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Enantiomer separation has attracted increasing attentions in pharmaceutical
industry, due to great differences in pharmacological, toxicological and/or
metabolic activities of enantiomeric drugs in living system. Several methods
have been succesfully used to achieve chiral separation. To date the
chromatographic method is one of the most effective. Numerous kinds of CSPs
have been developed for chiral separation these include cyclo-dextrins,
polysaccharides, macrocyclic antibiotics, ligand-exchange, Pirkle, crown
ethers and protein derivatives. In this rewiev we will inform ligands and
macromolecules used as CSP.
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ENANTIYOMERIK REZOLUSYON ICIN KULLANILAN KiRAL SABIT FAZLAR

Kiral ayirma, biyosistemlerde enantiyomerik ilaglarin metabolik, toksikolojik
ve farmakolojik olarak biiyiik farkliliklar géstermesinden dolayr farmasotik
endiistrinin artan ilgisini tizerine ¢ekmektedir. Bu yiizden enantiyomerik
ayrilmayr ger¢eklestirmek icin bir¢ok metot basaril sekilde kullaniimaktadir.
Giiniimiizde kromatografik metot en etkili yontemlerden biridir. Kiral ayirma
icin siklodekstrin, polisakkarit, makrosiklik antibiyotik, ligand-degisim,
Pirkle, crown eter ve protein tiirevli bir¢ok kiral sabit faz gelistirilmektedir.
Bu derlemede, kiral sabit faz olarak kullanilan ligandlar ve makromolekiiller

hakkinda bilgi verilecektir.

Anahtar Kelimeler: enantiyomerik ayirma, kiral sabit fazlar

1. Giris

1883 yilinda Lord Kelvin, yunanca el anlamindaki “cheir” kelimesinden kiralite kelimesini
tiiretmistir. Temel pargaciklardan insanlara kadar genis yelpazedeki nesnelerin bir¢ogunda kiralite
gozlemlenmistir [25]. Bu gozlem sayesinde bilim insanlari, evrenin olusumunda kiralitenin énemli bir
role ve gizeme sahip oldugunu 6ne siirmislerdir. Evrenimizde kiralitenin varlig ile ilgili su 6rnekleri
verebiliriz. Eski musir uygarliklarindaki mezar odalarinin duvarlarinda kiraliteyi tasvir eden bazi
resimler ¢izilmistir. Ayrica Carnegie Galaksi Atlasinda yer alan 1168 galaksiden 540’1nin, durgunluk
hizlarinin yonii ile karsilastirildiginda kiral oldugu bulunmustur [33]. Birgok asimetrik yapinin
bulundugu bitki ve hayvanlarda, kiralitenin etkisi belirgindir. Bitki ve hayvanlardaki sarmal yapilar

onlar1 asimetrik yapar. Kisaca, kiralite evrenimizin neredeyse her yerinde vardir.

Kiral bilesiklerin iki 6nemli 6zelligi, onlar1 akiral bilesiklerden ayirt eder. Birincisi diizlem polarize
1518a kars1 davranislari, ikincisi ise diger kiral bilesiklerle etkilesimleridir. Bu iki 6zellikten faydalanarak
degisik kromatografik (HPLC, Liquid Kromatografisi ve Clay Kolon Kromatografisi) yontemler ile
kiral bilesiklerin enantiyomerlerine ayrilmasi literatlirde bilinmektedir [4,7,38,48,50]. Ayrica Kapiler

Elektroforez yontemiyle de s6z konusu ayirma islemleri yapilmaktadir.

