CH3COOH) igerisinde
¢oziiniip 90 mL benzen eklendikten sonra 1sitic1 karistiricida geri sogutma islemi
gerceklestirilmistir. Bu islem baslatildiktan bir siire sonra mangan(IIl)asetatin
olusumu nedeniyle mor renk doniigiimiiniin gergeklesmesinin ardindan karigim
stiziilerek kalinti KMnO4 ortamdan uzaklastirilmistir. Karigim tekrar geri sogutma
islemine alindiktan sonra yavas yavas enon eklenmeye baslanmistir. Toplam 1260
mg 1:4 enon:KMnO,4 mol oraninda enon eklenmistir. Coziinmeyen KMnO4 un
ortamdan filtrasyon yardimi ile ayirilmasi islemi giiglestirdiginden KMnO, yerine
Mn(OAC)32.H,0 de denenmistir. Ancak Mn(OAc)3.2H,0 igerisindeki sudan kismen
kurtulmak igin 12-24 saat etiivde bekletilmistir. Asetilleme reaksiyonu sirasinda
olusan suyun ortamdan uzaklasmasi i¢in Dean-Stark kapan kullanilmistir. 250 ml'lik
balona 3 g mangan (I11) asetat ( Mn(OAc)3) 10ml asetik asitte (CH3COOH) ¢6ziiniip
ve 90 ml benzen eklenip reaksiyon baslatilmistir. Reflax basladiktan 45 dakika sonra
1000 mg enone eklenip 2-3 giin geri sogutma altinda tepkime siirdiiriilmiigtiir. TLC
kontrolleri 1:1 (hexan:etilasetat) ile yapilmistir. Ekstraksiyon i¢in benzen ugurulup
eter ile ellie edilip etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Doymus sulu NaHCOj3 ¢ozeltisi
ile notralize edilmistir. Ayirim icin kolon 0.9 EtOAc-1.1 hekzanda sartlanip
toplanmistir. Uriin analizi "H-NMR ile yapilnustir.
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3.2.1.3. 4-Metoksi-2-oksosiklohekz-3-enil asetat’in enzimatik hidrolizi.

Baslangic maddesi 4-methoksi-2-okzasiklohekz-3-enilasetat (20ul), 200l
DMSO'da ¢oziindiikten sonra enzim (Si18ir karaciger esterazi (porcine liver esterase)
30 mg, Amano Lipaz 40 mg) igeren 10 ml 50mM fosfat tamponunda (pH 7)
eklenmistir. Tepkime 30°C" ta 100 rpm rotasyon hizinda de rasemik iiriin eldesi i¢in
50 saat, optikce zenginlestirilmis {iriin olusumu igin 22 saat inkiibe edilmistir . Uriin
olusumu kontrolii 1:1 EtOAc:hexan hareketli fazda TLC ile takip edilmistir. Uriin
analizi H'- NMR ile enantiyomerik fazlalik (ee) degerinin tespiti i¢in HPLC ile
analiz edilmistir (Chiralpak AD, 90:10 Hekzan:izopropanol, 0,8 ml/dk.)

3.2.2. Galaktitol Dehidrogenaz ve Sikimat Dehidrogenaz Enzim Genlerini
Tastyan Rekombinant E. coli Hicrelerinin Biiyitilmesi ve Enzim
Uretimi

Galaktitol dehidrogenaz enziminin iretimi igin, E. coli BL21 (Invitrogen)
hiicreleri kullanilmigtir. Rekombinant hiicreler (E. coli BL21 ve DH5a steril LB
(Luria Broth) 100 mg/ml ampisilin igceren agar da iiretildikten sonra 10 mL LB siv1
besi ortamina alinmistir. 50 mL lik falkon tiiplerde biiyiitiildiikten sonra 100 pg/mL
konsantrasyonda antibiyotik (Ampisilin) eklenmistir. Bir gece biiylitiilen hiicreler
(150 rpm 37 0C) daha sonra 250 mL lik hacime ayni1 besi ortamina aktarilmig ve 600
nm de (absorbansi) OD=0,6-0,7 degerine ulasincaya kadar yaklasik 3-4 saat
tiretilmistir. Bu siirenin sonunda kiiltlir ortamina son konsantrasyon 1 mM olacak
sekilde IPTG (isopropil-B-D-tiogalaktopiranozit) eklenmis ve enzim {iretiminin
baglamas1 saglanmistir. IPTG 0.2pum filitreden (Millipore) gecirilerek islem
oncesinde steril edilmistir, 5-8 saat liretim ger¢eklestirildikten sonra hiicreler santrfiij
islemi (5000 rpm 4°C 10 min) ile ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatantin ayirilmasinin
ardindan ve hiicreler ekstraksiyon i¢in 10 mM NaCl, 10 mM imidazol, 10 mL 2 mg
lizozim enzimi icermekte olan (50 mM, pH:7,5) fosfat tamponuna alinmistir.
Sonikasyon islemi ile (2 dk, 2sn araliklarla) ham 6ziit hazirlanmistir. Daha sonra
santrfiijleme islemi ile ham 6ziit elde edilmistir. (20 000 rpm, 10 dakika 4°C). Uzun
siireli saklama igin 1-2 giin liyofilize edilmistir ya da %20 gliserol -20 °C igerisinde

