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OZET

Kiral Bilesiklerin Enansiyomerlerine Ayirimi

Amac¢: Bu calisma, mikonazol tiirevi kiral bilesiklerin enansiyomerlerine
ayriminin  yapilmast ve enansiyomerik safligi belirlenmesi ile kiral bilesiklerin
farmakolojik aktivitelerini ve toksisitelerini degerlendirerek, analitik ¢aligmalarin
preparatif calismaya uyarlanabilecegini gostermek amaciyla yapilmistir.

Materyal ve metot: Kiral bilesiklerin ayrilmasi i¢in ¢esitli yontemler bulunur. Bu
aragtirmada antifungal farmakolojik etkisi olan mikonazol tiirevi dort farkli bilesigin kiral
ayrim1 HPLC cihaz ile yapilmistir. Sabit faz olarak Chiralpak AD kolonu hareketli faz
olarak 0,2 ml/dakika akis hizinda ¢esitli oranlarda (h/h) metanol-n-hekzan karisimlari
kullanilarak enansiyomerler ayrilmistir. Cihaza uyumlu dedektér yardimu ile analizi
yapilan maddelerin maksimum absorsiyonda verdikleri dalga boylar1 tespit edilerek
kromatogramlar elde edilmistir. Bu kromatogramlar sabit fazi tanimamiza yardimci olan
ayirma kapasitesi (ki1 ve ko), selektivite (a), etkinlik (teorik tabaka sayisi, N1 ve N2) ve
rezoliisyon (Rs) kromatografi parametrelerini hesaplamamiza yardimei olmustur.

Bulgular: Calismada kullanilan bilesiklerden ikisi metanol/n-heksan (70:30)
mobil faz Chiralpak AD kiral sabit fazda daha iyi ayrim saglamigken diger iki bilesik
kullanilan kolon ve mobil faz sistemi ile enansiyomer ayrimi gerceklesmemistir.

Sonugc: Gelistirilen analitik HPLC yontemi ile elde edilen kromatografik sonuglar,
mikonazol tiirevi kiral bilesiklerin enansiyomerik ayrimi i¢in optimum kosullar basaril
bir sekilde belirlenmigtir. Ayrica Chiralpak AD kolonun kiral bilesiklerin preparatif
ayriminda da uygulanabilecegini gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal, Enantiyomer, HPLC, Kiralite, Mikonazol
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ABSTRACT

Separation of Enantiomers of Chiral Compounds

Aim: This study was carried out to show that analytical studies can be adapted to
preparative studies by evaluating the pharmacological activities and toxicities of chiral
compounds by separating miconazole derivative chiral compounds into their enantiomers
and determining their enantiomeric purity.

Material and Method: Various methods exist for the separation of chiral
compounds. In this study, chiral separation of four different miconazole derivative
compounds with antifungal pharmacological effect was made by HPLC device. The
enantiomers were separated by using methanol-n-hexane mixtures at various ratios (v/v)
at a flow rate of 0.2 ml/min as the stationary phase with a Chiralpak AD column. With
the aid of a detector compatible with the device, the wavelengths of the analyzed
substances at maximum absorption were determined and chromatograms were obtained.
These chromatograms helped us to calculate the separation capacity (k1 and k2),
selectivity (a), efficiency (theoretical layer number, N1 and N2) and resolution (Rs)
chromatography parameters that help us to identify the stationary phase.

Results: Two of the compounds used in the study, methanol/n-hexane (70:30)
mobile phase Chiralpak AD provided better separation in the chiral stationary phase,
while the enantiomer separation could not be achieved with the other two compounds
using the column and mobile phase system.

Conclusion: Chromatographic results obtained by the developed analytical HPLC
method, the optimum conditions for the enantiomeric separation of miconazole derivative
chiral compounds have been successfully determined. It has also been shown that the
Chiralpak AD column can be applied in the preparative separation of chiral compounds.

Keywords: Antifungal, Enantiomer, HPLC, Chirality, Miconazole
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1. GIRIS

Kiral molekiil, ayn1 molekiil formiiliine ve ayn1 baglanis diizenine sahip, optikce
aktif atom igeren, ayna goriintiileri birbiri ile cakismayan molekiillerdir. Kiral bir ilacin
enansiyomerleri farkli biyolojik, farmakokinetik, farmakodinamik ve toksikolojik
ozellikler gosterebilir (1). Cilinkii viicutta bulunan amino asitler, niikleik asitler, lipitler,
karbonhidratlar, metabolik ara bilesikler ve diger pek ¢cok biyomolekiil de kiraldir. Farkl
Ozellikler gosteren kiral yapidaki bu enansiyomerlerden biri istenilen terapotik etkiden,
digeri yan etkilerden sorumlu olabilecegi gibi; biri aktif, digeri inaktif veya her ikisi de
farkli terapotik etkilere sahip olabilir. Enansiyomerlerin intestinal kanaldan
absorpsiyonu,  reseptorle  etkilesmesi, = plazma  proteinlerine  baglanmasi,
biyotransformasyonu ve viicuttan atilimi farkliliklar gosterebilir (2). Bu nedenle FDA
(The Food and Drug Administration) ilag olarak piyasaya girebilecek ila¢ molekiilleri
rasemik karigimlardan olusuyor ise, enansiyomerlerin etkilerinin ayr1 ayr1 incelenmesini
zorunlu kilmaktadir (3). Bu konu ila¢ arastirmalari alaninda Onemli bir arastirma
konusudur.

Viicudumuz kiral biyolojik bilesikleri tanimaktadir. Enansiyomerlerin rasemik
karigimlara gore ¢cok daha etkilidir ayrica saf haldeki enansiyomerlerin yan etkileri yok
diyebilecegimiz kadar daha azdir. Son yillarda enansiyomerik saf bilesiklerden olusan
farmasotik ve zirai ilaglara, besin katki bilesikleri gibi yararli kimyasal maddelere ihtiyag
her gegen giin artmaktadir. Saf izomerlerin sagladig1 avantajlar ve giivenilir olmasindan
dolay1 bu molekiillerin gelistirilmesi ve yenilenmesi i¢in biiyiik bir ¢aba verilmektedir
(4).

Rasemat halindeki ilaglarin ruhsatlandirilabilmesi i¢in sadece aktif enansiyomeri
iceren, safsizlik olarak tanimladigimiz diger enansiyomeri icermeyen preparatlarin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Oysa geleneksel sentez yoOntemleri sonucu rasemik
karisimlar elde edilmektedi. Bu nedenle tek tek enansiyomeri elde etmek veya ayirmak
giincel bir konudur. Stereospesifik sentezde kullanilan kiral bilesikleri maliyetinin yiiksek
olmasi ve tek izomerin saf bir sekilde elde edilmesindeki zorluklar sebebi ile ilag
enddistrisi tarafindan tercih edilen yol genellikle rasemik karigimlarin rezoliisyonudur.
Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ayn1 olan enansiyomerlerin klasik ayrim yontemleri ile

ayrilmasi miimkiin degildir (5).



Saf ilaglarin elde edilmesi i¢i mali olarak biiyiik bir ugras verilmektedir. Rasemik
karisimlar1 birbirinden ayirmak i¢in kullanilan metodlar zor ve pahali oldugundan
spesifik metodlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Kromatografi enansiyomerlerin
ayrilmasi i¢in en ¢ok tercih edilen metodlardan bir tanesidir. Bu amagla kiral adsorbentler
kullanilir ve enantiyometrik ayrimlar kolay bir sekilde yapilabilir. Enansiyomerlerin
analitik veya preparatif ayiriminda ve her bir enansiyomerin optik safliginin tayininde
Yiiksek Basingcli Sivi Kromatografisi (High Preassure Liquid Chromatography- HPLC)
yaygin olarak kullanilmaktadir (6).

Kiral bilesiklerin ayrimlarinin ve analizlerinin HPLC ‘de gerceklestirilmesi bazi
artilar saglamaktadir. Bunlar; sicaklikla bozulan kararsiz bilesiklerin ayrimi daha iyi
gerceklestirilebilmesi, kiral sabit faz bulunmasi giic olmamasi, gaz kromatografi
yonteminin tam tersine hareketli faz ile birlikte se¢iciligin ayarlanabilir, biiylik dlcekte
kullanima uygun olmasi seklinde siralanabilir. Literatiirde kullanilan mevcut yontemlerle
rasemik bilesiklerin enansiyomerlerine ayrilmasi, analizlerin yapilmasi zorlu bir siire¢
degildir (7). Burada 6nemli olan kiral bilesiklerin enansiyomerlerinin yan1 sira olusan
bozunma iiriinlerin, metabolitlerin ve safsizliklarin ayni zamanda tespit edilmesidir. Bu
ac1 ile yaklagtigimizda yapilan analizlerde hem enantiyose¢imlilik saglamak hem de
kimyasal seg¢icilik saglamak 6nemlidir.

Fakiiltemiz arastirma laboratuvarlarinda yeni ve etkin ila¢ molekiillerine ulagmak
amaciyla yapilan sentez ¢aligmalarinda, tedavide kullanilan ve etkin bir ilag molekiilii
olan, ayn1 zamanda kiral merkez de i¢ceren mikonazol bilesiginin tiirevlerinin sentezleri
gerceklestirilmekte ve antifungal aktivite tarama ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu calismalar
kapsaminda mikonazole yapisal benzerlik gosteren arilalkilazol tiirevleri ve onlarin
metabolitleri olabilecegini diisiindiiglimiiz alkol tiirevlerinin sentez ve aktivite ¢aligmalari
yapilmaktadir (8-10). Hedef molekiillerimizin mikonazole istlinliik saglamasi
durumunda  ileri  aragtirmalara = gecebilmesi  amaciyla ayrica  arastirma
laboratuvarlarimizda enansiyomer ayrimi ¢aligmalari da yapilmaktadir. Bu bilgiler
1s1ginda bu tez kapsaminda, geleneksel yontemlerden ziyade HPLC ile ¢evreye daha
duyarli daha hizli ve es zamanli bircok analizin yapilabilecegi yontemle mikonazol
benzeri arilalkilazol tiirevi kiral bir bilesigin enansiyomer ayrimi gergeklestirilmis olacak,

literatiire daha hizli ve glivenilir bir sekilde ¢alisma sunma imkani1 elde edilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. izomeri

Kimyasal olarak izomerler, 6zdes molekiiler formiillere sahip molekiiller veya ¢ok
atomlu iyonlar olarak tamimlanirlar. izomerlerin her biri aym sayida ve tiirde atom
tasimakla beraber bu atomlarn dizilisleri ya da uzaydaki diizenlemeleri farklidir.

Izomerler yapilarina gore stereoizomerler ve yap1 izomerleri olmak iizere ikiye ayrilirlar

(Sekil 2.1.).

Stereoizomerler

|
Yapi izomerleri

|

m 1

Konfiglirasyonel l Konformasyonel \

| ] |
l Diastereomer \ l Enansiyomer \

Sekil 2.1. izomerlerin Siniflandirilmasi

Yap1 izomerleri, molekiil formiilleri ayn1 olup atomlarin birbirine farkli bir diizen
ile baglanmalari ile olusan izomerlerdir. Geometrik izomerler ve optik izomerler olarak
ikiye ayrilan stereoizomerlerde ise izomer bilesiklerin atomlarmin ¢ boyutlu

konfigiirasyonu farkli diizendedir (11).

2.1.1. Optik Izomer (Enansiyomerler)

Birbirinin ayna goriintisi olan ve Dbirbirleriyle {ist iiste c¢akismayan
stereoizomerlere enansiyomer denir. Optik izomerin varligindan s6z edebilmek i¢in

molekiiliin yapisinda bir kiral merkez (asimetrik merkez) bulunmasi gerekmektedir. Kiral

w



merkezi olusturan atoma fakli fonksiyonel grup veya atomlar baghdir. Ornegin dort farkls

grup ya da atoma bagli olan karbon atomu bir kiral merkez olusturur (Sekil 2.2.) (11).

]
]
]
CH ! H-C
/ 3 i 3 \
H2C i CHz
|
]

S "/ : 7,
N & | SE 2
> 1 7cH, ! H,C R 7

OH : OH

]
]

Sekil 2.2. Optik izomeri 6rnegi

Bunun disinda azot, fosfor ve kiikiirt atomlarida kiral merkez atomu olabilir.
Bilesigin yapisinda birden fazla kiral merkez oldugu durumlarda enansiyomerlerin yani
sira, birbirinin ayna goriintiisii olmayan ve iist liste ¢akistirilamayan diastereoizomerleri
olusur. Enansiyomer ve diastereoizomer arasinda bazi farkliliklar vardir.
Diaseterizomerler birbirinden farkl fizikokimyasal 6zellikler gosteren bilesikler oldugu
icin kromatografi ile ayrilirken sabit fazin kiral olma zorunlulugu yoktur, akiral sabit faz
ile ayrlabilirler. Enansiyomerler ise birbirinin aynisi oldugundan ve polarize 15181
cevirme yonleri ve optikge aktif bilesiklerle karsilastigindaki davranislari disinda tiim
fizikokimyasal ozellikleri ayni oldugundan ayrilmas: i¢in kesinlikle kiral bir segici
bulunmalidir. Enansiyomerler i¢in kirilma indisleri, ¢oziiniirlikkleri, erime noktast,
kaynama noktasi gibi fiziksel 6zellikleri birebir aynidir, diastereoizomerlerde bu kriterler

farkli olabilir (11).

2.1.2. Enansiyomerin Biyolojik Aktiviteye Ektisi

Enansiyomerler, biyolojik olarak farkli 6zellikler gostermektedir. Bunlar; koku,

tat, toksisite ve farmakolojik etkiler olarak siralanabilir. Koku bakimindan
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enansiyomerleri birbirlerinden farkli olan molekiile 6rnek verecek olursak limonen
molekiiliiniin (R)-enansiyomeri portakal kokusunun ortaya ¢ikmasinmi saglarken (S)-
limonen limon esansi olusturmaktadir. Tat ve koku bakimindan farklilik gosteren ikiyiiz
elliden fazla enansiyomer molekiil ¢ifti mevcuttur. Bazi molekiillerde enansiyomerlerden
biri koku yayarken bir digeri tamamen kokusuz olabilir (11,12).