Enantiyomerik saflig1 yiiksek farmasdtikler ilag sanayinde olduk¢a yaygin kullanim alani bulurlar
[1]. Bu nedenle kiral bilesiklerin hazirlanmasi ve analizi olduk¢a 6nemlidir. Kromatografik metotlarla
enantiyomerik ayirma ne kadar ytliksek enantiyomerik saflikta yapilabilirse; uygulamada insan sagligina
etkili bir tedavi gergeklestirmek o denli basarili olur. Cevre kimyasi, ilag sanayi ve klinik analizlerde
her zaman yiiksek enantiyomerik saflik istenir. Bu saflik olmazsa her agidan istenmeyen durumlar
yasanabilir. Hatta sonu 6liimle neticelenen durumlar olusabilir [43]. Rasemik farmasotik bilesiklerin
ayrilmasi i¢in giiniimiizde degisik teknikler kullanilmaktadir. Bunlardan en ¢ok uygulama alani bulani
HPLC ve kapiler elektroforezdir [2]. HPLC’ de proteinler silika jel iizerine farkli ara kollar yardimiyla
baglanarak bir CSP hazirlanir. Hazirlanan bu CSP cesitli ebatlardaki HPLC kolona doldurularak, bu
kolon iizerinden rasemik bilesiklerin enantiyomerik rezoliisyonu gergeklestirilir. Bu kolonlar ticari yolla
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temin edilebildigi gibi aragtirmacilar tarafindan analitik amagli veya preparatif amagh da
hazirlanabilirler [11,47].

2. Yontem

2.1. Kiral Sabit Fazlar

Kiral sabit fazlar kesinlik, hiz, hassaslik ve tekrar kullanilabilirlik gibi parametreler géz oniine
alindiginda kiralite biliminin vazgecilmezleri arasindadir. CSP’ler akiral kati bir destek maddesi tizerine
kiral bir molekiiliin kimyasal baglarla baglanmasi1 sonucu elde edilirler ve enantiyomerik rezoliisyonda
¢ok Onemli bir yere sahiptirler. Analitik, biyokimya, ilag ve g¢evre endiistrisinde kromatografi ile
enantiyomerlerin kiral rezoliisyon ¢alismalar1 genellikle CSP’ler {izerinden yiiriitiilmektedir. CSP’ler
genellikle HPLC’de kullanilan ¢elik kolonlara doldurulmaktadir. Fakat kapiler elektroforez ve ince
tabaka kromatografisi igin bazi kiral kilcallar ve ince tabakalarda da kullanildiklari bilinmektedir. Kiral
kolonlar ve kapiler dolgu maddeleri; polisakkaritler, siklodekstrinler, antibiyotikler, proteinler, Pirkle
tip ligand degistiriciler ve crown eterler gibi ¢esitli kiral selektorler ile paketlenmektedir [47].

2.1.1 Polisakkarit Temelli Kiral Sabit Fazlar

Seliiloz, amiloz ve kitin gibi polisakkaritler, yeryiiziinde bol miktarda bulunan optikce aktif
polimerlerdir. Bu polisakkaritlerin asit kloriirler ve izosiyanatlarla reaksiyonu sonucu olusan ester ya da
karbamatlart kiral tanima Ozelligine sahiptir. Polisakkarit temelli CSP’ler, bir¢ok kiral bilesigin
enantiyomerik rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir [6,12,34,39].

Sekil 2.1. Polisakkarit Temelli CSP’nin Yapisi

2.1.2 Siklodekstrin Temelli Kiral Sabit Fazlar

Siklodekstrinler D-(+)-glukopiranoz iinitelerinin o-(1,4) baglariyla baglanmasi sonucu olusan
toroidal sekilli molekiillerdir. Siklodekstrinler “Bacillus macerans” bakterileri tarafindan nisastanin
sindirilmesiyle ya da siklodekstrin glikozilaz enzimi tarafindan dogal olarak iretilirler. a-, B-, ve y-
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siklodekstrinler dogada bol miktarda bulunmaktadir ve sirasiyla alti, yedi ve sekiz glukopiranoz
birimlerinin bir araya gelmesiyle olusmaktadirlar [3, 36].
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Sekil 2. a-, B-, ve y- Siklodekstrinlerin Yapisi

Bu tiir CSP’ler de vancomycin, ristocetin, teicoplanin v.b makrosiklik antibiyotikler
kullanilmaktadir. ilk kullanmilan antibiyotik 18 kiral merkez igeren vancomycin’dir. Vancomycin
antibiyotigi, bakterinin hiicre duvarindaki D-alanil-D-alanin grubuna baglanarak bakterinin gelisimini
durdurur. Bu bilgiden hareketle vancomycin ile hazirlanan CSP’de aminoasitlerin enantiyomerik

rezoliisyonu denenmis ve basarili sonuglar elde edilmistir [5,15,19].

