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Bu caligmada Pirkle—tip kiral sabit faz olusturarak kolon kromatografisi yontemi ile biyolojik 6neme
sahip kiral amin enantiyomerlerinin rezoliisyonu saglandi. Bu amagla dolgu maddesi olarak
sepharose-4B kullanildi. Uzatma kolu olarak dolgu maddesine L-tirozin takildi ve bu uzatma koluna
dogal amino asitlerden L-glutamik asidin aromatik amin tiirevi diazolama yoluyla ligand olarak
baglandi. Sonra ayirilmasi istenilen biyolojik dneme sahip kiral aminin (B-metilfeniletilamin)
rasemik karisimi kolona tatbik edildi ve hareketli faz olarak degisik pH’larda (pH: 6, 7 ve 8) tampon
¢ozeltiler kullanilarak rezoliisyon saglandi. Eliiatin akis hiz1 peristaltik pompa ile ayarlandi. Kolondan
alinan eliiat organik (dietil eter) faza alindiktan sonra HPLC ile aminin enantiyomerik fazlalig1 (e.e)
belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Kolon Kromatografisi, Kiral Aminlerin Rezoliisyonu, Pirkle-tip sabit
fazlar
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In this study, a new Pirkle-type chiral column stationary phase for resolution of chiral amin
enantiomers having biological activity was prepared by using sepharose 4B as a matrix, L-tyrosine as
a spacer-arm and aromatic amin derivatives of some natural amino acid (L-glutamic acid) as a ligand.
Rasemic mixture of B-methylphenylethylamine was loaded to the column. The binding capacities of
the column stationary phase was determined at different pH’s (pH: 6, 7 and 8) using buffer solutions
as mobil phase. The flow rate of eluat was adjusted with peristaltic pump. Then eluat was extracted
with diethyl ether and enantiomeric excess (e.e.) was determined by HPLC method.

KEY WORDS: Column Chromatography, Resolution of Chiral Amines, Pirkle-type phases
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1. GIRIS

Kiral bilesiklerin iki 6nemli 6zelligi, onlar1 akiral bilesiklerden ayirt eder.
Birincisi diizlem polarize 1s18a 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 literatiirde bilinmektedir (Bencini ve ark., 1984; Nimura
ve Kinoshito, 1996; Yamagishi ve ark., 1996; Natalini ve ark., 2004; Bojaski ve ark.,
2005). Ayrica Kapiler Elektroforez yontemiyle de s6z konusu ayirma islemleri

yapilmaktadir (Kodama ve ark., 2003).

Enantiyomerik saflig1 yiiksek aminler biyolojik ©neme sahip iseler ilag
sanayinde olduk¢a yaygin kullanim alani bulurlar (Solomons ve Fryhle, 2000). Bu
sebeble kiral bilesiklerin hazirlanmasi ve analizi olduk¢a 6nemlidir. Kromatografi
yoluyla enantiyomerik ayirma ne kadar yiliksek enantiyomerik saflikta yapilabilirse
insan saghigina uygulamada etkili bir tedavi gerceklestirmek o denli basarili olur.
Cevre kimyasi, ila¢ sanayi, klinik analizlerde hep yiiksek enantiyomerik saflik
istenir. Bu saflik olmazsa her acidan istenmeyen durumlar yasanabilir. Hatta sonu

Olimle neticelenen durumlar olusabilir (Sheldon, 1992).

Rasemik amin karisimlarininin ayrilmasi i¢in giiniimiizde degisik teknikler
kullanilmaktadir. Bunlardan bir tanesi de kromatografik ayirmalardir. Bunlar Pirkle-
tip kolon kromatografisi genelde amino asit tiirevlerinin silikajele baglanarak
olusturdugu bir seri degisik sabit fazin dolgu maddesi olarak kullanilmasiyla
gelistirilmis bir tekniktir (Sheldon, 1992). Bu teknikte N-(3,5-dinitrobenzoil)
fenilglisin silikajele kovalent bagla baglanarak sabit faz olusturulur. Bu kolonlar
ticari yolla temin edilebildigi gibi aragtirmacilar tarafindan da preparatif amagli veya
analitik amacli hazirlanabilirler. Kolonda enantiyomerik ayrilmanin mekanizmasi;

yik transferi yoluyla etkilesim, Hidrojen bagi olusturularak etkilesim, dipol
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olusturularak etkilesim ve sterik yonden etkilesim gibi bir¢ok kombine faktorlerle

aciklanmaktadir (Kubota ve ark., 2004).