Kiral ilaglar farmakolojik ve toksikolojik olarak enansiyomerlerin biyolojik
farklilik gosterdigi en kapsamli ve somut alandir. Bu alandaki en bilinen 6rnek Talidomit
olayidir. 1954 yilinda piyasaya siiriilen Contegran adli miistahzar hamilelerde bulantiy1
bastirmak i¢in kullanilmistir. Piyasaya sunulmadan 6nce bazi toksikolojik durumlarla
karsilagilsa da fareler lizerinde yapilan in vivo deneyler neticesinde herhangi bir sorunla
karsilagilmadig1 icin ilag piyasaya siiriilmiistiir. ilaci kullananlarda uyuma istegi,
halsizlik, deride alerji, mide agrilari, uyusma, sinirlilik, vertigo gibi yan etkiler ortaya
cikmistir. Bu belirtilerin disinda, ilaci kullananlarin dogan bebeklerinde normal insanlara
gore boylarin daha kisa olmasi, isitme ve gérme engeli, yiizgec benzeri kol ve bacaklarin
olugmasi (fokomeli) gibi anomaliler meydana gelmistir (13). Yapilan arastirmalarda
talidomitin (R)-enansiyomeri sedatif etki gosterirken, (S)-enansiyomeri teratojenik etki
gosterdigi bulunmustur. Bu durum kiral merkez tasityan molekiillerin ilag olarak onay
alabilmesi i¢in mutlaka enansiyomerlerine ayrilmasinin gerekli oldugunu gostermistir
(13).

Viicudumuzda yer alan pek¢ok endojen madde de kiral yapidadir. Bunlarin bir
Ornegi olan epinefrinin enansiyomerlerinden bir tanesinin digerine kiyasla kan basincini
onbes kat artirdigi bilinmektedir (14). 1926 yilinda Iskog farmakolog Arthur Robertson
Cushny farmakolojik agidan enansiyoseciciligin 6neminden bahsetmis ve yaptigi genis
captaki caligmalarda kiral molekiillerin enansiyosegiciligin farmakolojik etki ve
metabolizma yoniinden Onemini vurgulamistir. Bu calismalarin i{izerine enzim ve
reseptorlerin enansiyomerleri segebilmesi ve bunun sonucundaki farmakolojik etkileri ile
ilgili tartigmalar giindeme gelmistir (15).

Easson ve Stedman, enansiomerlerin ilag-reseptor etkilesmesini 1933 yilinda
kolay ve anlagilir bir modelle anlatmiglardir. Bu modele gore bilesikte bulunan ii¢ grup,
kiral reseptor iizerindeki mevcut tamamlayic1 kisimlarla etkilesmektedir. Ug boyutlu
diizlemdeki yonelmesi dikkat edildiginde ayn bilesige ait ii¢ grup reseptore net olarak
yerlesmektedir. Ancak diger enansiyomer molekiilii incelendigi zaman reseptor ve
bilesigin birbiriyle uyumlu olmadigi ve dolayisiyla da etkilesimin yasanmadigi

gozlenmektedir (Sekil 2.3.) (16).
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Sekil 2.3. Enansiyomerlerde olusan aktivite farkinin sematize edilmesi

Bundan dolay1 enansiyomerlerin biyolojik etkilerinin farkli oldugu goriilmektedir.
Buna gore olugsmasi muhtemel afinite g¢esitleri ve sonuclarina bakacak olursak, iki
enansiyomer ayni reseptor ile etkilesmek isteyebilir ancak biri digerine kiyasla daha iyi
afinite gdsterebilir. Iki enansiyomer ayn1 hedefe ayni afinite gosterir fakat sinerjistik etki
olmayabilir. Iki enansiyomer farkli reseptdrlere baglanarak farkli terapétik etki
gosterebilir. Enansiyomerlerden bir tanesi istenen etkiyi gosterebilir, digeri yan etkilere
neden olabilir. Inaktif enansiyomer aktif olan enansiyomerin yan etkilerini meydana
c¢ikarabilir (16).

Saf kiral ilaglar, rasemik haldeki ilaglarla karsilastirildiginda daha umut verici ve
giivenilir olmalar1 nedeniyle, ilag piyasasinda hizl bir sekilde biliylime gostermistir. Kiral
molekiillerin enantiyosegici iretimleri i¢in yeni metotlarin gelistirilmesi ile birlikte,
enantiyose¢ici analitik metotlarin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu analitik metotlar
gelistirilirken bir enansiyomerin varliginda diger enansiyomerin ¢ok az oranlardaki
safsizliginin tespit ve tayin edilmesi de ¢ok Onemli ve dikkat edilmesi gereken bir
durumdur (17).

Su anda mevcut birgok kiral ilag bulunmaktadir. AIDS hastaliginda uygulanan
tedavideki antivirallerden, sakinavir, nelfinavir ayrica hepatitte uygulanan, daklatasvir,

sofosbuvir, ledipasvir, kiral bilesiklere 6rnektir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Sakinavir, nelfinavir, daklatasvir, sofosbuvir ilag molekiillerinin yapisi

Birgok rasemik ilacin etkileri arastirilip incelenmektedir. Saf enansiyomer

molekiillerin sentezlenmesi ve ila¢ formiilasyonlarinda yer almasinin bazi artilar1 vardir.

Karisim halindeki enansiyomerler yerine bilesigin tek bir enansiyomeri formiilasyonda

yer alacak, tek enansiyomer yer alan formiilasyonda tedavinin seyrini, farmakolojik,

toksikolojik, farmakokinetik etkileri analiz etmek daha saglikli sonuc¢lar dogurmus

olacak. Ayrica ilaclarin toksik etkisi, hastaya uygulanacak dozun miktar1 ve ilag-ilag

etkilesimlerinde diislis gozlenmis olacaktir. Bu sebeble, giiniimiizdeki ve gelecekteki

arastirmalar i¢in rasemik ilaglarin analiz yontemlerinin gelistirilmelisi, saf ilag tiretimi,

rasemik ila¢ ayrimi 6nemlidir.

2.2. Enansiyomerlerin Ayirimi

Rasemik haldeki bilesiklerin ayrilmasinda ve analizinde temel olarak sentetik ve

aletli analiz metodlar kullanilmaktadir.

Bu yontemler asagidaki sekilde siralanir:

v Sentetik Yontemler
e Kristalizasyon

o Tercihli kristalizasyon



o Diastereomer kristalizasyonu

¢ Kinetik Ayirma

e Enzimatik

e Kimyasal

e Asimetrik Sentez

v Aletli Analiz teknikleri

e  Gaz kromatografi

e  Yiiksek basingli (performansli) sivi kromatografi
e Siiperkritik Akiskan Kromatografi

e Kapiler elektroforez

e Kapiler elektrokromatografi

2.2.1. Sentetik Yontemler

Kristalizasyon, rasemik molekiillerin enansiyomerlerine ayrilmasi i¢in laboratuvar
iistinden imalat Olgegine kadar yaygin olarak kullanilmaktadir. En yaygin olarak
kullanilan ¢oziiniirliik yontemi, enansiyomerlerin kristalli diastereomerik tuzlarmin ve
optik olarak aktif ¢oziicii maddelerin olusturulmasi ve ayrilmasidir (18).

Diastereomerik tuzlar, sirasiyla enansiyomerik asitler ve bazlarla veya kiral
¢oziicii bazlar ve asitler arasinda olusturulur. Enansiyomerlerin aksine, diastereomerler
ayna simetrisi gostermezler ve bunun sonucu olarak da ¢oziliniirliik dahil olmak tizere
farkl1 fizikokimyasal Ozelliklere sahiptirler. Cozlniirliikteki bu farklilik, iki
diastereomerin kristalizasyon yoluyla ayrilmasini miimkiin kilmaktadir. Ayrica,
coziinlirliikteki farkin boyutu ayirmanin etkinligini belirler. Bu yontemle ampisilin
(antibiyotik), timolol (betabloker), ibuprofen (antienflamatuvar), kloramfenikol

(antienfektif), diltiazem(kalsiyum antagonisti) gibi bazi ilaglar ayrilabilmistir (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Ampisilin, timolol, ibuprofen, kloramfenikol, diltiazem bilesiklerinin

kimyasal yapisi

Bu ilaglarin tiretimi igin bahsettigimiz gibi ortama ayrimi saglayan kiral molekiil
eklenir. Ornegin ibuprofen ilac1 igin L-lisin kullanilir ve ibuprofen D-lisinat ile Ibuprofen
L-lisinat tuzlar1 elde edilmis, ¢6ziiniirliigii yiiksek olan L bilesigin ayrimi saglanmistir
(18).

Kristalizasyon metodlar1 ugrastirici, vakit harcanan ve otomatize edilemeyen
metodlardir. Eklenen kiral ayirici molekiiliin son bilesige kontamine olma ihtimali
bulunmaktadir. Bu nedenle farkli ayrim teknikleri gelistirilmistir. Bunlardan biri de
kinetik ayirma yoOntemidir. Enstriiman kullanilmayan bu yontemin esas1 iki
enansiyomerin kiral bilesik varliginda hizlar farkli olacak sekilde reaksiyon vermesidir.

Kiral bilesik olarak ortama enzim (lipazlar) veya mikroorganizma (bakteri ve mayalar)



gibi bir biyokatalizor veya kiral bir metal kompleks gibi kemokatalizér eklenmektedir.
Boylece rasemik karisimdaki enansiyomerlerden birinin digerinden daha hizli iiriine
doniismesi saglanir. Bu yontemin de yine dezavantajlart bulunmaktadir. Yontem maliyeti
yiiksek, ortam sartlarindan etkilendiginden dolay1 kararlilig1 diisiik ve tekrarlanabilirligi
glictiir. Ayirma isleminde katalizlenme olay1 enzimler tarafindan meydana geliyor ise bu
duruma da yontem enzimatik kinetik ayrim adini almaktadir (19).

Bir bagka enansiyomer ayirim yontemi olan asimetrik sentez, kiral havuz, kiral
yardimci1 maddeler, asimetrik katalizorler ve enzimlerin kullanildig1 yontemleri igerir. Bu
yaklagimla biiylik miktarda enansiyomerin ekonomik olarak iiretilebilmesine olanak
saglanmasina ragmen, enansiyomerlerden yalnizca biri genellikle dogal kiral kaynaktan
elde edilebilmektedir. Bu durum her iki enansiyomerin gerekli olmasi halinde, her
enansiyomer i¢in en az iki tiir kiral kaynagin gerekli oldugu anlamina gelmekte, ancak
bazen ikisini birden elde etmek zor oldugundan bu da yontemin kullanimini

kisitlamaktadir (19).

2.2.2. Analitik Yontemler

Enansiyomerler, HPLC, gaz kromatografisi (GC), stliperkritik akiskan
kromatografisi (SAK), kapiler elektroforez (CE) ve kapiler elektrokromatografi (KEK)
gibi aletli analiz yontemleri kullanilarak da tayin edilebilir ve ayr1 ayri elde edilebilir.

HPLC ile Enansiyomer Ayirimi

Bu yontemler arasinda, HPLC ile kiral sabit fazlarin (CSP) kullanildigi dogrudan
ayirim, hem analitik hem de hazirlayic1 amaglar i¢in uygulanabilen basit ve pratik bir
yontem olarak liteatiirde 6nemli bir yer almaktadir (20). Son zamanlarda, kiral
bilesiklerin saflifi ¢ogunlukla {i¢ ana yontem ile tayin edilmektedir. Bunlar niikleer
manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi, GC ve kiral sabit fazlarin kullanildigt HPLC
teknikleridir. Bunlar arasinda en sik kullanilam1 HPLC yontemidir. Belirlemelerin
%50'den fazlasi kiral HPLC ile gerceklestirilmistir. Otuz yil 6nce enansiyomer secici
polimerizasyon ¢aligmalarinda, enansiyomerik fazlalik yalnizca diigiik hassasiyete sahip
bir polarimetre ile Olgiilen optik saflik ile tahmin edilebilirdi. Bu belirleme yontemi,
neredeyse tamamen yukaridaki {ic yontemle degistirilmistir (21). HPLC yontemindeki
son ilerleme, verimli CSP'lerin ve son derece hassas dedektdrlerin gelistirilmesinden
kaynaklanmaktadir. HPLC ile yapilan analizlerde enansiyomerler CSP'ler {izerinde farkli
etkilesimde bulunurlar. Enansiyomerler HPLC ile ayrildiklarinda tipik bir kromatogram

elde edilir. Burada (-)-izomer once (-)-izomeri ayristirir, ardindan (+)-izomer ve tam
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taban ayrimi elde edilir. Bir CSP'nin tanima yetenegi alikoyma faktori (k), ayirma faktori
() ve ¢oziliniirliikk faktorii (Rs) olmak {izere ii¢ parametre kullanilarak nicel olarak
degerlendirilebilir (20). Bunlardan birincisi enansiyomerin kolon iizerindeki kaliciligin
Olcmek ic¢in kullanilan bir parametre olan alikonma/kapasite faktoriidiir (k). Kapasite
faktoriinii enansiyomerlerin yapisi, sabit faz ve hareketli fazin tiiri belirler. Bir diger
parametre olan se¢icilik/ayrim faktorii (o) iki enansiyomer pikin maksimumu arasindaki
zamanin veya mesafenin bir olciisiidiir. Kisacasi kapasite faktorlerinin oranidir. Ayrim
faktorii (a): a= ka2 / k1. Bu formiilde ki birinci enansiyomerin kapasite faktoriiyken k2 ise
ikinci enansiyomerin kapasite faktoriidiir. Uciincii parametre olan rezoliisyon/¢oziiniirliik
faktorii (Rs) pikler aras1 ayrimin bir 6l¢iisiidiir ve bir kolonun ilgili pikleri ayirma
kapasitesini ifade eder. Boylelikle rezolusyon ne kadar yiiksek olursa iki pik arasindaki
taban ¢izgilerinin ayrimi o kadar iyi olur (22). Rezolusyon, “Etkinlik/Teorik Plaka Sayisi
(N)”, “Secicilik/Ayrim Faktorii (a)” ve “Alikonma/Kapasite Faktorii (k’)” parametreleri
ile ilgilidir. Bu iligki su sekilde formiilize edilir:

Teorik tabaka sayis1 (N): Ni=16(t1/ wi)? No=16(t2/ w2)?

t1: Birinci enansiyomere ait pikin enjeksiyon noktasina uzakligi (cm)

t2: Ikinci enansiyomere ait pikin enjeksiyon noktasina uzakligi (cm)

w1 ve w2: Birinci ve ikinci enansiyomere ait pik genisligi (cm)

Rezoliisyon faktorii (Rs): Rs= 2(t2-t1)/ w1+ w2

Rasemik karigimlarin HPLC cihazinda ayrim ve analizinin yapilmasi bazi
avantajlar1 saglar; sicaklik durumunundan etkilenen kararsiz bilesiklerin ayrimi
gerceklestirilebilir, genis aralikta istenilen kiral sabit fazin temin edilmesi, gaz
kromatografisi ve siiper akiskan kromatografi metodlarina kiyasla hareketli faz ile birlikte
enantiyose¢iciligin ayarlanabilmesi, biiyiik 6l¢ekte kullanima uygun olmasidir.