saklanmustir.
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Liyofilize halde bulunan enzimin kullanildig1 deneylerde toz halindeki enzim
pH 6,5, 50mM fosfat tamponuna alinmis, hiicre duvariin parcalanmasina yardimeci
lizozim enzimi eklenip 5 dk buz banyosunda inkiibe edilmistir. Toplam 2 dk, 2sn
araliklar ile sonikator yardimi ile hiicreler parcalanmis ve daha sonra bu karisim
9000 rpm’'de 10 dk santrifiij edilerek ¢ozelti fazinda bulunan ham 6ziit ayirilmistir.
Ham o6ziit direk olarak enzimatik tepkimelerde kullanilmig ya da uzun sureli

saklanmasi durmunda ise -20°C de %50 gliserol ortamina alinmstir.

3.2.3. Bradford Protein Tayin Y dntemi

Standart Hazirlama: Protein tayini Bradford yontemine gore tayin edilmistir **. 1mg
albumin 1000ul suda ¢oziinmiistiir. 500 pl'si almip 500 pl su ile 0.5mg/ml'ye
seyreltilmistir. 0,5°lik ¢ozeltiden 500 pl alinip 500 pl su ile 0.25 mg/ml'ye
seyreltilmistir. Ayn1 igslemle 0,125°1ik bir ¢ozelti de elde edilmistir. Bir tane de kor
numune yani igerisinde protein bulunmayan hazirlanmistir. Hazirlanan bu
cozeltilerin her birinden 50ul almip 1.5 ml Bradford reaktantt bulunan

spektrofotometre kiivetlerine eklenmistir.

Protein degeri Ol¢iilecek olan numuneler ise 1:100 oraninda seyreltilip 1,5 ml
Bradford reaktantina eklenerek 595 nm de optik abzorbanslari 6lglilmiis ve protein

degerleri saptanmuistir.

3.2.4. 4-Methoksi-2-Oksosiklohekz-3-Enilasetat’in Dehidrogenaz Enzimleri
ile Biyokatalitik Tepkimeleri

Bolim 3.2.6 da tarif edilen sekilde hazirlanan rekombinant enzimler
(GatDH ve ShDH) 50mM fosfat tamponuna alimistir. GatDH ile gergeklestirlen
tepkimelerde tepkime ortamma 1 mM MgCL; eklenmistir. Bu karisima 10 mg
300 L. DMSO igerisinde 6 mg NADH eklenmistir. 35°C ta rotasyon hizinda 2
giin birakilmistir. Diaforaz enzimi ile gercgeklestirilen tepkimeler 4 mg liyofilize
enzim ile gergeklestirilmistir (Sigma, 6-8 U/mg). Tepkimeler enzim icermeyen

ve substrat igermeyen tepkime karigimlarindan olusan deneyler ile kontrol grubu
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kullanilarak gergeklestirilmistir. 24 saat sonra reaksiyonlara baglangicta eklenen

miktar kadar daha enzim eklenmistir.

Uriin olusumlar1 TLC ile takip edilmistir (1:1 EtOAc:hexan). Tepkime
ortami etil asetat ile 2 kez, konsantre NaCl ¢ozeltisi eklenere bir kez ekstrakte
edilmis ve magnezyum siilfat (MgSO4) ile kurutularak silika kolonda

(hexan:etilasetat 1:1 ) ayrilmistir.

3.2.5. 6-Hidroksi-3-Metoksiklohex-2-Enon’un Dehidrogenaz Enzimleri
Biyokatalitik Tepkimeleri