1.1. Kiralite

1.1.1. Kiralite nedir?

Kiralite geometrik bir Ozelliktir. Bir objenin ayna goriintlisii st {ste
cakismiyor ise kiral, ayna goriintilisii ile ¢akisiyor ise kiral degildir. Kiral objelere

yaygin bir 6rnek olarak sag ve sol eli verebiliriz. Iki boyutlu harfler ise kiral degildir.

Molekiillerin uzaydaki diizenlenmelerinde molekiiliin ayna goriintiisii {ist liste
cakismiyor ise molekiil kiraldir. Kiralite molekiiliin bir 6zelligidir. Aslinda kiral olan
asimetrik merkez tastyan molekiildiir. Eger molekiil birden fazla asimetrik merkez

tagiyor ise multi kiraldir. Buna ragmen molekiil kiral olabilir ya da olmayabilir.

1.1.2. Enantiyomer

Genel anlamda kiral molekiil, dort farkli grup ya da atomun karbon atomuna
sigma baglariyla baglanmasiyla olusur. Karbon atomu molekiiliin asimetrik
merkezidir. Bu tip molekiiller farkli uzaysal yapilarda bir ¢ift stereoizomere
sahiptirler ve bunlarin ayna goriintiileri iist iiste ¢akismaz. Sekil 1.1.’de kiral bir
molekiil olan laktik asit ayna goriintiisii ile iist liste ¢akismayan bir enantiyomer

ciftine sahiptir.

AYNA
H
H
| +OH
HO*/ NCOOH HOOC. H;C
CH,

Sekil 1.1. Laktik asidin Enantiyomerleri
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1.1.3. Optik cevrilme

Enantiyomerlerin fiziksel 6zelliklerindeki spesifik farklilik, ilk olarak 1815
yilinda Biot tarafindan bulunan, diizlem polarize 151gmin ¢evrilmesidir. Bu nedenle
enantiyomerlere optik izomerler de denir. Normal 151k degisik dalga boylarinda ve
dalgalarin biitiin yonlere dogru salinmasiyla olusur. Dalga hareketi 1s181n
dogrultusuna diktir. Diizlem polarize 151k ise; tek bir diizlem disindaki dalga

titresimlerinden aridirilmis 1s1ktir.

Simetrik molekiillerde; molekiil 1sikla karsilastiginda 11k kesin bir doniis

yapar ancak, molekiiliin ayna goriintiisli bu doniisii (ters yonde oldugunda) dengeler.

) ®)

Levorotatori (15181n sola gevrilmesi) Dekstrotatori (15181n saga ¢evrilmesi)

L-izomer D-izomer

Sekil 1.2. Diizlem polarize 15181n g¢evrilme yonleri

Sonugta 15181in doniisti sifirlanir (Sekil 1.2.). Tek bir enantiyomer i¢in ise;
¢oOzeltide ayna goriintiisii olmadigindan 15181 net doniisii sifirlanmaz. Bu nedenle
rasemik (1:1) karisimlarda da diizlem polarize 15181 doniisii sifirlanir. Optikge aktif
maddelerin spesifik olan doniis agilari, polarimetre ile dlgiilebilir. Polarize 15181
yayilma diizlemini saga c¢eviren enantiyomere dekstrorotatori (Latince:dexter"sag")
ya da saga ¢eviren denir. Bunun ayna goriintiisii polarize 1s18in yayilma diizlemini
sola c¢evirir ve levorotatori (Latince:Laevus"sol") ya da sola ceviren adini alir.

Sembol olarak dekstrorotatori i¢in (d) ya da (+), levorotatori (I) ya da (-) olarak
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gosterilir. Ancak d ve 1 gosterimleri karigikliklara neden oldugundan bu gosterimler

terk edilmektedir.

Enantiyormerlerin ¢evirme miktarina 6zgiil cevirme agisi [ a | denir. Cevirme acist:

Kullanilan 15181n dalga boyuna

Polarimetre tlipliniin uzunluguna

Sicakliga

Coziiciiye

Konsantrasyona baghdir.

Kullanilan 15181in dalga boyu genellikle 589 nm’dir (sodyum ¢izgisi).