NI

Sekil 3. Vancomycin Molekiiliiniin Kimyasal Yapisi

2.1.3  Pirkle Tip Kiral Sabit Fazlar

Genellikle kiral sabit fazlarin tiimii polimerik yapida olan polisakkaritler ve proteinler, siklik
yapida olan siklodekstrinler ve crown eterler, kiral oyuk igeren antibiyotik temelli kiral sabit fazlar ve
uygun ligand degistiriler ile koordine edilmis metal iyonlarini i¢eren ligand degisim fazlar1 gibi bazi
spesifik yapilara sahiptir. Bununla birlikte 1976’da Mikas ve ¢alisma grubu silikajele kiiciik bir kiral
molekiil tutturarak yeni bir CSP tiirine zemin olusturdular. Pirkle ve ¢alisma arkadaslar1 bu tip kiral
sabit fazlar gelistirerek, bu kolon dolgu materyallerinin Pirkle tip kiral sabit fazlar ad1 altinda literatiire
girmesini sagladilar [9,10,30,51].
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Bu tip CSP’ler de, ya m-elektron alic1 grup ya m-elektron verici grup ya da her iki grubu birden igeren
kiral bir molekiil, iyonik veya kovalent baglarla silika jele baglanir. Bu yiizden Pirkle tip CSP’ler ii¢
grupta smiflandirilir(n-asidik, n-bazik, n-asidik-bazik). Kiral molekiillerdeki fenil gruplar1 n-elektron
verici egilime sahiptir. Ancak elektronegatif atom ya da gruplar igeren fenil gruplarinda m-elektron
noksanlig1 vardir ve bu gruplar yapiya n-elektron ¢ekici bir 6zellik kazandirir [13,38,40,41].
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Sekil 4. Pirkle ve Arkadaslar:1 Tarafindan Hazirlanan Pirkle Tip CSP’ nin Yapisi

2.1.4 Protein Temelli Kiral Sabit Fazlar

Proteinler, glisin hari¢ kiral aminoasitlerden olusan dogal polimerlerdir. Protein polimerler
farkli molekiiler aras1 baglardan dolay1 kivrimlar icerir. Bu baglar, protein molekiiliindeki kivrimlarin
oluklar olusturmasim saglar. U¢ boyutlu kivrimli yap: proteine dogada enantiyosegicilik kazandirir.
Proteinlerle kiigiilk molekiiller arasinda enantiyosegici etkilesim en c¢ok biyolojik sistemlerde
gozlemlenir [17,18,20-22].

Proteinler enantiyosecici dzelliklerinden dolayi, kromatografi de CSP olarak kullanima elverisli
biyopolimerlerdir. Silika jel {izerine immobilize edilen proteinler HPLC’de bircok rasemik bilesigin
enantiyomerik rezoliisyonunda, basarili sonuglar vermistir. S1vi kromatografisinde kiral selektor olarak
genelde bovine serum albumin(BSA), human serum albumin(HSA), rat serum albumin(RSA) ve guinea
pig serum albumin(GPSA) proteinleri kullanilmaktadir. Bu proteinler igerisinde kiral ayirma kapasitesi
en yiiksek olan BSA ve HSA’dir. Bu proteinlerin yani sira glikoprotein temelli a-asitglikoprotein,
ovomucoid, avidin, tripsin ve enzim temelli kimotripsin, riboflavin, lizozim, pepsin, amiloglikosidaz
proteinleri de kiral ayirmada kullanilmaktadir [23,24,26,32,37,46,49,52,53].
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Sekil 2.5. Proteinin 3 Boyutlu Kiral Yapisi