6-Hidroksi-3-Metoksiklohex-2-Enon 10 mg 300 puL. DMSO igerisinde
¢oziindiikten sonra igerisinde 6 mg NADH, donlisim i¢in kullanilan enzim
(GatDH (~28 U) ve ShDH (100 mg total protein) ) bulunan 50mM pH 6-8 fosfat
tamponuna alimigtir. 35°C’ta rotasyon hizinda 2 giin birakilmistir. Diaforaz
enzimi ile gergeklestirilen tepkimeler 4 mg liyofilize enzim ile
gerceklestirilmistir  (Sigma, 6-8 U/mg). Tepkimeler asetoksi enon
doniigiimlerinde oldugu gibi enzim igermeyen ve substrat icermeyen kontrol
deneyleri ile beraber yiiriitiilmiistiir. Uriin olusumlart TLC ile takip edilmistir
(EtOAc:hexan 1:1). Tepkime ortamu etil asetat ile 2 kez, konsantre NaCl ¢ozeltisi
eklenere bir kez ekstrakte edilmis ve magnezyum siilfat ile kurutularak silika
kolonda (1:1 Etil asetat:Hekzan) temizlenmistir. Olusan iiriin analizi *H- NMR ile

yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. 3-METOKSI-SIKLOHEKZ-2-ENON’UN SENTEZi

Enzimatik indirgenme tepkimelerinde kullanilmak {izere bir halkasal asetoksi
enon yapisi (4-metoksi-2-oksosiklohex-3-enlilasetat 2) sentezlenmesi amaglanmastir.
Bu maddenin elde edilmesi i¢in ilk basamak siklohekzan-1,3-dion’dan 3-metoksi-

siklohekz-2-enon’un sentezidir. (Sekil 4.1)

©) O
ii CH3;COOH @\
MeOH,gerisogutma
O OMe
1

Sekil 4.1. 3-Metoksi-Siklohekz-2-Enon’un Sentezi

Baslangig maddesi 1 in sentezi siklohekzan-1,3-dion’dan baslanarak
gerceklestirilmistir.  3-metoksisiklohekz-2-enon’un 1 sentezi asidik ortamda
gerceklestirilmistir. Sentez 1:50 oraninda asetik asit ve methanol karisimi igerisinde
gerceklesen reaksiyon tiriiniin olusumu TLC ile takip edilmis ve iiriinlin RF degeri
0,802 (EtOAc:Hekzan 2:1) olarak tespit edilmistir ve ilk 6 saat igerisinde {iriin
olusumu goézlenmeye baslamistir. Tepkime baslangic maddesinin tamami 16 saat
sonra tiikenmistir. Olusan {irlinlin saflastirilmasinin ardindan NMR ile yap: tayini
gerceklesmistir.(Sekil 4.2) Yapilan proton MNR analizinine goére molekiildeki
metoksi grubu 3.63 ppm, olefifinik proton 5.29 ppm de gelmis diger —CH2 pikleri
sirastyla 2.36-2.33, 2.29-2.25, 2.29-2.25 de gelmistir. (*H NMR (CDCls, 400 MHz):
0 5.29 (s, 2H), 3.63 (s, 3H), 2.36-2.33 (m, 2H), 2.29-2.25 (m, 2H), 1.95-1.88 (m,
2H)).Buna dayanarak sonuglar bize elde edilen maddenin beklenen enonon

yapisindaki {iriin 1 oldugunu géstermistir.
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Sekil 4.2. 3-Metoksi-siklohekz-2-enon’un proton NMR spektrumu

4.2. 4-METOKSI-2-OKZASIKLOHEKZ-3-ENIL ASETAT’IN SENTEZI

4-metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat 2 iki farkli enzimatik reaksiyon
(enzimatik indirgenme ve deasetilasyon tepkimeleri) icin baslangic maddesi olarak

sentezlenmistir.

a, B (doymamis ketonlarin o’ asetoksilleme iiriinleri 6nemli kiral ligantlardir
. Bu iriinlerin elde edilmelerine yonelik bir cok ydntem kullanilmustir B Bizim
burada kullandigimiz yontem Watt ve ark. tarafindan asetoksilleme tepkimelerinde
yiiksek verimde iiriin elde edilmesinde kullanilmis ve bir ¢ok arastirmaci tarafindan
gelistirilmistir *°. Benzenin gerisogutma ile gergeklestirilen bu tepkime genis bir

substrat araliginda denenmistir *+'**3

. Bu metodun diger yontemlere gore avantaji
arillenmis yan {riiniin olusmamasidir. Tepkime mekanizmasi radikalik olarak ilerler

B (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. a, B, Doymamis Ketonlarin o’ Asetoksilleme Uriinlerinin Olusum
Mekanizmasi