Enansiyomerlerin ayrilmasinda kiral sabit fazlar (KSF, CSP) ile kiral kolonlar
bu sistemin ana bileseni niteligindedir. CSP’ler akiral kati bir destek maddesi {lizerine
kiral bir molekiiliin kimyasal baglarla baglanmasi sonucu elde edilirler ve enansiyomerik
rezoliisyonda ¢ok onemli bir yere sahiptirler (23). Piyasada en cok tercih edilen ve
kullanilan CSP’ler:
Siklodekstrin bazli CSP'ler: Siklodekstrinler, 6, 7 ve 8 iiyeli toroidal sekillere sahip
siklik oligosakkaritlerdir. Glikoz birimlerinin 6 pozisyonundaki birincil hidroksil
gruplari, toroidin daha dar agikliginin ¢evresinde yer alir. 2 ve 3 konumlarindaki ikincil
hidroksi gruplari, bosluklarinin karsisindaki daha genis acikligi hizalar. Polar hidroksi
gruplart siklodekstrinlerin disinda oldugundan, i¢ bosluk hidrofobiktir. Siklodekstrinler
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ve tlirevleri, kapiler elektroforezde kiral hareketli fazlar ve HPLC'de kiral duragan fazlar
i¢cin kullanilmistir. HPLC i¢in ¢ok ¢esitli siklodekstrin bazli CSP'ler ticarete sunulmus ve
kiral bilesiklerin analitik olarak ayrilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmistr1 (Sekil 2.6.).
Ancak diisiik yiikleme kapasitelerinden dolayi, preparatif ayirma icin ¢ok kullanigh
degildirler (24).
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Sekil 2.6. a-, B-, ve y- Siklodekstrinlerin Yapisi

Donor-Akseptor tipi CSP'ler: 1979'da Pirkle ve House tarafindan tanitilmistir (Sekil
2.7.). 3,5-dinitrobenzoil-fenilglisin bazli bu tiir CSP ilk olarak HPLC igin bir CSP olarak
ticarilestirilmistir. Bu CSP'ler ayrica enansiyomerlerin analitik veya hazirlayict ayrimi
icin ticari olarak mevcuttur. Donor-akseptor tipi CSP'ler i¢in, elektronca zengin ve
elektronca eksik aromatik gruplar arasindaki n-m etkilesimi, hidrojen bagi, dipol-dipol ve
sterik etkilesimlere ek olarak kiral bilesiklerin ayirt edilmesinde 6nemli bir rol oynar.
Genellikle normal faz kosullar1 altinda kullanilir, ancak ters faz kosullar1 altinda kiral

ayrimlar da kullanilabilir (25).

Y NO,
| h Q
Ti (CH,),—HNOC—=CH—NH——C
Y NO,

Sekil 2.7. Pirkle ve Arkadaslar1 Tarafindan Hazirlanan Pirkle Tip CSP’nin Yapisi

Anyon degisim tipi CSP'ler: 1996'da Lindner ve Lammerhofer, 6nemli farmasétikler ve
asimetrik sentez i¢in verimli kiral yardimcilar dahil olmak tizere kiral asidik bilesikler
icin miikkemmel tanima yeteneklerine sahip olan Cinchona alkaloid tiirevlerine dayanan
anyon degisim tipi CSP'leri gelistirmislerdir. Kinin ve kinidin 9-O-tert-Biitilkarbamat
tiirevleri, sirastyla Chiralpak QN-AX ve Chiralpak QD-AX ticari isimleri altinda CSP'ler
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olarak ticarilestirilmistir (Sekil 2.8). Bu kiral segiciler 5 um kiiresel silika jel lizerinde
sabitlestirilmistir. Kuiniklidin kisminin protonize olmus tersiyer azotu ile anyonik
analitlerin etkilesmesi kiral seg¢icinin enansiyomeri tanima mekanizmasidir. Bu iyon
eslesmesine ek olarak hidrojen bagi, dipol-dipol, n-n etkilesmesi, hidrofobik etkilesme ve

sterik etkilesim olan molekiiller arasi etkiler eslik eder (26).
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Sekil 2.8. Chiralpak QN-AX (8S,9R) ve Chiralpak QD-AX (8R,9S) Yapisi

Sentetik polimer bazli CSP'ler (Molekiiler baskili tip CSP'ler): Enantioselektif
baglanma bosluklarina sahip c¢apraz bagli polimer jellerdir. Amino asitler, peptitler,
hormonlar ve antibiyotikler gibi biyolojik olarak aktif bilesiklerin ¢oziiniirligi i¢in ¢ok
sayida molekiiler baskili tip CSP kullanilmistir. Poli(met)akrilamid bazli CSP'ler,
Polimetakrilat bazli CSP'ler, Poliamid bazli CSP'ler, Tartardiamid bazli CSP'ler sentetik
polimer bazli CSP’lerdir (27).

Dogal polimer bazhh CSP'ler (Protein bazli CSP’ler): Proteinler, monomerik birim
olarak o -amino asitlerden olusan ve kiral molekiilleri ayirt etme yetenegine sahip, dogal
olarak olusan polimerlerdir. Baz1 enzimlerin, 6rnegin hidrolazlarin, kataliz sirasinda
yiiksek bir enansiyomer se¢imi sergiledikleri iyi bilinmektedir. Ticar1 olarak mevcut olan
cesitli protein bazli CSP'ler bulunmaktadir. Ornegin sigir serum albiimini, insan serum
alblimini, a-asit glikoproteini, tavuk yumurta beyazindan elde edilen ovomukoid, avidin
ve selobiyohidrolaz I'dir. Protein bazli CSP'ler biyolojik olarak aktif bilesikleri ters faz
kosullar1 altinda tlirevlendirme olmaksizin dogrudan ¢ozebildiginden, bu CSP'ler
viicuttaki kiral bir ilacin biyoanalitik izlenmesinde vazgecilmez bir rol iistlenir. Ancak,
protein bazli CSP'ler, sinirli sayida tanima bolgesi nedeniyle preparatif amaglar igin
kullanigh degildir. Ayrica stabilite de bir problemdir, c¢ilinkii bazi proteinler
konformasyonlarini kolayca degistirebilmektedir (28).

Polisakkarit bazli CSP'ler: Kiral HPLC ile tayinlerin %90" bu sabit fazlar kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Seliiloz ve amiloz gibi polisakkaritler yeryiiziinde en bol

bulunanlardir ve optik olarak aktiftirler. Dogal polisakkaritlerin kendileri enansiyomerleri
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ayirt edebilir ve s1ivi kromatografi ile birka¢ rasemik bilesigi ayirabilir. Ancak, tanima
yetenekleri pratikte CSP'ler olarak kullanilmak icin yeterli degildir. 1980'erden beri, kiral
tanima yeteneklerini degerlendirmek i¢in ¢ok sayida seliiloz esteri hazirlanmigtir. Bunlar
arasinda, seliiloz benzoat ve analoglari, silika jel tizerine kaplandiklarinda HPLC i¢in
CSP'ler olarak yiiksek kiral tanima gosterirler (Sekil 2.9. , 2.10.). Benzoat ve karbamat
tirevlerinin kiral olarak tanima yetenekleri, fenil gruplari ilizerindeki siibstitlientlere
baghidir. Alkil gruplari gibi elektron veren siibstitiientler veya halojenler gibi elektron
ceken siibstitiientler tasiyan seliiloz fenilkarbamatlar, siibstitiie edilmemis olandan daha
yiiksek kiral tanima sergiler. Siibstitiientlerin, endiiktif bir etki yoluyla karbamat
grubunun polaritesini etkiledigi ve seliiloz tiirevleri ile rasematlar arasindaki etkilesim
modunu degistirdigi bilinmektedir. Bu polisakkarit bazli CSP'ler ayrica siiper kritik
akiskan kromatografisi i¢in de kullanilabilir (29).
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Sekil 2.9. Polisakkarit Temelli CSP’nin Yapisi
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Sekil 2.10. Seliiloz Tiirevleri

Crown eter tabanhi CSP'ler: Crown eter cercevelerine uygun kiral birimlerin
eklenmesiyle c¢esitli tag eter tabanli CSP'ler hazirlanmistir. Bunlar arasinda, optik olarak
aktif binaftil ve tartarik asit birimleri tagiyan kiral crown eterler ve fenolik yalanci kiral
crown eterler, CSP'ler olarak en basarili sekilde kullanilmistir (30).

Makrosiklik Antibiyotik Temelli Kiral Sabit Fazlar: Vankomisin, ristosetin A,
teikoplanin ve teikoplanin aglikon, glikopeptid (aglikon) bazli CSP'ler i¢in ticari kiral
seciciler olarak mevcuttur. Bu fazlar, glikopeptitlerin (aglikon) silika jel iizerinde
immobilizasyonu yoluyla kullanilmistir. Makrosiklik glikopeptidler (aglikon), birkag
kiral bosluga ve aromatik, hidroksil, amino, ester, karboksil ve amido gruplar1 gibi ¢esitli
fonksiyonel gruplara sahiptir. Makrosiklik glikopeptidler (aglikon) {izerindeki
islevselliklerin ¢esitliligi nedeniyle, bu CSP'ler ¢esitli mobil faz modlar1 ile kullanilabilir
ve ¢ok ¢esitli rasematlar ayirabilirler (31).

Ligand degisim tipi CSP'ler: 1971 yilinda, enansiyomerlerin s1vi kromatografisi ile ilk
temel ¢Oziiniirliigli, Davankov ve Rogozhin tarafindan siklik bir amino asit olan L-
prolin'in poli(stiren-ko-divinilbenzen) iizerine immobilize edilmesi yoluyla gelistirilen
bir ligand-degisim tipi CSP kullanilarak elde edildi ve sinirli bir rasemat araligini
¢Ozebildiginden ve daha sonra gelistirilen CSP'lere kiyasla ¢alisma yontemi oldukca

karmasik oldugundan, uygulanma siklig1 azalmistir (32).
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Stvi kromatografik tekniklerle enansiyomerlerin ayrimi yapilirken ii¢ farkl

hareketli faz tiirii kullanilir. Bunlardan biri normal fazdir. Sulu ortamda kararsiz olan
veya az ¢Oziinen enansiyomer bilesikler i¢in Ozellikle de biiylik 6lgekli ayrimlarda
avantajlidir. Ikinci olarak polar organik fazlar kullamlir. Analiz siirelerini daha ¢ok
kisaltir ve kromatografide daha keskin pikler olusur. Ayrica sinyal/giiriiltii oranini
azalttigindan avantajlidir. Bir diger hareketli faz ise ters fazdir. Viicut sivilari ile yapilan
analizlerde daha iyi ayrimlar elde edilir. Dogrudan enjekte edilebilen viicut sivilari
streosecici ilag-reseptor iligkilerini ortaya ¢ikardigi igin tercih edilir (33).
Polarimetrik Dedektorler: Enansiyomerlerin ayriminda optik ¢evirme dagilimi ve
dairesel dikroizm dedektorleri kullanilir. Calisma prensipleri, polarize 1sinin optikce aktif
taneciklerle etkilesimine baglidir. Optik cevirme dagiliminda, bilesigin molekiiler
cevirmesinin dalga boyuna bagimliligmi oOlger. Optik ¢evirme, herhangi bir dalga
boyundaki bir maddenin d ve 1 dairesel polarize 151n i¢in gosterdigi refraktif indeks
farkina, yani "dairesel aralik" (ni —nd)ye baghdir. Bu deger dalga boyunun fonksiyonu
olarak 6zel bir sekilde degisir. Tam tersi olarak, optikce aktif bir bilesigin bu iki tip
dairesel polarize 151k i¢in gosterdigi molar absorbtiviteler farklidir; dairesel dikroizm ise
bu temele dayanir.

Polarimetrik dedektorler kiral bilesigin diizlem polarize 15181n art1 veya eksi yonde
cevrilmesiyle ilgili bilgi vermektedir. Polarimetrik dedektdrler, yalnizca optik olarak aktif
molekiillerde kullanilmaktadir. UV dedektérde anlagilmayan, absorbansi olmayan veya
diisiik oranlarda absorbansi olan molekiiller eger optik olarak aktifse bu dedektor
kullanilarak tespit edilebilir, polarliklar: birbirinden farkli iki (veya bazen daha fazla)
coziicii sistemlerinin kullanildig1 teknik olan gradient g¢aligmalarda tercih edilir.
Aragtirilan analitin optik saflig1 hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar (34).