Bilesigin 20 °C’ deki 6zgiil cevirme agist 1.1 formiilinden faydanilarak

hesaplanir.
0« (1.1)
D l.c

[a ]éoz 20°C 'deki Sodyum'un D ¢izgisinin 6zgiil ¢gevirme agis1

a=20"°C’ de gbzlenen ¢evirme agisi

1= dm olarak tiipiin uzunlugu

C= gr/ml olarak 6rnegin derigimi

Ayrica bir molekiildeki optik¢e saflik 1.2 formiiliine gore hesaplanir.

[a]

% optikge saflik = —— (1.2)

[alf

[ o ] = gbzlenen ¢evirme agist

[ o]’= 0zgiil gevirme agist

D



1.GIRIiS Resit CAKMAK

Her zaman olmamakla birlikte bu formiil % e.e. 1.3 formiilii yerine de

kullanilmaktadir.

. 5 [E1-E2]
% Enantiyomer fazlalii (ee) == x100 (1.3)

[E1 +E2]
E; ve E; iki enantiyomerin mol miktarlaridir.

% Enantiyosellektivite 1.4 formiiliine gdre hesaplanir.

E1
% Enantiyosellektivite (% es) :ﬁ x100 (1.4)
1+E2

E = Fazla olan enantiyomerin mol miktar1

Ornegin, 2-biitanol enantiyomerlerinin bir kargimmin  +6,76”lik 6zgiil ¢evirme
gosterdigini  varsayalim. Bu durumda (S)-(+)-2-biitanoliin enantiyomerik

fazlaliginin %50 oldugunu sdyleyebiliriz.

: . +6576 0
% Enantiyomerik fazlalik = X 100
+13,520

Bu karisimin enantiyomerik fazlaliinin %50 oldugunu sdyledigimizde, bu
fazla olarak bulunan (+) enantiyomerin, bu karisgitmin %350’sini olusturdugu, diger
%350’sinin de rasemik sekilde oldugu anlamina gelir. %50’sinin rasemik olmasindan
dolayi, bunlar birbirinin optik ¢evirmesini yok eder ve vyalnizca (+)
enantiyomerlerden olusan karistmin %50°lik  kismu gozlenen optik ¢evirmeye
katkida bulunur. Bu yiizden, gozlenen ¢evirme, karigimin yalnizca (+)

enantiyomerden olugmasi durumunda beklenen donmenin %350 ‘si, yani yarisidir.

Yukarida bahsedilen karisimin gergek stereoizomerlik bilesimi nedir ?
Toplam karigtmin %50’sini, iki enantiyomerin esit miktarda bulundugu rasemik
sekil olusturuyor. Bu nedenle, bu %50 ‘nin yarisi (% 25)(-) enantiyomer ve diger

yarist (% 25)(+) enantiyomerdir. Karisimin diger %50’side enantiyomerik fazlaliga
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neden olan (+) enantiyomerdir. Sonug olarak karisim %75 (+) enantiyomer ve %25

(-) enantiyomer igerir.

1.1.4. Mutlak Konfigiirasyonun belirlenmesi

Optik cevrilme; enantiyomerlerin d — (+) ve 1- (-) formundaki farklilig1
belirlemektedir. Fakat bu bize, asimetrik merkez atomuna baglanan grup ve ya
atomlarin uzaydaki dagilimi hakkinda bir fikir verir. Bir enantiyomer, tek bagin
etrafindaki gruplarin dénmesi ile degisik konformasyonlarda olabilir, ancak
konfigiirasyondaki bu degisme i¢in asimetrik karbondaki baglarin kirilmasi gerekir.

Yani, bir enantiyomerin konfigiirasyonu sabittir.

Laktik asidin iki enantiyomerini ele alarak bunu incelersek; Laktik asidin bir
formu diizlem polarize 15181 saga cevirirken, diger formu diizlem polarize 15181 sola
cevirmekte ve sirasiyla (+) — (-) — olarak etiketlenmektedir. Laktik asidin bu iki
konfigiirasyonunu  Sekil 1.1.’de gdsterilmistir. Sorun su; hangi yap1 (+) — Laktik
asidi, hangi yap1 (-)- Laktik asidi belirler. Diger bir deyisle konfigiirasyonlar nasil

ayrilir.