Uriin 1 e asetik asit:benzen ortaminda 3 ekivalent mangan asetat eklenmesi ile
3 enil pozisyonundan asetillenmesi saglanmistir (Sekil 4.4). 48-54 saat siiren geri
sogutma altinda %40-60 doniisiim orani ile oksidasyon {iriinii elde edilmistir. Bu

yontemle iiriin olusumu enantiyosecici olarak ger¢eklesmemektedir 13,

0] 0]
Mn(OAc)3 0)
ij\ PhH, CH3COOH \g/ \ij\
OMe  gerisogutma OMe
1 2

Sekil 4.4. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat’in sentezi

Urilin olusumu ilk 20 saat sonunda TLC ile gozlenmis (Rf: 0,320; 2:1
EtOAc:Hekzan) ve reaksiyon ortamina mangan asetat ilavesi yapilmistir. Burada
mangan asetatin iyice kurutulmus olmasi tepkimenin verimini etkileyen énemli
bir faktordiir. Tepkime 54 saat sonunda degisim gozlenmemesi iizerine
durdurulmustur. Uriiniin izolasyonu ve saflastirilmasmin ardindan NMR ile
analiz edilmistir (Sekil 4.5). Uriin olusumu ¢ok kolay bir sekilde proton NMR
spektrumunda asetil grubuna ait metil pikinin 2.18 ppm degerinde gelmesiyle ve

bunun yaninda alfa protonu da yaklasik 5.30 ppm de dd olarak goézlenmesi
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sonucu belirlenebilmistir. ( 'H NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 5.41 (d, J=1.5 Hz,
1H), 5.30 (dd, , J=5.3 ve 12.6 Hz, 1H), 3.71 (s, 3H), 2.67 (dddd, J=1.6, 5.2, 12.0
ve 17.4Hz, 1H), 2.52 (ddd, J=2.9, 5.3 ve 17.8 Hz, 1H), 2.27-2.20 (m ,1H), 3,71
(s, 3H), 2.15-2.06 (m, 1H)).
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Sekil 4.5. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat’n *NMR spektrumu

4.3. 4-METOKSI-2-OKZASIKLOHEKZ-3-ENIL ASETAT’IN LIPAZ VE
ESTERAZ ENZIMLERI KATALIZORLUGUNDE ASIMETRIK
HIDROLIZI: 6-HIDROKSI-3-METOKSISIKLOHEKZ-2-ENON’UN
SENTEZI

Asetoksi enon yapisinin deasetillenmesi ile olusacak alfa hidroksi enon
yapist Domuz karaciger esteraz (EC. 3.1.1.1) Porcine Liver Esteraz (PLE) ve
Amanolipaz (EC. 3.1.1.3) enzimleri se¢ilmistir ¢iinki bu enzimler daha 6nceki
boliimlerde belirtildigi gibi hiicre igerisinde de asetil grup transferlerini (6rnegin
amino asit sentezinde) gergeklestirirler ve bu tepkimeler enantioselektif bir

sekilde yiirliyen tepkimelerdir ® Bu 6zelliklerinden dolay1 biyotransformasyon
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caligmalarinda asetil grubu transferlerinde 6zellikle deasetillasyon tepkimelerinde

kullanilmaktadirlar 3. Bu yolla farmasétik éneme sahip bazi degerli alkollerin

enantiyospesifik olarak sentezi gerceklestirilmektedir 111213
o . 0
\H/O\Ej\ Esteraz, Amano Lipaz HO. «
@) pH.6.8, KPi [ l
OMe OMe

3

Sekil 4.6. 6-Hidroksi-3-metoksisiklohekz-2-enon’un sentezi.

Bizim g¢aligmamizda asetoksi enon yapisindaki baslangi¢ maddesinin 2
asetil grubunun kopartilmast ile a-hidroksi enon yapisinin elde edilmesi

amaclanmstir.

Enzimatik tepkimelerde kullanilan baslangi¢ maddesinin miktarmin siirh
tutulmasi gerekliligi ® olusan iriin miktarinin da az olmasma ve NMR analizlerinin
netliginin azalmasia sebep olmaktadir. Ozellikle enantiyospesifik iiriin olusumunun
en fazla % 50 oldugu kinetik ayrisma tepkimelerinde GC-MS ile de yap1 tayini
gerceklestirilebilmektedir. Bu yontem saflastirma asamasinda madde kaybimi da
engelledigi icin diisiik miktarlardaki madddeler de avantajli bir analiz yontemidir.
Bizim sentezledigimiz triiniiniin GC-MS analizi gergeklestirilmisir. (Ek 1) 3 nolu
iriiniin molekiil agirlig: 142.1 dir ve bu kiitle analizinde goriilmektedir buna ilaveten
bir proton kopmasi sonucu olusan molekiilin de kiitlesi (m/z=141.1)
izlenebilmektedir. Alkol iceren bilesiklerin kiitle analizlerinde molekiiler iyon (M)
piki esliginde M-1 pikinin gozlemlenmesi ve su ¢ikisina ait (M-18) piklerin
bulunmasi oldukga belirgindir. Bilesik 3 in M-18 piki 124.1 de gozlemlenmistir.