Enansiyomerlerin ayrimlar1 ile ilgili HPLC’nin kullamildig1 pekcok ¢alisma
bulunmaktadir. Caccamese ve digerleri yaptigr calismada CSP kullanarak etodolak
enansiyomerlerini dogrudan HPLC ile ayirmustir (35). Etodolak (1,8-dietil-1,3,4,9-
tetrahidropirano[3,4-b]-indol-1-asetik asit), rasemik bir karisim olarak pazarlanan

nonsteroid antiinflamatuar bir ilactir (Sekil 2.11.) (36).
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Sekil 2.11. Etodolakin yapisi

Etodolakin (+)-(S)-enansiyomerinin, ilacin prostaglandin sentetaz inhibe edici
ozelliklerinden ve dolayisiyla antiinflamatuar etkisinin neredeyse tamamindan sorumlu
oldugu literatiirde bildirilmistir (37). Arastirmacilar yapmis olduklari bu enansiyomer
ayrim ¢alismasinda etodolakin her bir enansiyomerini, tiirevlendirme ajanlar1 olan (-)-1-
o-feniletilamini kullanarak HPLC yontemiyle, (+) -S-amfetamini ise GC yOntemi
kullanarak diastereomerleri olusturma yoluyla ayirmislardir. Rasemik etodolak analizini
ters fazli HPLC prosediirleri kullanilarak gerceklestirmislerdir. Calismada ticari olarak
mevcut CSP kolonlariin (Chiralcel OD veya Pirkle DNBPG) kullanildig1 basit, izokratik
bir yontem kullanilmistir. Yapilan aragtirmanin sonucuna gore Chiralcel OD kolonu
kullanilarak elde edilen ayirma (a) ve ¢oziiniirliikk (R) faktorlerinin, Pirkle tipi DNBPG
faz1 kullanilarak elde edilenlerden daha iyi oldugu belirlenmistir. Mobil fazdaki 2-
propanolun miktarinin azaltarak ¢oziliniirliik faktoriinlin(k') en iyi degerlerini elde
etmiglerdir. Yine ¢alisma sonucunda Chiralcel OD kolonu kullanarak 2-propanole az
miktarda trifloroasetik asit (TFA) ilave edilince hem ayirma hem de ¢6ziiniirliik faktorleri
tizerinde faydali bir etki sagladig: tespit edilmistir. Mobil fazda TFA'nin varligi, DNBPG
faz1 kullanildiginda yeterli ayirma (o = 1.08) elde edilmesi icin olduk¢a Onemli
bulunmustur. TFA'nin analitin karboksil grubunun iyonizasyonunu baskilayarak etki
ettigi ve boylece ¢oziinen maddenin CSPmin polar bolgeleriyle etkilesimini azalttig
gozlenmistir. DNPBG fazi  kullanildiginda  (+)-(S)-enansiyomerinin  (-)-(R)-
enansiyomerine gore daha giiclii etkilesimi ortaya ¢ikinca bu durumu Pirkle tarafindan
onerilen kiral tanima modeli ile aciklamislardir. Ug eszamanli etkilesim dngdrmiislerdir.
Buna gore analitin 8-etilfenil halkasi ile CSP'nin 3,5-dinitrobenzoil grubu arasinda bir -
n verici alict etkilesimi oldugu, analitin karboksilik asit grubunun -OH'si ile CSP'deki
3,5-DNB karboksamidin karbonil grubu arasindaki hidrojen bagi yaptig1 ve analitin 1-etil
grubu ile CSP arasinda sterik bir etkilesim oldugu sonucuna varilmistir (35).

Aboul-Enein ve Serignese normal ve ters seliiloz kiral sabit fazlar tizerinde HPLC
ile bir beta-bloker bilesigi olan bevantolol bilesiginin dogrudan enantioselektif ayrimini

yapmuslardir (38). Kromatografik ayrim i¢in kiral duragan faz olarak Chiralcel OD (%100
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metanol-%0.2dietilamin) ve Chiralcel OD-R (sodyum perklorat: asetonitril) (50: 50) v/v)

kullanmislardir.

OH

Sekil 2.12. Bevantololiin yapis1

Arastirmacilar bu c¢alismada hareketli fazdaki diiz ve dalli zincirli alifatik
alkollerin bevantololiin stereoselektif ayrimi {izerinde etkili oldugunu anlamislardir.
Primer, sekonder ve tersiyer alkoller igeren mobil fazlar i¢in bevantolol
enansiyomerlerinin ayirma (o) ve ¢oziiniirliik (R) faktorleri hesaplamiglardir (38). Bu
parametreler, primer alkollerin, yani 1-biitanol>1-propanol ve 2-metil-1-
propanol>etanol>metanoliin karbon zinciri uzunlugundaki artisla dogru orantili olmustur.
Dallanmis zincirli sekonder ve tersiyer alkoller, ayirma faktorii (o) degeri i¢in ayni
iliskiyi, ancak 2-propanol ¢oziiniirlik faktorii (Rs) icin ters sirayr gostermistir. Bu
sonuglar, alkollerin degistiriciler olarak hareket ettigini ve esas olarak hidrojen bag1 ve
ayrica alkil karbon zinciri yoluyla van der Waals kuvvetleri ile CSP tizerindeki etkilesimli
yerler i¢in analit ile rekabet ettigini gostermistir. Kullanilan Chiralcel CSP uzamsal
diizende kiral bosluklara sahiptir. Mobil faz ve analit bu kiral bosluklara farkl: yerlesir bu
durum Rs ve k’ arasindaki farka neden oldugu calismada belirtilmistir. Sonug olarak iki
farkli kiral sabit faz kolonunda bevantolol enansiyomerlerinin kromatogramlar1 elde
edilmistir. Chiralcel OD-R kolonunda (+)-R-Bevantolol 8.14°de, (-)-S-Bevantolol
10.35°de; Chiralcel OD kolonunda ise (+)-R-Bevantolol 9.15°de, (-)-S-Bevantolol
13.53’de pik gostermistir (38).

Bir diger arastirilan kiral molekiil protiyokonazol, Bayer Company tarafindan
gelistirilen genis spektrumlu triazol tiyon fungusit tiirtidiir (39). Protiyokonazol-destiyo,
protiyokonazol'un ana metabolitidir (Sekil 2.13. ve Sekil 2.14.). Liu ve Ding bu ¢alismada
protiyokonazol ve protiokonazol-desthionun enansiyomerlerinin ayrimini, yliksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile cesitli kiral duragan fazlar iizerinde

gerceklestirmistir (40).
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Sekil 2.13. Protiyokonazol, (RS)-2-[2-(1-klorosiklopropil)-3-(2-klorofenil)-2-
hidroksipropil]-2,4-dihidro-1,2,4-triazol-3-tiyon
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Sekil 2.14. Protiyokonazol-destiyo, (2RS)-2-(1-klorosiklopropil)-1-(2-klorofenil)-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol

Aragtirmacilar protiyokonazol ve protiyokonazol-destiyo enantiomerlerinin
ayrimi i¢in Chiralpak IA, Chiralpak IB, Chiralpak IC, Chiralcel OD, Chiralpak AY-H,
Chiralpak AZ-H ve LuxCellulose-1 kullanmislardir. Protiyokonazol ve protiyokonazol-
destiyonun eszamanli enansiyomerik ayrimi, mobil faz olarak n-heksan/IPA veya n-
heksan/etanol ve metanol/su veya ACN/su kullanilarak 10-20-30°C sicakliklarinda bahsi
gecen kolonlarda gerceklestirmislerdir. Enansiyomerlerin eliisyon sirasin1  optik
detektorle Ol¢miislerdir. Protiyokonazol enansiyomerleri, Chiralcel OD kolonda n-
heksan/IPA ve Chiralcel OJ-H kolonda n-heksan/etanol kullanildiginda daha iyi
ayrilmistir. Protiyokonazol-destiyo enansiyomerleri i¢in ise basarili ayrim, Chiralcel OJ-
H hari¢, bahsedilen diger tiim kolonlarda gerceklestirilmistir. Mobil fazin tiiriiniin ve
oraninin ayirma islemi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu anlamiglardir.
Aragtirmanin sonuglarina gore diisiik sicaklik, iki bilesigin ayrilmasini kolaylastirmistir.
Genel olarak, Rs degerinin sicaklikla ters orantili oldugu ve enansiyomerlerin kiral
¢Oziinilirliigliniin entalpi tarafindan yonlendirildigi sonucuna ulagilmistir (40).

Enantioselektiflik, enzimler veya diger dogal olarak olusan kiral molekiiller ile

etkilesimlerinin bir sonucu olarak, zirai kimyasallar alaninda da 6nemlidir (41). Imazalil

19



([1-(B-alliloksi-2,4-diklorofenetil)imidazol]), narenciyelerin hasat sonrasi, depolama ve
nakliye sirasinda mantar gelisimine karsi korunmasinda kullanilan sistemik bir kiral
fungisittir (Sekil 2.15.) (42). Aguilar ve digerleri fungusit etkili kiral imazalilin HPLC ile
enansiyomerlerin analizini, bozunma oranlarin1 ve ¢ikarma/zenginlestirme teknikleri
lizerine ¢alisma yapmislardir (43).

Cl

Cl FN
\/\O N\/

Sekil 2.15. imazalil yapisi

Bunun i¢in 6ncelikle taze sikilmis portakal suyundan imazilil enansiyomerlerinin
ekstraksiyonu ve konsantrasyonu i¢in dispersif sivi-sivi mikro ekstraksiyon ve kat1 faz
ekstraksiyonu ile portakal suyundan imazilili ekstrakte etmislerdir. Elde edilen
numuneleri farkli mobil fazlar (metanol, etanol, izopropanol, asetonitril) kullanarak
enansiyomerlerine ayirmiglardir. En iyi ayrim izopropanol: tampon (1:99, v/v) (-) ve (+)-
imazalil sirasiyla pH 4'te elde edilmistir. Enansiyomerlerin eliisyon sirasi, Rs degerleri,
pik taban ¢izgisi genisligi (W1, W2) ve enansiyomerlerin alikonma siireleri (t1, t2) elde
edilen tepe noktalar1 CD detektorii ile belirlenmistir. UV-vis ve CD dedektorleri, 25-450
lg mL konsantrasyon aralifinda enjekte edilen (£)-imazolile dogrusal olarak yanit
vermistir. Tim durumlarda, dogrusal uyum R>0.97 olarak tespit edilmistir.
Aragtirmacilar eklenmis portakal suyu orneklerinden imazalil enansiyomerlerinin geri
kazanim analizlerinden yliksek geri kazanim degerleri elde etmek icin kat1 faz
ekstraksiyonunun daha iyi bir se¢cim oldugunu ifade etmislerdir. Enansiyomerlerin
bozunma hizlarini belirleyip (-)-imazolilin (+)-imazolilden daha hizl1 bir enantiyoselektif
doniisiim islemi sonucunda bozundugunu gdstermislerdir (43).

Ali ve Aboul-Enein HPLC ile seliiloz Tris(3,5-diklorofenilkarbamat) CSP
kullanilarak bazi ilaglarin enantioseparasyonunu gerceklestirmislerdir (44). Klinik olarak
kullanilan metoprolol, teratolol, tolamolol, nebivolol (-adrenerjik blokerler), ekonazol,
mikonazol (anti-fungal ajanlar), kromakalim (anti-hipertansif) ve etodolak (anti-
inflamatuar) gibi bazi ilaglarin seliiloz tris (3,5-diklorofenilkarbamat) CSP iizerinde kiral

rezoliisyonu saglanmistir (Sekil.2.16).
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Sekil 2.16. Klinik olarak kullanilan bazi ilaglarin kimyasal yapilari

Aragtirmacilar 220 ppm’de 6l¢iim aldiklar1 ¢aligmalarinda mobil faz olarak 0.5
mL/dk'da 2-propanol kullanmislardir. Bu ilaglarin ayirma faktorleri (o) 1.24 ile 3.90
arasinda degisirken, ¢Oziintirliik faktorleri 1.05 ile 5.0 arasinda degisim gostermistir. Bu
ilaglarin ¢oziiniirliigii sirastyla kromakalim» mikonazol» teratolol> ekonazol> nebivolol>
etodolak> metoprolol> tolamolol seklinde oldugunu ifade etmislerdir. ilaglarin yapist,
aromatik halkalarla birlikte azot, oksijen, kiikiirt ve klor gibi birkag elektronegatif atom
icermektedir. Bu nedenle, bu ilaglarin enansiyomerlerinin ayriminin, rasematlarin

elektronegatif atomlar1 ve rapor edilen seliiloz kiral duragan faz arasindaki farkli hidrojen
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baglar1 ve dipol-dipol kaynakli farkli biiyiikliiklerdeki etkilesimler nedeniyle meydana
geldigini ifade etmislerdir. Seliiloz bazli CSP’nin siibstitiie edilmis fenil kisimlar ile
analitlerin aromatik halkalar1 arasindaki n-m etkilesimlerinin kiral rezoliisyon
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynadig: da bildirilmistir. Sterik etkinin kiral ayrimda
da ¢ok oOnemli bir rol oynadigi gozlemlenmistir. Temel olarak, rasematlarin kiral
¢oziinlirliigii baglarin genel etkisi, sterik etki ve enansiyomerlerin kiral oluklara oturma
modeli tarafindan kontrol edilir (45). Arastirmacilar kromakalimin en iyi ayrilan molekiil
olmasi, daha az sterik kuvvete maruz kalan ve dolayisiyla CSP'nin kiral oluguna
maksimum uyum saglamasini kiiciik boyutundan dolayr oldugunu distinmiislerdir.
Mikonazoliin ekonazole kiyasla daha iyi ayrimi, mikonazolun klor bulundurmasi sonucu
daha giiclii hidrojen bagi ile baglanmasi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Aragtirmacilar, kiral
ayrimin  mekanizmalarin1  belirlemek i¢in, bu ilaglarn seliloz Tris (3,5-
dimetilfenilkarbamat) (Chiralcel OD), seliiloz Tris (4-metilfenilkarbamat) (Chiralcel
0G), seliiloz trifenilkarbamat (Chiralcel OC) ve seliiloz 4-klorofenilkarbamat (Chiralcel
OF) CSP'leri, ayn1 deneysel kromatografik kosullar1 kullanarak analiz yapmislardir. Bu
CSP'lerde hicbir ayirim gozlemlememisglerdir. Bahsedilen CSP'ler hidrojen ve n-nt baglari
i¢in ¢esitli yerler igermekte, ancak bunlar seliiloz Tris (3,5-diklorolfenilkarbamat) CSP'ye
kiyasla hi¢ denilecek kadar zayif kiral yetenek gdstermislerdir. Selilloz Tris (3,5-
diklorofenilkarbamat) CSP, seliiloz birimi basina alt1 klor atomu icerir ve bu nedenle daha
giiclii hidrojen bagi sagladigint ve seliiloz Tris (3,5-diklorofenilkarbamat) kolonuna
kiyasla zay1f baglanma kapasitesine sahip oldugunu ifade etmislerdir (44).