Van’t Hoff’dan sonra neredeyse yiizyila yakin bir siire, enantiyomerlerin
mutlak konfiglirasyonlarinin kesin olarak nasil belirlenecegi tanimlanamadan kaldi.
Bu  durum 1951’de  Bijvoet  tarafindan, enantiyomerlerin ~ mutlak
konfigiirasyonlarinin  X-1sinlar1  spektroskopisi (X-Ray) ile belirlenebileceginin

bildirilmesi ile degisti.

Mutlak konfigiirasyonun X-Ray ile belirlenebileceginin bilinmesinden ¢ok
once, kiral molekiillerinin asimetrik merkezinin konfiglirasyonunun belirlenebilmesi
icin, tiimii ile keyfi olarak, (+)- Gliseraldehitin standart olarak secilmesi yerlesik bir
kural halini almisti. Konfiglirasyunun belirlenebilmesi i¢in ilk olarak Emil Fischer
tarafindan onerilen Fischer izdiisiim formiilii temel alinmisti. Fischer bunu ilk olarak

glukoz molekiiliiniin d-enantiyomerinin stereokimyasal diizenlemesi i¢in kullanmisti.
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Fischer izdiistimiinde, molekiildeki biitiin baglar yatay ve diisey ¢izgilerle
gosterilir. Yatay cizgilerin gozleyene dogru, dikey c¢izgilerin gozleyenden uzakta
oldugu varsayilir. Uzun karbon zinciri dikey olarak gosterilir ve yiiksek degerli
karbon en iiste yazilir. Fischer, konfigiirasyonu ayirmada tiimiiyle keyfi olarak,
asimetrik merkeze bagli OH grubunu saga yonlenen (+)- gliseraldehiti, D-(+)-
gliseraldehit olarak isimlendirdi. (+) —glikozu da (+)-gliseraldehit gibi gosterdiginde,

geriye sadece glukozun besinci karbonundaki asimetrik merkez kald1 (Sekil 1.3a,b).

CHO

HO

CHon HOH2C

Sekil 1.3. D-Gliseraldehitin a) Fischer izdiigiim formiilii b) {i¢ boyutlu gosterimi

Fischer izdiisim formiiliine alternatif olarak molekiillerin ii¢ boyutlu
gosterimi gelistirildi. Bu gosterimde koyu baglar gozleyene dogru, kirik baglarda

gozleyenden uzak sekilde betimlenir.

Biitiin kiral molekiillerin, D-(+)-Gliseraldehit ve L-(-)- Gliseraldehit referans
alinarak, konfigiirasyonlar1 D ve L olarak belirlenir. Fischer izdiisiim formiiliine gore
en yiiksek numarali asimetrik merkeze gore belirlenir. D-Eritroz (a) ve D-Treoz (b)
gosterilmistir (Sekil 1.4a,b).

1 1

CHO CHO

2 2
H———OH HO —H

3 3
H———O0H H——1—OH

4 4

CH,0H CH,0H

a b

Sekil 1.4. Fischer’e gére D-Eritroz (a) ve D-Treoz (b)
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X-Ray analizi ile mutlak konfigiirasyonun belirlenebileceginin ortaya
konulmasindan dnce, Fischer’in ortaya koydugu D ve L sistemi bagil konfigiirasyon
hakkinda bilgi vermekteydi. Ayrica D ve L sistemi baz1 karigiklara yol agmaktaydi.
Bu nedenle mutlak konfiglirasyonun belirlenmesi i¢in yeni bir sisteme gerek

duyuldu.

Bu sistem (R)—(S) ya da “Chan-Ingold-Prelog” sistemidir. Burada (R) Latince
Recktus (sag), (S) Latince sinistre (Sol) sdzcliklerinin bas harfleridir. (R)-(S) sistemi,
konfigiirasyonun kesin diizenlenisi hakkinda bilgi vermektedir. (R)-(S) sistemi,
asimetrik merkeze bagli gruplarin dnceligine gore belirlenir (Sekil 1.5.). Ornekte
baglh gruplar, azalan Oncelige gore, a>b>c>d seklinde siralanmistir. Baglanan
gruplarin dnceligi cis-trans izomerligini belirlemede kullanilan E-Z sistemindeki gibi

bulunur.