Esteraz tepkimesi ile gergeklestirilen deasetilleme sonucu olusmasi beklenen
alfa hidroksiketon 3 numarali madde de proton NMR’1 ile de analiz edilmistir (Sekil
4.7). Bu maddenin asetil grubunun metil grubu spektrumda gézlenmemektedir ve

alfa protonu beklenildigi gibi daha diisiik ppm (4.06 ppm) degerinde pik vermistir.
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Pikin tige yarilmasi gerekirken madde kiral oldugu icin ikiye yarilmistir. Bunlarin
disinda hidroksi grubunun protonu 3.83 ppm de doublet olarak goriilmesi de
maddenin istenen {iriin olan hidroksi enon yapisindaki 3 nolu madde oldugunu
ispatlamaktadir. ‘H NMR (CDCls, 400 MHz): 6 5.42 (d, J=1.6 Hz, 1H), 4.06 (ddd, ,
J=1.2, 5.5 ve 13.1 Hz, 1H), 3.83 (d, J=1.2 Hz, 1H), 3.73 (s, 3H), 2.63 (dddd, J=1.7,
5.0, 12.6 ve 17.7 Hz, 1H), 2.49 (ddd, J=2.2, 5.2 ve 17.9 Hz, 1H), 2.37 (dtd, J=2.3,
5.2 ve 12.7 Hz, 1H), 1.84 (dq, J=5.3 ve 12.7Hz, 1H).
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Sekil 4.7. 6-Hidroksi-3-Metoksisiklohekz-2-Enon’un NMR Spektrumu

Belirtildigi tizere enzimatik deasetilleme tepkimeleri enantiyospesifik ve
enantiyosegici olarak gerceklesmektedir. Baslangic maddesi asetoksi enon yapisi
kiral bir yapidir ve bu yap1 enzim tarafindan segici olarak reaksiyona gireceklerdir ki
bu enantiyomerlerin enzimatik tepkimede farkli hizlarla deasetillenecegi anlamina
gelir. Bu tiir tepkimelerin kinetik ayrigma tepkimeleri olarak adlandirildigint giris
boliimiinde belirtmistik. Kinetik ayrisma tepkimelerinin 6zelligi geregi en yiiksek

enantiyo seciciligin gergeklestigi zaman araligini tespit etmek onemlidir. Baslangi¢
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maddesinin tiimiiniin harcanmasinin miimkiin olacagi kadar uzun bir siire beklenmesi
halinde olusan {iiriin rasemik karisim olarak elde edilecektir. Bizim calismamizda
literatiir degerlerine gore tepkimenin 22-24 saatlik siireglerde %98 ee degeri ile tam
kinetik ayrisma gerceklestigi bilimektedir 1 Bu nedenle baslangi¢ asamasinda
rasemik karisim olusturmak igin tepkimeler 48-50 saatlik siirelerin sonucunda
durdurulmus ve {riiniin HPLC analizinde esteraz enzimi ig¢in rasemik karigim
olustugu goézlenmistir (EK 1) Belirtilen 22 saatlik siirecte ise % 80 lik bir
enantiyomerik fazlalik tespit edilmistir.(Ek 2) Amano lipaz enzimi ise literatiir
degerlerinde bir ayrisma gostermedigi icin daha sonraki caligmalarda kullanilmak

lizere esteraz enzimi secilmistir.

Bizim calismamizda bu basamaktan sonra planlanan tepkime enzimatik
indirgenme tepkimeleridir. Bu tepkimeler de baslangic maddesinin kiral 6zellikte
maddeler olmasi sebebi ile farkli enantiyomerler ile farkli hizlarda tepkime vermesi
muhtemeldir.  Hatta  kinetik ayrisma  tepkimelerinde bazi  durumlarda
enantiyomerlerden birisi enzim ile tepkimeye girmeyebilir bu enantiyomer iizerinden
dontisiim gerg¢eklesmeyebilir. Bu nedenle indirgenme reaksiyonlarinda kullanilacak
olan baslangic maddesi a-asetoksi enon ve a-hidroksi enol (2 ve 3) i¢in dehidrogenaz
enzimlerinin herhangi bir enantiyomer lizerindeki olasi tercihini géz oniine alarak ilk
asamada tepkimelerin rasemik karigimlar ile yiiriitiilmesi disliniilmistir. Bu
asamadan sonra dehidrogenaz enzimlerinin tepkimeyi tercih ettigi enantiyomer
tizerinden yiiriiterek optikge saf {iriiniin yiiksek verimle sentezlenmesi i¢in optimize
edilmesine gecilmesi planlanmistir. Bu nedenle lipaz ve esteraz katalizorliigiinde
gerceklestirilen enzimatik deasetilleme tepkimelerinin optimize edilmesine ek olarak

bu tepkime K,CO3 ve metanol ile rasemik olarak da sentezlenmistir.
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4.4. GALAKTITOL DEHIDROGENAZ VE SIKIMAT DEHIDROGENAZ
ENZIMLERININ URETILMESI VE ENZIM AKTIVITESININ
BELIRLENMESI

Enzimatik indirgenme tepkimeleri i¢in Oncelikle bu tepkimeleri katalizleyen ticari
olmayan galaktitol dehidrogenaz ve sikimat dehidrogenaz enzimlerinin {iretilmesi

gerekmistir.