Pan ve arkadaslari uniconazol ve imazalilin ¢esitli seliiloz kiral kolonlarida HPLC
ile enantioseparasyonunun karsilastirmislardir (46). Unikonazol ((E)-(RS)-B-((4-
klorofenil)metilen)-a-(1,1-dimetiletil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol) ve imazalil ((RS))-1-[2-
(2,4-diklorofenil)-2-(2-propeniloksi)etil]- 1H-imidazol) rasematlarinin enantioseparasyonu,
alkol degistirici olarak sirasiyla etanol, n-propanol, izo-propanol ile seliiloz tiirevi kiral
kolonlar seliilloz tribenzoat (CTB), seliiloz tris(4-metilbenzoat) (CTMB), seliiloz
trifenilkarbamat (CTPC) ve seliiloz tris(3,5-dimetilfenil karbamat) (CDMPC) {izerinde

denenmistir.
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Sekil 2.17. Unikonazol ve imazalilin yapist

Yapilan bu ¢alismada kromatografik parametreler incelenmis ve imazalilin her
zaman unikonazolden daha fazla tutuldugu gdsterilmistir. Unikonazol ve imazalilin
yapisinda elektronegatif atomlar, yani azot, oksijen ve klor ile birlikte iki aromatik halka
(bir fenil halkas1 ve bir triazol veya imidazol halkasi) bulunur. Arastirmacilar ayrimi
yapilacak molekiiller ile sabit fazlar arasinda n-n etkilesimi, dipol-dipol, hidrojen bagi
etkilesimin var oldugunu belirtmislerdir. Unikonazoliin enantioseparasyonunun CTPC ve
CDMPC'de meydana geldigi, ancak CTB ve CTMB'de olmadig1 da goézlemislerdir.
CTPC'de dipol-dipol etkilesimi ve CDMPC ise unikonazol ile hidrojen bagi olusmustur.
Imazalile gelince, CTPC'de enantioseparasyona ugramazken, diger ii¢ kolonda farkli
derecelerde ayirma elde edilmistir, en iyi enantioseparasyon CTMB'de olmustur.
Unikonazol ve imazalil en iyi ayrimi elde edilen kolonlarda alkol degistirici olarak etanol
kullanilmistir. Bu nedenle, alkol degitirici olan etanolun konsantrasyonunun etkisi
arastirilmis ve alkol degistiricinin CSP iizerinde akiral ve kiral baglanma bdlgeleri i¢in
analit ile rekabet edebildigi ve bdylece ¢dziinen maddenin alikonmasini ve kiral
seciciligini etkileyebildigi caligmada anlasilmistir (46).

Du ve digerleri LC-MS/MS ile sigan plazmasindaki kiral mikonazoliin
enantioselektif belirlenmesi ve ayrilmasi i¢in stereoselektif bir farmakokinetik ¢alisma
uygulamisglardir (47).

Bunun i¢in yeni bir kiral sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometri yontemi
gelistirmiglerdir. Temel ayirmayi, asetonitril ve sulu amonyum hidrojen karbonattan (5
mM; 80:20, v/v) olusan bir mobil faza sahip bir Chiralpak IC kolonu iizerinde
gerceklestirmiglerdir. Verileri, ticli dort kutuplu kiitle spektrometrisi ile pozitif
elektrosprey iyonizasyonu ile ¢coklu reaksiyon izleme modunda elde etmislerdir. 5 ve 10

mg/kg dozlarinda rasemik mikonazoliin si¢anlara oral yoldan verilmesinden sonra

23



siganlardaki mikonazol enansiyomerlerinin enantioselektif farmakokinetik ¢alismasinin
sonuclarina goére (—)-(R)-mikonazoliin plazmada (+)-(S)-mikonazolden daha yiiksek bir
konsantrasyona sahip oldugunu ve her iki doz i¢in 1.3-1.7 oraninda oldugunu ifade
etmislerdir. Arastirmacilar enantioselektifligin doz artis1 ile degismedigini dile
getirmislerdir. Daha sonra her bir enansiyomerin dogrusalligi, dogrulugu, kesinligi,
ekstraksiyon geri kazanimi, matris etkisi ve kararliligi ile ilgili yontemin validasyonunu
yapmuslardir ve sigan plazmasindaki her enansiyomer i¢in 0.50 ng/mL'lik bir LLOQ ile
kesin saptama saglamislardir (47).

GC ile Enansiyomer Ayirim

Gaz kromatografisi hareketli fazin gaz olmasi sabit fazin ise sivi veya kati olan
ayirma yoOntemidir. Gaz kromatografisinde sabit faz sivi oldugunda, gaz-sivi
kromatografisi sabit faz kat1 oldugunda gaz-kati kromatografisi olarak isimlendirilir.
Enansiyomerlerin gaz kromatografisi ile ayrilmasi, CSP'ler iizerinde hidrojen bagi,
koordinasyon ve inkliizyon ile gergeklestirilir. Bu nedenle kullanilan kiral segiciler,
amino asit tiirevleri, terpen tiirevli metal koordinasyon bilesikleri ve modifiye edilmis
siklodekstrinlerdir. Yiiksek verimlilik, hassasiyet ve ayirma hizi, enansiyomerlerin
yiiksek ¢oOziiniirliiklii kapiler gaz kromatografisi ile ayrilmasinin 6nemli avantajlaridir
(48). Cok boyutlu gaz kromatografisi (seri baglantili kolon isleminde), arayiiz olusturma
ve birlestirme yontemleri (gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi, GC-MS) gibi yerlesik
yardimci teknikler kiral analize uygundur. Kiral gaz kromatografisi 6zellikle, esansiyel
yaglarin, anesteziklerin ve koku verici maddelerin analizinde tercih edilmektedir.
Enansiyoselektif gaz kromatografisi, 6rnegin, ugucu enansiyomerlerin dogrudan numune
matrisinin buhar fazindan analiz edildigi aromalarin ve feromonlarin analizi gibi, numune
tiirevlendirmesinin gerekli olmadigi durumlarda kiral analiz i¢in 6zellikle uygundur. Sivi
kromatografik yontemlerin aksine, gaz kromatografisinde coziiciiler, degistiriciler ve
gradyanli eliisyon sistemlerinin hassas se¢imi yoktur. Sabit faz ¢esitliligi siirhdir,
hareketli faz agisindan segicilige kolay miidahale edilememesi ve preparatif 6lgekli
analizlerde kullaniminin zorlastirmasi bu yontemin kullanimini sinirlamaktadir. Bununla
birlikte, gaz kromatografisinin kullanimi i¢in 6n kosullar, kiral analitin uguculugu, termal
kararlilig1 ve ¢oziilebilirligi olup, 6zel kullanimini kisitlar. Bu durumda sadece termal
olarak dayanikli bilesiklerin analizinin yapilmasi gaz kromatografisinin dezavantajidir

(49).
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Siiperkritik Akiskan Kromatografisi (SFC)

Giintimiizde SFC, ¢ogunlukla HPLC ile ayn1 donanim ve yazilimi kullanan ytiksek
performansli sivi kromatografisine benzer bir ayirma teknigidir. SFC'yi HPLC
sistemlerinden ayiran iki fark vardir; bunlardan bir tanesi SFC pompa sistemi,
karbondioksiti sivi halde tutmak i¢in sogutulmus bir pompa kafasina sahip olmalidir,
ikincisi UV tespiti i¢in tiim sistem veya sadece MS tespiti i¢in paketlenmis kolon basing
altinda olmalidir. Mobil faz, ana bilesen olarak karbondioksit ile ikili veya iiclii bir
karisimdir. Ayirma teknigi genellikle hareketli fazin bilesiminin zamana gore degistigi
bir gradyan eliisyonu olarak gerceklestirilir.  Silika, siyanopropilsilika, 3-
aminopropilsilika ve 2-etilpiridilsilika gibi polar sabit fazlar ¢ogunlukla kullanilir.
SFC'nin daha yiiksek hiz/verim, daha fazla numune/giin, daha hizli dengeleme ve daha
kisa dongii stiresi gibi ters fazli HPLC'ye gore sayisiz pratik avantaji vardir. SFC, daha
diisiik isletme maliyeti ve daha diisiik kolon basing diisiisii saglar. Solvent tiiketimi
diisiiktiir; bu nedenle, atik iiretimi de minimum diizeydedir. Ayrimi yapilacak olan
bilesikler, karbondioksit buharlasarak uzaklastigindan, nispeten kiiciik bir ¢oziicli miktari
icinde izole edilebilir. Bu 06zellik, eliisyon hacimlerinin biiylik olabilecegi preparatif
uygulamalar i¢in 6zellikle 6nemlidir (50).

Kapiller Elektroforez (CE) ile Enansiyomer Ayirimi

Kapiler elektroforez, genellikle hem biyokimyasal hem de biyolojik analiz
ihtiyaglart i¢in uyarlanmis enstriimantal bir tekniktir. CE, bir kilcal boru iginde
gerceklestirilen elektroforezdir. Hem biiylik hem de kii¢iik molekiillerin analizi i¢in
mevcut en verimli ayirma teknigidir. Geleneksel elektroforezin modern CE'ye doniisiimii,
gaz kromatografisi i¢in pahali olmayan dar delikli kapilerlerin iiretilmesi ve HPLC i¢in
son derece hassas online saptama yontemlerinin gelistirilmesiyle desteklenmistir. CE
analizleri biyolojik, cevresel, farmasotik, klinik ve gida analizlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica CE, hizli ayirma, yiiksek ¢6zelti ve minimum numune ve reaktif
miktar gereksinimleri agisindan diger ayirma tekniklerine gore {stlindiir. CE
teknolojisinin karsilagtigi en zorlu konulardan biri hassasiyettir. Genel olarak HPLC ile
karsilastirildiginda, CE daha az duyarl bir tekniktir. Bu, CE'de kullanilan kapilerin hem
enjekte edilebilecek hacmini hem de spektrofotometrik algilama sirasinda optik yol
uzunlugunu kisitlayan kiiciik boyutlarindan kaynaklanir. Enansiyomerlerin ayrilmasinda
CE, HPLC'ye kiyasla ayirma ortamii kolayca degistirme kabiliyetine sahip olma
avantajina sahiptir. Bunun yani sira, CE, kilcal bolge elektroforezi (CZE), kilcal jel
elektroforezi (CGE), elektrokinetik kromatografi (EKC), misel elektrokinetik
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kromatografisi (MEKC), kilcal izoelektrik odaklama (CIEF) ve kapiler
elektrokromatografi (CEC) gibi birgok ayirma tekniginde uygulanabilir oldugu i¢in ¢ok
yonlii esneklige sahiptir (51).

Ibrahim  ve  digerleri, siprokonazol, bromukonazol ve dinikonazol
enansiyomerlerinin eszamanli enantioseparasyonu i¢in etkili bir yontem olarak, kiral
secici olan notr siklodekstrinlerin ikili bir karigimini kullanan siklodekstrin ile modifiye

edilmis MEKC gelistirmislerdir (Sekil 2.19) (52).
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Sekil 2.18. Siprokonazol, Bromukonazol ve Dinikonazol Yapisi

MEKC, tampon ¢d6zeltisine ylizey aktif maddelerin eklendigi bir elektrokinetik
kromatografi modudur. Analistlere gore MEKC enansiyomerlerin ayrilmasi i¢in gii¢lii bir
ayirma teknigidir. Pahali kiral reaktiflerin ve gerekli ¢oziiciilerin minimum kullanimi gibi
enansiyomerlerin ayrilmasi i¢in geleneksel kromatografik yontemle karsilastirildiginda
bir¢ok avantaji vardir. Ayrica, sadece kii¢iik numune hacimleri gereklidir ve verimlilik
cok yiiksektir. Enansiyomerlerin ayrilmasi i¢in iki MEKC modu vardir. Birincisi, kiral
yiizey aktif maddeler kullanan MEKC'dir ve ikincisi, kiral segici olarak siklodekstrin
kullanan MEKC'dir (53). Arastirmacilar bu ¢alismada, siklodekstrin ile modifiye edilmis
MEKC (CD-MEKC) kullanilmigtir. Kullanilan triazol antifungaller siprokonazol,
bromukonazol ve dinikonazoldiir. Siprokonazol ve bromukonazole iki kiral merkeze
sahipken, dinikonazol bir kiral merkeze sahiptir. Bu nedenle, siprokonazol ve
bromukonazoliin her biri iki ¢ift enansiyomer (dort stereoizomer) igerirken, dinikonazol
bir cift enansiyomer (iki stereoizomer) igerir. Bu calismada, iki ¢ift siprokonazol
enansiyomerinin, iki ¢ift bromukonazol enansiyomerinin ve bir ¢ift dinikonazol
enansiyomerinin ayni anda ayrilmasi icin CD-MEKC kullanmiglardir. Tekli ve ikili dogal
siklodekstrinlerin (CD), yani v-CD, 2-hidroksipropil- y -CD (HP-y-CD) ve
hidroksipropil-B-CD (HP-B-CD)'nin etkileri de incelenmistir. Tek CD kullanimi

dinikonazol, bromukonazol ve siprokonazoliin tiim stereoizomerlerini bagarili bir sekilde
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ayiramadigindan, ikili dogal CD sisteminin kullanimini aragtirmiglardir. Analistlerie gore
bromukonazol ve siprokonazol enansiyomerlerinin ayrilmasit HP-B-CD kullanilarak
basarili bir sekilde gerceklestirilirken, dinikonazol enansiyomerlerinin ayrilmast HP- y -
CD kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, HP- B -CD ve HP- y -CD igeren ikili
CD sisteminin kullanilmasi daha iyi bir ayrim sagladigi belirtilmistir. Uygun ayirma
cozeltisi, 40 mM SDS, 25 mM fosfat tamponu (pH 3), 27 mM HP-  -CD, 3 mM HP- vy -
CD ve %10:5 v/v metanol:asetonitril ilavesiyle elde etmiglerdir. Misel ve CD benzer
fizikokimyasal 6zellikleri paylasmaktadirlar. Miselin i¢ kism1 veya CD boslugu nispeten
hidrofobik iken dis kisim daha hidrofiliktir. Bu nedenle, ¢oziinenin log P degerleri ne
kadar biiyiikse, kiral segici CD'lerin kaviteye olan afinitesi o kadar biiyiik olur ve bu
nedenle misel tarafindan gii¢lii bir sekilde tutulur. Log P verilerinden, siprokonazol en az
hidrofobiktir ve dinikonazol en fazla hidrofobiktir. Bu bilgiler 1s1inda ¢alisma da asidik
pH'da (3.0) ii¢ triazol fungisitinin migrasyon sirasi hidrofobiklik degerinin tersini takip
ettigi anlasilmistir, yani dinikonazol» bromukonazoly siprokonazol. Cift yerel kullanimi
CD sistemi, segilen li¢ triazol antifungal ilacin ayrilmasini Rs 1.1-15.9, pik verimi N4200
000 ve ayirma siiresi 21 dakikadan az olarak sonug¢lanmasini saglamistir (52).