2.1.5 Bovine Serum Albumin(BSA)

Bovine serum albumin sigirlardan elde edilen bir proteindir. Toplamda 607 tane aminoasit
iceren, 66210 molekiil kiitlesine sahip bu, protein globuler yapidadir. izoelektrik noktas1 4.7 olan bu
protein asit 6zelligi gosterir ve suda ¢ok iyi ¢ozlinlir. Molekiiler boyutu 141x42 Ao diir. BSA hidrofobik
gruplar igeren bircok organik bilesik ile bag yapabilme kapasitesine sahiptir. BSA, hidrofobik 6zellik
gosteren inorganik anyonlarla da bag yapabilmektedir. Yag asitleri ile cok zayif baglar olusturdugundan
dolay1 BSA kaprilik asit igerisinde stabilize edilmektedir [32,46,49,52,53].

2.1.6  Human Serum Albumin(HSA)

HSA insan kan plazmasinda en bol miktarda bulunan proteindir. Karacigerde iiretilen HSA
bovine serum albumin ile benzer 6zellikler gostermekte olup HSA’dan sonra sivi kromatografisinde
kiral selektor olarak en ¢ok kullanilan proteinlerden biridir. Bu protein tek bir polipeptid zinciri lizerinde
580 aminoasit icerir ve molekiil kiitlesi 69000’dir. Bu proteinin izoelektrik noktas1 4.8 olup asidik
ozellik sergilemektedir [22].

2.1.7  al- Asit Glikoprotein

Bu protein orosomucoid olarak da literatiire edilmis olup insan kan plazmasinda bulunmaktadir.
141 aminoasit iceren al- asit glikoprotein 41000 molekiil kiitlesine sahiptir. 2.7 izolektrik noktasina
sahip olan bu protein asidik 6zellik sergilemektedir. Bu protein 40 sialik asit kalintis1 igermektedir.
Sialik asit kalmtilar1 nétral pH’lar da amonyum tipi bilesiklerle enantiyosecici proseslere uygun bag
yaparlar [26].
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2.1.8 Ovomucoid

Ovomucoid tavuk yumurtasinin beyaz kismindan elde edilen bir glikoproteindir. 186 aminoasit
iceren bu protein 55000 molekiil kiitlesine sahiptir. Toplam agirligimin 0,5-1% arasinda sialik asit
kalintilar1 icerir. izoelektrik noktas1 4.5 olan ovomucoid asidik yapidadir. Asit ve aminlerle bag
yapabilme kapasitesine sahiptir [23,53].

2.1.9 Avidin

Tavuk yumurtasinin beyaz kismindan elde edilen diger bir proteinde avidindir. 9.5-10 arasinda
izoelektrik noktasina sahip olan bu protein bazik 6zellik sergilemektedir. Avidin, her birinin molekiil
kiitlesi 16400 olan dort 6zdes alt birimden olusmaktadir.17 tane asparagin aminoasidini igeren ve dort
alt zincirden biri olan glikozidik zincir 1 mol biotin ile bag yapabilmektedir. Notral pH’lar da lizerindeki
net pozitif yiikten dolay1 avidin anyonik 6rnekler igin iyi bir enantiyoselektivite gostermektedir [22].

2.1.10 Ovotransferrin

Ovotransferrin tavuk yumurtasinin beyaz kismindan elde edilen ve sivi kromatografisinde kiral
selektdr olarak kullanilan bir proteindir. Bu protein daha ¢ok demir, bakir, mangan, ¢inko v.b metal
iyonlariyla bag yapar. izoelektrik noktas1 6.1-6.6 arasinda olan bu protein 70000-78000 arasinda bir
molekiil kiitlesine sahiptir [22].

2.1.11 Kimotripsin

a- ve - olmak {izere iki formdan olusan bu protein panreatik dokulardan elde edilmektedir.