Enzim {iretim asamasinda enzimi tasiyan genin en iyi diizeyde ifade edildigi
(expression) zaman araliginin bilinmesi ve enzimin bu siireg igerisinde izole edilmesi
gerekmektedir. Bu calismada galaktitol dehidrogenaz ve sikimat dehidrogenaz
enzimlerini kodlayan D GatDH pET a ve CgISDH-L genlerini tagiyan E. coli suslar
BL21 ve DH5a enzim iiretiminde kullanilmistir. IPTG ile indiikleme isleminden
sonra fementasyon 5-8 saat sonra durdurulmus hiicreler santrfiijleme ile ayrilmistir.
Ham o6ziit eldesinden sonra enzim katalizli tepkimeler bu ham 0&ziit ile
gerceklestirilmistir. Ham oOziitteki enzim aktivitesi GatDH 1,2-hekzandion’un
indirgenmesi {iizerinden 6l¢iilmiis ve ham oziitteki spesifik aktivite 0,8-1 U/mg
olarak hesaplanmistir. Sikimat dehidrogenaz enzimi i¢in enzimin dogal substratinin
bulunmamasi nedeniyle aktivitesi hesaplanamamistir. Ancak deneyler 100 mg total

protein i¢eren ham 6ziit karisimi ile gergeklestirlmistir.

4.5. 4-METOKSI-2-OKZASIKLOHEKZ-3-ENIL ASETAT 2 VE 6-HIDROKSI-3-
METOKSIKLOHEX-2-ENON’UN 3 DEHIDROGENAZ ENZIMLERI iLE
BIYOTRANSFORMASYONU

Galaktitol dehidrogenaz, sikimat dehidrogenaz ve diaforaz enzimleri, asetoksi
enon ve halkasal alfa hidroksi enon yapisinda olan 4-metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil
asetat 2 ve 6-hidroksi-3-metoksiklohex-2-enon’un 3 biyokatalitik doniisiimlerinde

kullanilmak tizere secilen enzimleridir.

Biyodoniisiim tepkimeleri her enzim i¢in ko-enzimin (NADH) yiikseltgendigi
indirgeme tepkimesine gore optimum tepkime kosullarinda gergeklestirilmistir.
Tepkimenin indirgeme yoniinde gerceklesmesi dehidrogenaz enzimleri icin

cogunlukla ya da oksidasyon tepkimelerine gére her kosulda nispeten asidik pH
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derecelerinde gergeklesmektedir. Bu nedenle enzimatik indirgenme tepkimeleri igin
pH 6-8 araliginda kalan farkli pH derecelerinde test edilmistir. Tepkimeler tamamen
tampon ortaminda yani su ortaminda gerceklestilmistir. Calismamizda indirgeme
tepkimeleri i¢in sentezledigimiz substratlar suda c¢Oziiniirliiklerinin zayif olmasi
nedeniyle tepkime ortami igerisine DMSO (%1) eklenmistir. GatDH ve diaforaz i¢in
enzim aktivitesi tespit edilebilmis ve tepkime ortamina 20 U enzim eklenmistir.
Sikimat dehidrogenaz ig¢in aktivite belirlenmediginden 100 mg toplam protein

konsantrasyonundaki ham 6ziit ile tepkime gerceklestirilmistir.