Kapiler Elektrokromatografi (CEC)

Bu yontemde kapiler elektroforez cihazi kullanilir. Elektrokinetik gbg¢ ilkeleri ve
kromatografik ayrim ilkelerinin uygulandigi bir metoddur. Ayrica bu metodla sivi
kromatografi seciciligi ve kapiler elektroforezin yiiksek etkinligi bir aradadir. Yiiksiiz
bilesiklerin ayrimi1 bu metodla yapilabilmektedir. CE’den farkli olarak kolon olarak C18
gibi bir hidrofobik ligant ile tiirevlendirilen 1-7 pm boyutlarda poréz silika, core-shell
veya monolit bir malzeme ile doldurulmus silika kapilerdir. Cesitli parcacik boyutuna,
dogasina, yilizey alanina, gozenek boyutuna ve gozenek hacmine sahip silika jeller,
CEC'de kiral segiciler i¢in en yaygin olarak kullanilan tastyici malzemeleri temsil eder.
CEC'de kullanilan mobil fazlar, dogasi, bilesimi, viskozitesi, pH'1, diflizyon 6zellikleri,
elektriksel ve termo iletkenligi, iyonik giicii vb. agisindan farklilik gosterebilir. Hareketli
faz olarak sulu tamponlar ve asetonitril, metanol gibi bir organik ¢oziiciiniin karisimindan
olusan klasik HPLC ters faz ¢ozeltileri kullanilir. Tamponun pH'1 ve iyonik giicii
birbirine bagli olan bazi seylerdir ve degistirilmesi kolay degildir. CEC'de hareketli fazlar
olarak uygulanan sulu-organik ve saf polar organik ¢oziiciiler, ¢esitli inorganik ve organik
elektrolitler eklenerek iletken hale getirilir. Inorganik elektrolitlerden en yaygin olarak

fosfat, sitrat, asetat ve formiat tuzlar1 kullanilir (54).

27



2.3. Tedavide Kullanilan Asimetrik Merkez Tasiyan Ilaclar

Kiralite ilag sektoriinde 6nemli bir yere sahiptir. Enansiyomerler kiral ortamda iki
farkli molekiil olarak davranmaktadir. Bu sebepten kiral ortamdaki kimyasal 6zellikleri
farklidir. In vivo ortamda kiral 6zellige sahip olmasi sebebiyle enantiomerler etki sekilleri
farklidir (1,2,5). Ayrica birbirlerine zit etki gosterebilir. Ornegin, (S)-(-)-propranolol
kardiyovaskiiler hastaliklarda [-bloker olarak etki eder fakat enansiyomeri (R)-(+)-
propranolol gebelik onleyici olarak etki etmektedir. Bu durum kiral bilesiklerin tedavide
kullanildig1 zaman saf olmasi gerekliligini vurgulamis olur. Kardiyovaskiiler hastaliklar
icin pravastin sodyum, antidepresan tedavide setralin hidrokloriir, astim ve KOAH
hastalar1 i¢in salmeterol, antikoagiilan olarak klopidogrel bisiilfat, mide koruyucu olarak
esomeprazol magnezyum, antibiyotik olarak potasyum klavulanat 6rnek verilebilir. Bu
molekiillerin hepsi asimetrik merkez tasiyan ilaglardir. Su an mevcut olarak kullanilan
ilaglarin %356’s1 kiral bilesik olmakla beraber bunlarin %88 orani rasemik karisim
halindedir (55). Ancak rasemik ilaglar1 kullanilirken etken madde dozunun etkili
olabilmesi i¢in rasemik karisimdan iki kat kullanmak gerekebilmektedir. Tek bir
enantiomer, rasemik karisima gore daha fazla biyolojik aktivite gdstermektedir. Ornegin
(R,R)-kloroamfenikol antibakteriyel 6zellik gdsterirken, (S,S)- kloroamfenikol inaktif
ozellik gostermektedir. Bundan dolay1 rasemik karigimlar kullanmak kaynaklarin yarisi
bosa harcamasi ve maliyeti artirmast nedeniyle ekonomik degildir (56). Bu durumdan

dolay1 ¢ogu ilag tek enansiyomer versiyonuna ge¢mistir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Tek enansiyomer versiyonuna gecilen rasemat ilaglar
Etken madde Endikasyonu Tek enansiyomer

Lansoprazol =~ Proton pompasi inhibitérii  (R)-(+)-lansoprazole (dexlansoprazole)

Modanafil Narkolepsi (R)-(—)-modanafil (armodanafil)
Formoterol KOAH (R,R)-(—)-formoterol (arformoterol)
Zopiklon Anksiyete (S)-(+)-zopiclone (eszopiclone)
Setrizin Antihistaminik (R)-(—)-cetirizine (levocetirizine)
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2.4. Kiral Ila¢ Ornegi Olarak Mikonazol ve Etkileri

2.4.1. Mikonazoliin Yapisi

Bir fenetil imidazol tiirevi olan mikonazol azol grubu tasiyan bir bilesiktir ve gram
pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip genis spektrumludur. Hem oral
hem de vajinal enfeksiyonlar dahil olmak iizere mukozal maya enfeksiyonlarini tedavi
etmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Molekiiler formiilii Ci1sH14C1laN20 olan mikonazoliin
sistemik ad1 1-[2-(2,4-diklorofenil)-2-[(2,4-diklorofenil)metoksi]etil] imidazol’ diir (Sekil
2.19.). Molekiil agirligir 416 g/mol'diir. Oda sicakliginda kat1 formda bulunur ve erime
noktas1 159-163 °C'dir. Suda ¢oziiniirliigi 0.000763 mg/mL; oktanol/su dagilma katsayisi
(logP) degeri 5.86'dir. Protonasyon degeri (pKa) 6.48 olarak tahmin edilmistir (57).

Cl

Sekil 2.19. Mikonazoliin kimyasal yapisi

2.4.2. Mikonazol Bilesiginin Biyolojik Aktiviteleri

Mikonazoliin tipta kullanimi, ylizeysel mantar enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in bir
dizi azol bilesiginin, ¢ogunlukla topikal bigimde piyasaya sunuldugu 1970'lerin baslarina
kadar uzanir (58). Ik olarak 1969'da sentezlenmistir ve 8 Ocak 1974'te FDA onay1
almistir (59). Uzun bir siire klinik kullanimda olmasina ragmen, duyarli organizmalar
arasinda mikonazole direng nispeten diisiiktiir. Bu ilacin invaziv mantar hastaliklar1 igin
sistemik (intravendz) kullanimi baglangicta olumlu sonuclara sahip olmakla birlikte bu
kullanim yolu toksisite, hepatik ve kardiyovaskiiler yan etkiler nedeniyle durdurulmustur.
Mikonazoliin yaygin olarak bulunmasina ve kullanimina ragmen, bu ilaca kars1 mantar
direnci diisiiktiir. Minimum inhibitér konsantrasyonu, Candida albicans dahil olmak
izere test edilen patojenlerin ¢cogu igin 1-10 pg/ml konsantrasyon aralifinda kalmistir.
Bu gercek, HIV ile enfekte, bagisikligi zayiflamis bir popiilasyonda siirekli olarak
tekrarlayan firsatgr mantar hastaliginin 15181nda son derece 6nemli hale gelmektedir (58).

Ekzemant jel, Persmant jel, Neo-penotran oviil, Mixoviil, Exagyn tablet, Nidazol-M
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vajinal tablet, Lotrimin sprey, Fungucit pomat giinlimiizde piyasada bulunan

miustahzarlarindandir.

2.4.3. Mikonazol Tiirevi Azol Antifungaller ve Yapi-Aktivite iliskileri

Klinik kullanimdaki antifungal ajanlar olan imidazoller ve triazoller bu gurubun
en biiyiik smifin1 olusturur. Imidazoller halkal1 grupta iki azot icerirken triazoller ii¢ azot
atomu igerir (60).

Triazol tiirevleri, imidazol tiirevleri ile ayn1 antifungal etki alanina ve ayni etki
mekanizmasina sahiptir. Farmakopedeki en yaygin antimikotikler olan azoller, ergosterol
biyosentezine miidahale ederek mantar organizmalarina zarar verir ve bu da 14-a-
metilsterollerin birikmesine ve toksik metillenmis sterol seviyelerinin artmasina sebep
olur. Bu metilsteroller, ATPaz ve elektron transport sistemlerinin enzimleri gibi baglica
membrana bagli enzim sistemlerinin fonksiyonlarmi bozan fosfolipidlerin agil
zincirlerinin kapanmasini engeller ve boylece mantar gelisimi inhibe edebilir(58). Son
zamanlarda, Kobayashi ve digerleri mikonazol i¢in ek bir antifungal mekanizma
tanimlamislardir (61). Mantar organizmasi iginde ilaca bagli reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikmesi oksidatif hasar ve hiicre 6liimii ile sonuglanir. Bu mekanizma Thevissen
ve digerleri tarafindan yapilan bir bagka bir ¢alismada bu dogrulanmistir (62). Bu son
yazarlar, mikonazoliin Saccharomyces cerevisiae ve C. albicans ilizerindeki etkilerini
incelemisler ve antifungallerin aktin flamentlerine zarar verdigini ve bunun da aktin hiicre
iskeletinin organizasyonuna miidahale ettigini gostermislerdir. Calisma sonuglarina gore,
aktin hiicre iskeletinin, mitokondriyal aktiviteyi ve endojen ROS seviyelerini
diizenlediginden, mikonazoliin bu varsayilan etkisinin, apoptozun takip ettigi ROS
indiiksiyonu i¢in bir tetikleyici gérevi olabilecegi bilgisine ulasilmistir (61,62).

Xu ve digerleri tarafindan gii¢lii antifungal ajanlar olarak selenyum igeren yeni
mikonazol analoglar tasarlanmis ve sentezleri yapilarak biyolojik olarak
degerlendirilmistir. Burada, biyoizosterizm teorisine dayali olarak, selenyum igeren bir
dizi yeni mikonazol analogu sentezlenmis ve bunlarin on ii¢ patojenik mantar susu

tizerindeki inhibitor etkilerini degerlendirilmistir (63).
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Sekil 2.20. Biyoizosterizm ile elde edilen selenyum iceren antifungal bilesiklerin yapisi

Sentezlenen bilesikleri AO1-A30 olarak adlandirmislardir (Sekil 2.21.) Tiim yeni
hedef bilesikler, test edilen tiim suglara kars1 6nemli antifungal aktiviteler sergilemistir.
Ayrica, tiim hedef bilesikler, flukonazole direngli mantarlar iizerinde miikemmel inhibitor
etkiler gosterdigi belirtilmistir. Aragtirmacilar 6n mekanistik caligsmalar yaparak, A03
olarak adlandirilan bilesigin C. albicans lizerinde CYP51‘1 hedef alarak en giigli
inhibitor etkiyi gosteren bilesik oldugunu tespit etmislerdir (63).

Bagka bir calismada Gonzalez-Calderon ve digerleri umut verici antifungal ajanlar
olarak yeni triazol bazli mikonazol analoglarinin sentezinde azid-enolat 1,3-dipolar siklo
stibstitlienti eklemisglerdir. 1,4,5-tri ve 1,5-disiibstitiie triazol kisimlar1 i¢eren yedi tane
mikonazol analogu, azid-enolat 1,3-dipolar siklo ilavesi ile sentezlemislerdir (Sekil 2.22.)

(64).

Mikonazol Triazolik analoglar

Sekil 2.21. 1,4,5- ve 1,5- Siibstitiie Triazol Tiirevleri
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Bu bilesiklerin antifungal aktivitesi maya ornekleri olarak Aspergillus fumigatus,
Trichosporon cutaneum, Rhizopus oryzae ve Mucor hiemalis'in yani sira Uic Candida spp
tiirii dahil olmak tizere dort filamentli mantara karsi in vitro olarak degerlendirilmistir.
Arastirmacilar yaptig1 klinik dncesi ¢alismalar, sentezlenen bazi bilesiklerin C. albicans
ve C.tropicis'e kars1 1yi bir antifungal aktiviteye sahip oldugunu gdstermis ve sentezlenen
bilesiklerin, gii¢lii antifungal aktiviteleri nedeniyle gelecekteki tamamlayici biyolojik
arastirmalar icin ilag adaylar1 olarak kabul edilebilecegini gdstermistir (64).

Tiyazol tiirevleri antimikrobiyal aktivite gosterirken Schiff bazi bilesikler 6nemli
tibbi degerlere sahiptir ve mikroorganizmalara kars1 6nemli bir rol oynar (65). Shah ve
digerleri yeni tiyazol Schiff bazi tiirevlerini in silico ¢aligsmalari ile tasarlayip sonrasinda
sentezleyerek antimikrobiyal ve antioksidan aktivite agisindan degerlendirmislerdir (66).
Bundan hareketle bir dizi on dokuz tiyazol Schiff baz tiirevi (2a-2s) bilesikleri iyi

verimlerle iki agamali reaksiyonlar yoluyla sentezlemislerdir (Sekil 2.23).
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Sekil 2.22. Tiyazol Schiff Baz1 Tiirevlerinin Sentezi

Arastirmacilar bilesiklerin iki gram pozitif ve iki gram negatif bakteri ve iki
mantar susuna karsi in vitro antimikrobiyal etkilerini agar disk diflizyon yontemi
kullanarak degerlendirmislerdir. Ayrica yine bu ¢alismada sentezlenen tiirevlerin DPPH
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikali temizleme aktiviteleri de arastirilmigstir. Elde
edilen verilere gore sentezlenen bilesikler siprofloksasin ve mikonazol ile
karsilastirildiginda orta derecede antimikrobiyal aktivite sergiledigi goriilmiistiir.
Bilesiklerden bir ka¢ tanesi DPPH serbest radikal siiplirme deneyinde standart askorbik
aside (IC50 =27.34 + 1.86 ng/mL) kiyasla ¢ok giiglii antioksidan etkinlik (IC50 = 3.52 +

0.86 pg/mL) gostermistir. In silico analiz, sentezlenen bilesiklerin Lipinski'nin bes
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kuralina ve Veber'in bir istisna disinda kuralina uydugu ongoriilmiistiir. Molekiiler
yerlestirme caligmalarina gore, sentezlenen tiyazol Schiff bazi tiirevlerinin varsayilan
reseptor baglanma bdlgelerinde tolere edilebilir oldugu varsayilmistir (66).