Kimotripsin’in a- formu kromatografide kiral selektor olarak kullanilmaktadir. Molekiil kiitlesi 25000
ve izoelektrik noktasi 8.1-8.6 arasindadir [22].

2.1.12 Sellobiyohidrolaz-1
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Sellobiyohidrolaz-I, hayvanlardan elde edilen ve sivi kromatografisinde selektér olarak en ¢ok
kullanilan glikoproteindir. 3.6 izoelektrik noktasi sahip olan bu protein yine asit sinifinda yer almaktadir.
Molekiil kiitlesi 60000 dir [22].

2.2. Kiral Crown Eter Temelli Kiral Sabit Fazlar

Crown eterler yapilarinda oksijen atomu ihtiva eden sentetik makrosiklik polieterlerdir. Oksijen
atomu yerine azot ve kiikiirt atomu ihtiva eden Crown eterler de mevcuttur. Bu eterler sirasiyla aza
Crown eterler ve tiyo Crown eterler olarak isimlendirilmektedir. Crown eterlere enantiyosegici 6zellik
kazandirmak i¢in bu bilesiklere kiral bir grup baglamak gerekir. Bu amag i¢in kullanilan en 6nemli kiral
gruplar; binaftil, bifenantril, tartarik asit tiirevleri, aromatik bisiklo tiirevleri, tetrahidroindenoin v.b. dir

[14,27-29,31,42,44,45].
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Sekil 6. Crown Eter Temelli CSP’nin Yapisi

2.3. Kiral Ayirma Mekanizmasi

Ligand degistiriciler harig, biitiin kiral selektdrlerde kiral tanima mekanizmasi oldukca benzerdir.
Biitiin kiral selektorler enantiyomerler i¢in kiral bir yiizey icerirler. Enantiyomerler bu kiral yiizeylere
farkli bag enerjisi ile baglanarak gecici kompleksler olustururlar. Enantiyomerlerin farkli
stereokonfiigrasyonlari, kiral selektor yiizeyine farkli bag enerjileriyle tutunmanin temel nedenidir.
Gegici kompleksler bir seri etkilesim ile dengededir. Bu etkilesimler; hidrojen bagi, n-n etkilesimleri,
dipol-indiiklenmis dipol etkilesimi, iyonik etkilesimler ve sterik etkilesimlerdir. Ayrica van der Waals
ve yiik degisim etkilesimleri gibi zayif kuvvetler de kiral tanima mekanizmasinda temel rol oynar.
Ligand degisim selektorlerinde kiral tanima mekanizmasi diger selektorlerden farklidir. Bu selektorlerde
bulunan metal iyonlariyla enantiyomerler yer degistirerek kiral ayirma saglanir [16]. Kiral selektor
yiizeyinde kiral tanima mekanizmasi anahtar-kilit modeline goredir. Enantiyomerlerden biri kiral
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selektor yiizeyine uygun bir sekilde tutunurken; diger enantiyomer tam olarak tutunmaz ve bdylece
enantiyomerik rezoliisyon gerceklesmis olur [25].

O

Sekil 7. Analit ile CSP Arasindaki Etkilesimin Anahtar-Kilit Modeliyle Sekilsel Gosterimi

3. Sonug¢

Bu derleme kiral selektér olarak kullanilan ligandlar ve makromolekiiller hakkinda bilgi
vermektedir. Kiral sabit fazlar arasinda makrosiklik antibiyotik ve siklodekstrinlerden sonra en ¢ok
kullanilanmi polisakkarit temelli CSP’lerdir. Giinlimiizde kiral selektor olarak kullanilmak iizere bir¢ok
molekiil kesfedilmektedir. Ancak hiz, tekrar kullanilabilirlik, hassaslik ve kesinlik gibi kromatografik
parametrelere uygun veriler saglamadigindan bu kiral selektorlerin ¢ogu ticarilestirilememektedir.
Kiroteknolojiye hesaplamali kimya biliminin entegrasyonu ile bu sorunun agilmasi umulmaktadir.
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