[lk olarak asetoksienon yapisindaki substrat 2 indirgenme doniisiimlerinde
kullanilmistir.  (Sekil 4.8). Yukarida belirtilen her {i¢ enzim de substrat 2’nin
indirgenmesi i¢in kullanilmistir. Tepkimelerin ilk 30 dakikadan itibaren belirli
araliklarla yapilan TLC kontrollerinde deneylerin siirdiiriildiigii zaman boyunca
tim enzimatik donlisimlerde daha polar olan bir drliniin olustugu
gbzlemlenmistir. Ancak bu {riiniin izole edilmesi ve ardindan gergeklestirilen
NMR (Ek 3) analizleri sonucunda TLC de tespit edilen iiriiniin asetil grubunun
hidrolizi sonucu olusan a- hidroksi keton yapisi oldugu tayin edilmistir. Bu
hidroliz iriiniiniin suda belirtilen kosullarda (pH:7-9, 25-30 °C) sulu ortamda
enzimatik bir doniisiim sonucu olusmadigi diisiinlilmiitiir. Ancak her enzim i¢in
farkli oranda ve hizda gerceklesmis olan bu hidroliz {iriinlerinin enantiyomerik
fazlaliklarinin saptanmast i¢cin HPLC ile analiz edilmistir. Sonuglar {iriinlerin
GatDH ve ShDH ile yapilan deneylerde % 15-22 aralifinda ee degeri verdigini
gostermistir. Deneyler sadece tampon ortaminda ve sadece NADH bulunan
tampon ortamlarinda kontrol gurubu ile de yiriitilmiistir. Bu kontrol
deneylerinde de bahsi gegen deasetilleme iirlinii olugsmakla beraber sulu ortamda
yok denecek kadar az NADH olan ortamda ise enzimatik tepkimelere gore ¢ok

daha yavas ve dislik verimde gerceklestigi gozlenmistir.
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Sekil 4.8. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat’in GatDH, ShDH ve diaforaz
enzimleri ile vermesi beklenen tepkimeler.

OMe

Biyoindirgeme tepkimelerinde kullanilmak iizere sentezlenen diger bir
baslangic maddesi 6-hidroksi-3-metoksiklohex-2-enon 3 bir 6nceki biyoindirgeme
deneylerinde kullanilan enzimlerin timi ile tepkimeye tabi tutulmustur.
Biyodoniisim kosullart yine nispeten alkali ortamda ve 25-30 °C arliginda sulu

ortmda yapilmistir. Ancak gerceklestirilen deneylerde hi¢ bir kosulda herhangi bir

iriin olusumu goézlenmemistir.

OH O
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Sekil 4.9. 6-Hidroksi-3-metoksiklohex-2-enon’un 3 GatDH, ShDH ve diaforaz
enzimleri ile vermesi beklenen tepkimeler.

Biyoindirgeme deneylerimiz ic¢in karbonil grubunun yani sira bilesigin
yapisinda yer alan ¢ift bagin da indirgenme {riinlerinin degerli kiral bilesikler
iretebilecek olmasi nedeniyle diaforaz enzimi de kullanilmistir. Ancak her iki
substrat i¢in de diaforaz ya da diger enzimlerle yapilan denemelerde NMR ve GC-

MS analizlerinde boyle bir {iriine rastlanamamuistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kiral yapida halkasal asetoksi enon ve alfa hidroksi enon
yapisindaki 3-metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat 2 4-metoksi-2-okzasiklohekz-3-
enil asetat 3’1n dehidrogenaz enzimleri ile farmasotik 6neme sahip iirlinlerin olusumu
icin biyokatalitik doniisiim tepkimelerine tabi tutulmasi ve bu amacga yonelik olarak

bahsi gecen substratlarin kemoenzimatik sentezini kapsamaktadir.

Baglangic maddelerinin kemoenzimatik sentezinde ilk basamak halkasal
diketon dan baslanarak 3-metoksi-siklohekz-2-enon’un 1 sentezidir. Bunu takiben
alfa asetilleme reaksiyonu ile 4-metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat 2
sentezlenerek planlanan enzimatik sentez asamasina gecilmistir. Belirtilen
tepkimelerin {riinlerinin olusumu proton NMR analizi kullanilarak yap1 tayini
gerceklestirilerek dogrulanmistir. Sentezlenen iiriin 2 dehidrogenaz tepkimeleri
biyokatalitik indigeme i¢in kullanilmasinin yanisira lipaz ve esteraz enzimleri ile
asetillenerek dehidrogenaz doniisiimleri i¢in ikinci bir substrat elde edilmistir. Bu
sustratin  olusumu da hem proton NMR’1t hemde GC-MS ile analizleri ile
dogrulanmis ve kiral bir yapt olan bu maddenin HPLC yontemi kullanilarak
enantiyomerik fazlaligi hesaplanmistir. GatDH, ShDH ve diaforaz enzimleri ile
gerceklestirilmesi planlanmis olan enzimatik tepkimelerin kiral bir yapida olan
baslangic maddelerinin ilk denemelerde rasemik karisim olarak kullanilmasi ve
basarili sonuglarin elde edilmesi ile de optikge saf olan substratlarin sentezine
gecilmesi gerekli bulunmustur.  Bu nedenle ilk olarak tepkime tiim {iriin
tamamlanana kadar beklenmis daha sonraki denemeler i¢in ise literatiir bilgilerine
dayanarak kinetik ayrigmanin en yiliksek diizeyde oldugu belirtilen 20-24 saat
araliklarindaki ornekler analiz edilmistir. Buna gore {irlin 3 {in 22 saat igerisinde
kinetik ayrismasini tamamladigi ve 50 saat sonra elde edilen iirliniin rasemik karigim

olarak olustugu tespit edilmistir.
Baglangic maddeleri 2 ve 3’in sentezlerinin ardindan GatDH, ShDH

enzimleri biyokatalitik indirgenme tepkimelerinde kullanilmak iizere enzimleri

kodlayan genlerin bulundugu plazmitleri tasiyan rekombinant E. coli hiicreleri
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kullanilarak tiretilmis ve ham 6ziit olarak elde edildikten sonra biyotransformasyon

tepkimeleri i¢in hazirlanmistir.