Sari ve digerleri, Candida spp.'nin planktonik ve biyofilm formlarina kars1 giiclii
antifungal etkiler gdsteren naftalenli azol tiirevleri ile in vitro ve in silico ¢aligmasi
yapmuslardi (67). Bu calismada, direncli Candida spp.min planktonik ve biyofilm
formlarina kars1 isabetleri bulmak ic¢in naftalen halkasi i¢eren azol bilesikleri test edildi.
Arastirmacilar bilesik serisinde, Candida'nin duyarli suslarina karsi, minimum inhibit6r
konsantrasyon (MIC) degerleri ile referans ilag olan flukonazoliinkinden daha diisiik
dozda etki eden giiclii tlirevler tanimlamislardir. C. albicans'a karst 0.125 pg/ml, C.
parapsilosis'e kars1 0.0625 pg/ml ve 6zlinde azole direngli albicans olmayan bir Candida
olan C. krusei'ye karst 2 pg/ml MIC degerleri elde etmislerdir. Tiirevlerin bazilari,
C.tropicalis'in flukonazole direncli klinik izolatina kars1 oldukga aktif bulunmustur. C.
albicans biyofilmlerinin inhibisyonunu, antibiyofilm aktivitesi ile bilinen referans ilag
olan amfoterisin B'ye benzer sekilde 4 ng/ml'de de gozlemislerdir. Molekiiler yerlestirme
calismalar1 yoluyla, bilesiklerin azollerin hedef enzimi olan fungal lanosterol 14a-
demetilaz (CYP51) ile afiniteleri ve temel etkilesim gosterdigi tahmin edilmistir (67).

Artigo ve digerleri gliglii mantar 6nleyici maddelerin yeni bir sinifi, yani 3-aril-4-
a-(IH-imidazol-1-il)arilmetil]-pirolleri tarif etmislerdir (68). Bu bilesikler, antimikotik
ilaclar smifina ait iki bilesik olan bifonazol ve pirrolnitrin ile yapisal benzerlik
gostermektedir.  Pirollerin sentezi, 3-aroil-4-arilpirolleri vermek iizere tosilmetil
izosiyanid ile reaksiyona sokulan 1,3-diaril-2-propen-1-onlardan  baslanarak
gerceklestirilmistir. Nihai bilesiklerin lityum aliiminyum hidrit ile indirgenmesi, gerekli
imidazol tiirevlerini vermek iizere 1,1'-karbonildimidazol ile islenen ilgili alkolleri
saglamistir. 3-arilpirol yapisinda bir (arilmetil)imidazol pargasi igeren kirk dort yeni pirol
yukaridaki prosediire gére hazirlanmis ve Candida albicans ve Candida spp.'ye karst in
vitro testler yapmislardir. Test bilesikleri arasindan 10 tanesinin C. albicans'a karsi
oldukga aktif oldugu bulunmustur. En aktif tiirev bifonazolden iki kat daha gii¢lii oldugu
ve aktivitesinin mikonazol ve ketokonazolden 4 kat daha fazla oldugu belirtilmistir. Diger
dokuz bilesik, bifonazoliinkiyle ayni diizende antifungal aktivite gostermistir ve

mikonazol ve ketokonazolden yaklasik 2 kat daha aktiftir (68).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Caliymalar

3.1.1. Materyal

Bu tez kapsaminda kullanilan kiral molekiiller Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik
Kimya Arastirma Laboratuvarinda tarafimizdan sentezlenmistir. Mikonazol benzeri
antifungal aril(alkil) azol tlirevlerinin tasariminin ve sentezinin gerceklestirildigi
arastirma laboratuvarinda, sentezlenecek bir seri mikonazol tiirevinin baslangi¢c maddesi
olan 4-klorofenagil imidazol alkol, 3,4-diklorofenac¢il imidazol alkol, naftagilagil
imidazol alkol, 4-klorofenagil triazol alkol bilesikleri sentezlenmistir. Bu tez kapsaminda,
kiral yapida olan bu dort molekiiliin enansiyomer ayrimi ¢alismalar1 yapilmistir. Sentez
agsamasinda kullanilan 1-(naftalen-2-il)-2-bromoetanon, 1-(4-klorofenil)-2-bromoetanon,
1-(3,4-diklorofenil)-2-bromoetanon, 1-(naftalen-2-il)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon, 1-(4-
klorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon ve 1-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-imidazol-1-
il)etanon literatlir yontemlerine gore tarafimizdan hazirlanmistir (8-10). Laboratuvar
ortaminda hazirladigimiz kimyasallarin sentezi ve HPLC analizi i¢in kullanilan 2-
asetilnaftalen (Merck), imidazol (Aldrich), brom (Fluka), metanol (Honeywell, HPLC

grade) ve n-hekzan (Sigma-Aldrich) ticari olarak satin alinmistir.

3.1.2. Sentez Yontemleri

1-(Naftalen-2-il)-2-bromoetanon, 1-(4-klorofenil)-2-bromoetanon, 1-(3,4-
diklorofenil)-2-bromoetanon

0.05 mol 2-asetilnaftalen/4-kloroasetofenon/3,4-dikloroasetofenon buz
banyosunda asetik asit icerisinde ¢oziiliir. Ug boyunlu balonda gerceklestirilen reaksiyon
ortamina birka¢ damla hidrobromik asit eklenir ve sonrasinda asetik asitle seyreltilmis
0.05 mol brom reaksiyon balonu iizerine takilan damlatma hunisi yardimiyla, stirekli
karistirilarak damla damla eklenir. Brom ilavesi tamamlanir ve sonrasinda da reaksiyon
oda 1s1sinda 3 saat karistirilarak devam ettirilir. Bilesikler reaksiyon sonunda buzlu suya
dokiilerek katilastirilir. Stiziilerek alinan ¢okelek sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile yikanir

ve karanlikta kurutulur. Metanol/su karisimindan kristallendirilerek saflastirilir (8-10).
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1-(Naftalen-2-il)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon, 1-(4-klorofenil)-2-(1H-
imidazol-1-il)etanon, 1-(4-klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon, 1-(3,4-
diklorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon

Buz banyosunda sogutulan 0.03 mol imidazoliin 2.5 ml dimetilformamitteki
¢oOzeltisi lizerine, 0.01 mol keton tiirevinin 2.5 ml dimetilformamitteki ¢ozeltisi yavas
yavas eklenir. 2 saat buz banyosunda, sonrasinda 1 gece oda sicakliginda karigtirilir.
Reaksiyon ortami buzlu suya dokiiliir; ¢oken madde siiziiliir, kurutulur. Metanolden
kristallendirilerek saflastirilir (8-10).

1-(Naftalen-2-il)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol, 1-(4-klorofenil)-2-(1H-imidazol-
1-il)etanol, 1-(4-klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanol, 1-(3,4-diklorofenil)-2-
(1H-imidazol-1-il)etanol

1.5 mmol keton tiirevleri 25 ml metanolde ¢o6ziiliir ve buz banyosunda 5°C’ye
kadar sogutulur. Sonrasinda reaksiyon kabina 4.5 mmol sodyum borhidriir ilave edilir ve
1 saat buz banyosunda karistirilir. Reaksiyon sonunda metanol ugurulur, kalan artik buzlu

su ilave edilerek katilagtirillir ve uygun c¢oziiciiler yardimiyla kristallendirilerek

saflastirilir (8-10).

3.1.3. Analitik Yontemler

Erime Derecesi Tayinleri

Bilesikler daha 6nceden arastirma ekibimiz tarafindan sentez edildiginden erime
dereceleri literatiirde kayithidir. Bilesiklerin yeniden saf olarak elde edilip edilmedigini
anlamak amaciyla erime dereceleri belirlenerek kontrolleri yapilmistir.

Ince Tabaka Kromatografisi ile Yapilan Kontroller

Materyal:

Plaklar: Kieselgel 60 Fasa (Merck) hazir plaklar kullanilmigtir. Coziicli sistemleri
ve belirteglerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler Merck firmasinin

urinleridir.

Coziicli_sistemleri: Bilesiklerin kromatografik kontrollerinde asagida verilen
¢Oziicli sistemleri kullanilmistir:

S-1: Kloroform - Metanol (90:10)

S-2: Kloroform (100)

S-3: Hekzan-Etilasetat (50:50)
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Yontem

Siiriiklenme sartlari: Kromatografi tanklarina ¢oziicii sistemleri konulduktan
sonra 24 saat oda sicaklifinda bekletilerek tanklarin doygunluklar1 saglanmistir.
Kieselgel 60 Fas4 (Merck) hazir aliminyum plaklara sentez {irlinleri ile bunlarin
hazirlanmasinda kullanilan baslangi¢ maddelerinin uygun ¢oziiciilerdeki ¢ozeltileri tatbik
edilmis, Rr degerleri oda sicakliginda 10 cm’lik siiriiklenme saglandiktan sonra tayin
edilmistir.

Lekelerin belirlenmesi: Kromatogramlarda sentez iirlinlerine ve baslangi¢
maddelerine ait lekelerin belirlenmesinde UV 1s1gindan (254 ve 365 nm) yararlanilmistir.

HPLC Yonteminin Gelistirilmesi

Bilesiklerin kiral ayirimi Agilent 1100 Series Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
cihaz1 ile Agilent Quaternary Pump ve Agilent Multiple Wavelength Detector
kullanilmistir. Analizler maddelerin maksimum absorpsiyon verdikleri dalga boylarinda,
oda sicakliginda yapilmustir.

Ayirimda silika jel {izerine kaplanmis amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat)
(Chiralpak AD; 25 cm x 4.6 mm i¢ ¢ap; partikiil biiytikliigii 10 pm) yapisindaki kiral
kolon (Daicel Chemical Industries, Ltd.) kullanilmistir.

Hareketli faz olarak asagida belirtilen ¢oziicii sistemleri yiliksek basingli sivi

kromatografisi kalitesinde ¢oziiciiler (HPLC saflikta Merck) kullanilarak hazirlanmastir:

Metanol - n-Hekzan (100:0)
Metanol - n-Hekzan (90:10)
Metanol - n-Hekzan (80:20)
Metanol - n-Hekzan (70:30)

Akis hiz1 0.2 ml/dakika olarak ayarlanmistir.

Ayirimlarda kapasite (ki ve kz), selektivite (a), etkinlik (teorik tabaka sayisi, Ni
ve N2) ve rezoliisyon (Rs) parametreleri asagida verilen esitliklere gore hesaplanmaistir:

Kapasite faktorii (k): ki= (ti-to) / to

ko= (t2-to) / to

t1 ve t2: Birinci ve ikinci enansiyomerin retensiyon zamani (dk)

to: Alikonmamuis pikin retensiyon zamani (dk)

Selektivite faktorii (a): a=ka/ ki

k1 ve ko: Birinci ve ikinci enansiyomerin kapasite faktori

Teorik tabaka say1s1 (N): Ni=16(t1/ wi)?

No=16(t2/ w2)*
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ti: Birinci enansiyomere ait pikin enjeksiyon noktasina uzakligi (cm)

t2: Ikinci enansiyomere ait pikin enjeksiyon noktasma uzaklig1 (cm)

w1 ve w2: Birinci ve ikinci enansiyomere ait pik genisligi (cm)

Rezoliisyon faktorii (Rs): Rs= 2(t2-t1)/ wi+ w2

Tim bilesikler, yaklasik 0.5 mg/mL konsantrasyonlarda metanol igerisinde
¢oziilmiistiir. Analizler, oda sicakliginda (22°C), normal faz moduna gore Chiralpak AD
kolonu ile yapilmigtir. Mobil faz eliisyonu, ¢esitli yiizdelerde metanol ve n-heksan
karisimi kullanilarak izokratik olarak yapilmistir. Tiim ¢oziiciiler HPLC safligindadir.
Akis hiz1 0.2 mL dk-1'e ayarlandi ve UV tespit dalga boyu 254 nm idi. Alikonmamis
pikin retensiyon zamani (to) gallik asit ile tayin edilmistir. Sabit bir akis hizinda her bir
kromatografik calisma i¢in degismemis ve sonraki hesaplamalarda kullanilmistir.

Alikonma siireleri, ¢ift belirlemelerin ortalama degerleridir.
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4. BULGULAR

4.1. Kimyasal Calismalar

Bilesikler daha dnceden sentezlenmis tiirevler oldugundan saflik kontrolleri erime
derecesi kontrolleriyle literatiir verileri kiyaslanarak yapilmistir. Ayrica tiim bilesikler
icin C18 kolon kullanilarak ters faz HPLC ydntemiyle de bilesiklerin saflik kontrolleri

yapilmistir.
1-(Naftalen-2-il)-2-(1H-imidazol-l-il)etanol (Bilesik 1)

Nﬂ

Sekil 4.1. 1-(Naftalen-2-il)-2-(1 H-imidazol-1-il)etanol

1.5 mmol 1-(naftalen-2-il)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon ve 4.5 mmol
sodyumborohidriirden genel sentez yontemine gore elde edilir.  Metanol/sudan
kristallendirilerek saflastirilir. Sar1 renkte, kristalize bir maddedir. E.D. 156-8°C. Eter,
petrol eteri ve suda ¢Ozlinmez; aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde sogukta
¢Ozlndr.

1-(4-Klorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol (Bilesik 2)

NC\N

Sekil 4.2. 1-(4-Klorofenil)-2-(1 H-imidazol-1-il)etanol

1.5 mmol 1-(4-klorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon ve 4.5 mmol
sodyumborohidriirden genel sentez yontemine goére elde edilir.  Metanol/sudan
kristallendirilerek saflastirilir. Sar1 renkte, kristalize bir maddedir. E.D. 126-8°C. Eter,
petrol eteri ve suda ¢Oziinmez; aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde sogukta

¢ozunr.
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1-(3,4-Diklorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol (Bilesik 3)

OH /5\
N

NN

Sekil 4.3. 1-(3,4-Diklorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanol

1.5 mmol 1-(3,4-diklorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etanon ve 4.5 mmol
sodyumborohidriirden genel sentez yontemine gore elde edilir.  Metanol/sudan
kristallendirilerek saflastirilir. Sar1 renkte, kristalize bir maddedir. E.D. 134-6°C. Eter,
petrol eteri ve suda ¢Oziinmez; aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde sogukta
¢Oziiniir.

1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanol (Bilesik 4)

OH N
)
© N\N/

Sekil 4.4. 1-(4-Klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanol

1.5 mmol 1-(4-klorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)etanon ve 4.5 mmol
sodyumborohidriirden genel sentez ydntemine gore elde edilir.  Metanol/sudan
kristallendirilerek saflastirilir. Sar1 renkte, kristalize bir maddedir. E.D. 117-9°C. Eter,
petrol eteri ve suda ¢dzlinmez; aseton, etil asetat, kloroform ve metanolde sogukta

¢Ozuntr.

4.2. Analitik Calismalar

Bilesikler amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) (Chiralpak AD) kiral stasyoner
faz lizerinde enansiyomerlerine ayirimi (Mobil faz olarak metanol ile hekzan karigimi

asagida verilen oranlarda kullanilmistir.
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Tablo 4.1. Bilesikler amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) (Chiralpak AD) kiral
stasyoner faz lizerinde enansiyomerlerine ayirimi

Bilesik Hekzan ki | '¢) a R; N1 N2 t1 t

%
0 0.12 0.18 1.50 0.69 6527 1499 10.10 10.65

1 10 0.23 0.28 1.23 0.54 7872 1527 12.20 12.70
20 0.39 047 1.21 0.74 3660 2166 12.10 12.80
30 0.36 0.44 1.23 0.83 4860 2218 12.20 12.95
0 0.02 0.12 6 1.46 3721 3331 9.15 10.10

4 10 0.06 0.22 3.70 231 4011 3951 9.50 11.00
20 0.06 0.28 4.64 3.07 4053 4356 9.55 11.55
30 0.07 0.31 4.44 338 4096 4546 9.60 11.80

4 Analizler Amax'da, 0.2 ml/dk akis hiz1 ile yapilmistir.
" Bilesik enansiyomerlerine ayrilmamustir.

* o degeri olarak bilgisayarin hesaplamasi kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda, kiral ayirma, yeni kiral ilaglarin gelistirilmesi i¢in hala en biiyiik
zorluklardan biridir. Enansiyomerlerin verimli bir sekilde kiral ayrimi i¢in ¢esitli HPLC,
GC, stiper kritik s1vi kromatografisi (SFC), CE ve kilcal elektrokromatografi (CEC)
yontemleri gelistirilmistir. Bu ayirma teknikleri arasinda, HPLC, enansiyomerlerin
analitik veya preparatif ayrilmasinda ve her bir enansiyomerin optik safliginin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Enansiyomerlerin kromatografik
yontemlerle dogrudan ayrilmasi, kiral sabit faz iizerinde kiral mobil faz kullanilarak veya
kiral sabit faz iizerinde kiral olmayan mobil faz kullanilarak gerceklestirilir. CSP’ler
tizerinde HPLC ile enantiyoseparasyon, enansiyomerlerin dogrudan ayrilmasi igin
giderek daha 6nemli bir teknik haline gelmistir. Ayrica, polisakkarit bazli CSP'lere sahip
HPLC en yaygin sekilde kullanilir. Bunlar arasinda, makro gozenekli silika jel iizerine
adsorbe edilen seliiloz ve amiloz tiirevleri genis kullanim alanina sahiptir (1-3).

(Arilalkil)azoller, antikonviilsan ve antifungal aktiviteleri nedeniyle artan ilgi
goren Onemli bir bilesik simifidir. Yapi-aktivite iliskisi c¢alismalari, bu grubun
antikonviilsan 6zelliklerinin, imidazol/triazol halkalarina ek olarak alkilen kopriisiinde
kiigiik bir oksijen fonksiyonel grubunun (karbonil, etilen dioksi, metoksi, asiloksi,
hidroksi ikame edicileri ve oksim eter/ester tiirevleri gibi) varligiyla iligkili oldugunu
gostermektedir. Arastirma grubumuz tarafindan ¢ok sayida (arilalkil)azol alkol esterinin
antikonviilsan ve antifungal aktivite profilini tasarlanmis, sentezlenmis ve
degerlendirilmistir (8-10). Tiim bu bilesikler arasindan kiral bir merkeze sahip olanlarin,
emilimleri, reseptorler ve enzimlerle etkilesimleri, plazma proteinlerine baglanmalari,
biyotransformasyonlar1 ve enansiyomerlerin viicuttan atilmalar1 stereoselektif olabilir.
Bu nedenle, her bir enansiyomerin biyolojik 6zelliklerini elde etmek ve aragtirmak i¢in
bu bilesiklerin rasemik karisimlarini ayirmak i¢in uygun HPLC yontemi gelistirmek
Onem arz etmektedir.

Tez kapsaminda calisilan (arilalkil)azol grubu bilesiklerin antifungal bilesikler
icinde 6nemli yeri olan ve kiral yapidaki mikonazol ile yapisal olarak benzerligi vardir.
Ayrica literatiirde naftalen halkasinin ¢esitli konumlarinda genellikle alkil, halojenoalkil
stibstitiie naftalen-1-ol tiirevi bilesiklerin antibakteriyel ve antiseptik etkilerinin oldugu
bildirilmektedir (8). Literatiirde yapilari, sentezleri ve farmakolojik aktivite ¢aligmalari

kayitli olan bu (arilalkil)azol tiirevi bilesikler ayrim ¢aligsmalari i¢in bu tez kapsaminda
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yeniden sentezlenmis ve saflastirilmistir. Sentezi yapilan bilesiklerin yapilar1 ve sentez

yontemleri semalar1 Sekil 5.1°de verilmistir.

A

1’ :
NP ST
~ N Br C 20 C
A TCHy 2 ATNCH—Br —— A7 CHy— Azol

HN T\
LN

Cl N~/
:©/ HN N\

Cl l< NaBH,
N

CH

CH, N\ CH,-N
0D | D

1 Cl 2 N

OH OH

cl CH CH
X gy | O
cl 3 N | . N/

Sekil 5.1. Bilesiklerin sentez semasi

5.1. Sentez Calismalari

Baslangic maddesi olarak kullanilan 2-bromo-1-(naftalen-2-il)etanon, 2-
asetilnaftalenin asetik asitli ortamda eser miktarda hidrojen bromiir varliginda

bromlanmasiyla hazirlanmistir (Sekil 5.2.).
Q4 CMH 4 o
C-C-H 1. C%\C"—H—H~ Cg;-H\/
H H A ‘H
Q
C—CHZBr

Sekil 5.2. Baglangi¢ maddesininin Br ile reaksiyon semasi

~
Br—Br

Nafimidon hidrokloriir, 2-bromo-1-(naftalen-2-il)etanon ile imidazoliin N-
alkilasyon reaksiyonu ve ardindan gaz hidroklorik asit ile tuzuna gecilerek elde edilmistir.
Reaksiyonda imidazoliin 2 mol fazlas1 baz olarak kullanilmistir. Bilesik metanol/etilasetat
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ile kristallendirilmistir. Reaksiyonun mekanizmasinin SE? oldugu ve siibstitiisyonun dnce
tersiyer azot atomu lizerinden yiiriidiigli, daha sonra ¢ifte bagin diger azot atomuna

kaymasi ile {irliniin olustugu 6ngoriilmektedir (Sekil 5.3.) (69).

o o)
" NH DMF 1" + /=
C-cH, LBt + 0y — C- CH2—4N/\\tI\\I “H g
\/N ’ A). .
e} O —
C-CH~ N/\l\\l% Br- C-CH- N/\I\\I
—_— \? + —_— \?

Sekil 5.3. Nafimidon hidrokloriir, 2-bromo-1-(naftalen-2-il)etanon ile imidazoliin N-

alkilasyon reaksiyon semasi.

Mikonazol benzeri (arilalkil)azol eter tiirevlerinin baslangi¢c maddesi olan kiral
alkol tiirevi bilesiklerin hazirlanmasinda kullanilan 4-klorofenagil imidazol alkol, 4-
klorofenacil triazol alkol 3,4-diklorofenagil imidazol alkol, nafimidon alkol, keton
sodyum borhidriir ile rediiksiyonu sonucu elde edilmistir. Rediiksiyonda sodyum
borhidriiriin 3 kat fazlasi kullanilmis ve reaksiyon ekzotermik oldugu i¢in buz
banyosunda gerceklestirilmistir. Karbonil bilesiklerinin  sodyum borhidriir ile
rediiksiyonunda metalden karbonil grubuna hidriir iyonu transfer olur. Bu transferde
hidriir iyonu niikleofil olarak hareket eder. Bu adim biitiin hidrojen atomlar1 transfer olana
kadar devam eder (Sekil 5.4.) (69).

NaBH; ——» Na* +BH,

BH, —  » H +BH,

o - o BH,
R-C-CHR +H —> R-C-CH,R ——>
H

O

Q-BH; n
+ R-C-CH, R —>

R-C-CH, R
H

lo) O fe) ()
i, O -
— [(R_C'_CHZ.R) ] BH, + R-C-CH,R —» |:(R—é—CH2'R) ] BH + R-C-CHyR ——
H 2 H 3

o TN o) 4HOH OH
— |(r-Cc-cH,R) Bl =™ > |(R-C-CH,R] B|Nat—> 4R-E‘-CH2'R + B(OH)3; +NaOH
4 H 4

H

Sekil 5.4. Baslangi¢ maddelerinin keton sodyum borhidriir ile rediiksiyon semasi

Sentezi yapilan bilesiklerin erime derecesi degerleri ve ince tabaka kromatografisi
ile yapilan kontrolleri literatiir verileri kiyaslanmig ve bilesiklerin tekrar saf olarak elde

edildiginden emin olunmustur.
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5.2. Enansiyomer Ayirim Calismalari ve Kromatogramlarin Yorumlanmasi

Sentezi yapilan bilesikler yapilarinda asimetrik bir merkez tasidigindan rasemik
karisimlar halinde elde edilmislerdir. Bilesiklerin enansiyomerlerine ayirimi HPLC ile
silika jel tizerine kaplanmis amiloz tris(3,5-dimetilfenilkarbamat) (Chiralpak AD)
yapisinda kiral kolon kullanilarak yapilmistir. Polisakkarit fenilkarbamat tiirevi CSP
grubu olan Chiralpak AD kolon ile ayirimin esasi diastreomerik solut-CSP kompleksinin
olusumuna dayanir. CSP yapisinda bulunan polar karbamat gruplarinin, bilesiklerin O-H
ve N-H gruplar ile hidrojen bagi olusturmasi ve aromatik halkalar araciligi ile m-n
etkilesmelerine girmesi sonucu solut-CSP kompleksi olusur. Bilesiklerin yapisinda
bulunan aromatik halkalarin da CSP’nin kiral bosluguna yerlesmesi sonucu solut-CSP
kompleksi stabilize olmakta ve bu bosluga olan sterik uyum enansiyomerler arasinda

farklilik gostermektedir (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5. Sentezlenen bilesikler ile CSP arasindaki etkilesmeler ((A) Amiloz CSP ile
bilesiklerin alict hidrojen baglarinin 6nerilen etkilesimleri, (B) amiloz tris(3,5-
dimetilfenilkarbamat) yapist ve (C) amiloz CSP arasindaki bilesiklerle - baglarinin

Onerilen etkilesimleri) (70).
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Bu calismada, bilesiklerin kiral ayrimi i¢in sadece metanol ve ¢esitli miktarlarda
n-heksan (%0-30) iceren metanol:n-heksan karigimi mobil fazlar kullanildi. Mobil
fazimizda metanol orani yiiksek oldugundan, kromatografik sistemimiz normal faz modu
cercevesinde diisiiniilmiistiir. Bilesik 1 ve 4 i¢in biitiin oranlarda ayirim elde edilmis ve
hekzan oraninin artmasi ile rezoliisyon ve selektivite degerlerinin arttigi goriilmiistiir.
Bilesik 2 ve 3 i¢in kullanilan kolon ve mobil faz sistemi ile enansiyomer ayrimi
gerceklestirilememistir. Bilesiklerin kiral ayrim ¢alismalarinin Chiralpak AD kolon ile
gerceklestirilebildigi ayrica C18 kolonlar kullanilarak yapilan ters faz HPLC analizleri
ile de gosterilmistir (Sekil 5.6.).
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C18 Kolon

DADI G, Sig=210,8 Ref=380,100 (TEST\08112022000007.0)

ChiralPak AD
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Sekil 5.6. Bilesik 1’in C18 kolon ve normal kolon ile alinan kromatogramlar1

Hareketli faz olarak kullanilan metanoldeki n-heksan igeriginin, alikonma zamani,

secicilik ve rezoliisyon iizerindeki etkisi grafiklenerek Sekil 5.7 te gosterilmistir.
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etkisi



6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, Inénii Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Kimya anabilim
dali tarafindan olusturulan arilalkil azol antifungalleri bilesik serisinden baslangic
maddesi 4-klorofenacil imidazol alkol, 4-klorofenacil triazol alkol 3,4-diklorofenagil
imidazol alkol, nafimidon alkol bilesiginin enansiyomerleri 0.2 ml/dakika akis hizinda
cesitli oranlarda (h/h) metanol/n-hekzan karisimlari kullanilarak Chiralpak AD kolonlar
ile analitik olarak ayrilmistir. Mobil faz bilesimi kromatografik parametreleri etkilemistir.
Aragtirillan bilesiklerin temel ayrimlari, mobil faz olarak sadece metanol ve etanol
kullanildiginda gozlenmezken, metanol/n-heksan karigimlari kullanildiginda baseline
ayrimlar elde edilmistir. Metanol/n-heksan (70:30) mobil fazi, en kisa siirede baseline
ayrimii saglama agisindan en uygunudur. Kromatografik sonuglar, bu caligmada
gelistirilen analitik HPLC yonteminin, her enansiyomerin farmakolojik aktivitesini
degerlendirmek i¢in Chiralpak AD kolonu iizerindeki bilesigin preparatif ayriminda da

uygulanabilecegini gostermistir.
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EK 1. Ozgecmis

EKLER
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EK 2. Etik Kurul Yazisi

13 Nisan 2013 tarih ve 28617 say1 ile T.C. Resmi Gazetede yayimnlanan ‘Klinik
Arastirmalar Hakkinda Y6netmelik’ in Birinci Boliimiiniin 2. Maddesinin 1. Fikras1 (Bu
Yonetmelik biyoyararlanim ve biyoesdegerlik ¢caligmalar1 dahil, ruhsat veya izin alinmis
olsa dahi insanlar {izerinde yapilacak olan ilag, tibbi ve biyolojik iiriinler ile bitkisel
triinlerin  klinik arastirmalari, klinik arastirma yerlerini ve bu aragtirmalari
gerceklestirecek gergek veya tiizel kisileri kapsar.) geregince hazirlanmis olan bu tez, bir
klinik aragtirma degil, sadece laboratuvar ortaminda yapilan aletli analiz ¢alismas1 olmasi

sebebiyle Etik Kurul karar1 alinmamustir.
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