Asetoksi enon yapisindaki substrat 3 “lin sulu ortamada DMSO’nun yardimci
¢oziicii olarak kullanildig1 tepkime kosullarinda biyokatalitik indirgenme tepkimeleri
beklenen indirgenme tirlinlerini olugturmamistir. TLC de gdzlemlenen iiriiniin NMR
analizleri karbonil grubunun indirgenme iriinii olusmadigr ve asetil grubunun
koptugunu gdstermistir. Bunun sebebinin asetil grubunun enzimatik bir tepkimenin
sonucu olarak degil ancak sulu ortamda kendiliginden gergeklesen bir deasetillenme
sonucu olustugu diisiiniilebilir. Bunun disinda kullanilan biyokatalizor saf enzim
olarak degil ham 06ziit olarak eklenmistir ki bu da diisiik oranda da olsa bir ¢ok
farkli enzimin tepkime ortaminda bulundugu ve deasetillenme tepkimesinden belirli
oranda sorumlu olabilecegi ihtimalini ortaya koyar. Deasetilleme sonucu olustugu
bulunan maddenin HPLC analizi de (ee: %16) her iki kosulun da deasetillemeden
sorumlu olabilecegini gostermektedir. Beklenen {iriiniin olusmamasi ise substratin
deasetillenmesi sonucu degil ancak enzimin bu maddeyi belirlenen kosullarda {iriine
dontstirmedigi ile iligkilendirilmelidir. Ciinkii deasetillenme sonucu olusan alfa
hidroksi keton da herhangi bir indirgenme iriiniine donlismemistir ayrica
deasetillenme tepkimesi 16 saat silirebilen bir zaman araliginda yavasca
gerceklesmistir ki indirgenme tepkimesi i¢in bu siire icinde deasetillenme ile

yarisabilir durumda olmalidir.

Asetoksi enon yapisindaki substrat 2 ayn1 zamanda diaforaz ile de ¢ift bag
yapisinda olas1 bir indirgenme tepkimesi i¢in tepkimeye almmistir ve yukarida
belirlenen sonuglarin disinda bir sonug iiretilememistir. Bunun disinda alfa hidroksi
keton olan substrat 3 ile de indirgenme tepkimeleri gerceklestirilmis ancak belirilen

kosullarda ve siire i¢erisinde hig bir iiriin olusumu gézlenmemistir.

Dehidrogenaz tepkimeleri biyotransformasyon c¢alismalarinda tepkimenin
yoniine gore tercih edilen asidik ya da bazik pH kosullarinda tampon ¢dzelti
ortaminda gerceklestilir. Bu nedenle bizim c¢alismamizda da bu tir bir

biyotransformasyon yontemi kullanilmistir. Tepkimeler enzimlerin optimum aktivite
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gosterdikleri sicakliklarda gerceklesmis ve farkli pH degerlerinde elde edilen
sonuclar farklilik gostermeyerek beklenen indirgenme iirlinii elde edilememistir. Bu
kosullar altinda kullandigimiz dehidrogenaz enzimlerinin sentezledigimiz maddeleri
biyodoniisiim igin substrat olarak tercih etmedikleri sonucuna varilabilir. Belirtilen

tirtinlerin daha farkli bir enzimler ile denenmesi gerekmektedir.
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Sekil E1. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat’in 2 esteraz katalizorliigiinde
deasetilleme tepkimesine ait GC kromatogrami ve iiriine ait (6-Hidroksi-3-
metoksiklohex-2-enon) kiitle spektrumu.
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Sekil E2. Esteraz tepkimesinde 50 saat sonra olusan 6-hidroksi-3-metoksiklohex-2-
enon’un HPLC analizi
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Sekil E3. Esteraz tepkimesinde 22 saat sonra olusan 6-hidroksi-3-metoksiklohex-2-
enon’un HPLC analizi.
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Sekil E4. 4-Metoksi-2-okzasiklohekz-3-enil asetat’in GatDH katalizorliigiinde
gergeklestirilen tepkime tirtiniine ait NMR spektrumu.
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