(R) (S)

Sekil 1.5. Cahn-Ingold-Prelog sistemi

Atom numarasi en biiyiik olan atom en 6ncelikli gruptur.
Ornegin ; C1 >S >F >0 >N >C >H
Eger bagl iki atom ayni ise, bagli olan grupta farklilagma oluncaya kadar
diger atomlara bakilir.
Ornegin: CH,C1 >CH,0H >CH,CH; >CHj....vb.
Cift baglar, iki tane tek bag gibi diisiliniiliir.
Ornegin: CH, = CH,, CH,CH;
Buna gore; -COOH > -CO- >COH >-CH,0H >-CN >-C¢Hs>-CH= CR; dir.



1.GIRIiS Resit CAKMAK

Sekil 1.5.e gore konfigiirasyon belirlemek gerekirse, en diisiik oncelikli grup (d)

gozleyenden uzak bir sekilde ¢izilir ve diger gruplara bakilir.

a—»b—»c

Eger oncelikli gruplar olan saat yoniinde dogru ilerliyorsa

konfiglirasyon R olarak saat yoniiniin tersine ilerliyorsa konfigiirasyon S olarak

adlandirlir.

Tim bu sOylenenleri optik¢e aktif bir bilesik olan Fenilglisin’i 6rnek olarak

alip 6zetlersek (Sekil 1.6.) :

H NH,

OOH

Sekil 1.6 . D-(-)- Fenilglisin

Bu fenilglisinin ticari kullanimi olan levorotatori yani (-) ya da (1) izomeridir.
Ficher izdiisim formiiliine gére D- konfigiirasyonundandir ki bu da D- ve | —
ayirmalarinda karisikliklara yol agar. Bu karisikliklardan kurtulmak igin (R)-(S)
sistemini kullandigimizda ise, molekiil R-konfiglirasyonundadir. Fischer izdiisiim
formiilii karisikliklara yol agmasina ragmen aminoasit kimyasinda yerlesik bir kural

halini aldigindan, aminoasitler hala D, L sistemine gore adlandirilirlar.

1.1. 5. Diastereomerler

Bir molekiil birden fazla asimetrik karbona sahipse, stereoizomerlerinin sayis1
2’ den fazla olur. Asimetrik karbon sayisina n dersek stereoizomer sayisi 2" olur.
Eger n=2 ise, maksimum stereoizomer sayist 4 olur. Bir ¢ift olusturan
enantiyomerler, diger stereoizomerlerle ayna goriintiisii vermiyorsa bunlar
enantiyomer degillerdir. Enantiyomer olmayan bu stereoizomerler * diastereomer >’

olarak adlandirilirlar. Bu tanim yalnizca kiral molekiiller degil ayn1 zamanda akiral
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molekiil olan * cis-trans” geometrik izomerlerini de kapsar. Diastereomerlerin
kimyasal 6zellikleri ve erime noktasi, ¢oziiniirliikk, yogunluk gibi fiziksel 6zellikleri

farklidir. Sekil 1.7.”de iki asimetrik merkezi olan efedrin molekiiliinii ele alirsak:

CHj CH;
2
2
H—— NHCH, CH;HN——H
1 1
H—— OH HO———H
= = |
. | A
(1 R,2S)-Efedrin (1S,2R)-Efedrin (18,28)-Psodoefedrin (1R,2R)- Psddoefedrin

Sekil 1.7. Efedrin molekiiliiniin Fischer izdiisiim formiilleri

(1R,25)-efedrin ile (1S,2R)- efedrin ve (1S,2S)-psddoefedrin ile (1R,2R)-
psodoefedrin molekiilleri birbirilerinin enantiyomerleridir. Oysa (1R,2S)-efedrin ile
(1S,2S)-psodoefedrin  stereoizomerleri, ayna goriintiisii iligkisi olmadigindan,

birbirilerinin enantiyomerleri degildir. Enantiyomer olmayan bu stereoizomerler

diastereomerdirler.

1.1.6. Mezo yapisi

Sekil 1.8.’de iki asimetrik karbon atomu bulunan tartarik asidin 2" formiiliine

gore 4 tane stereoizomeri olmasi gerekirken 3 tane stereoizomeri vardir.

COOH COOH COOH COOH
o H—1+—OH HO——F—H
H— oH H H - I AN ic simetri
diizlemi
HO—f—H H—{— OH H—}—OH HO—F—H
COOH COOH COOH COOH
(R,R) (S.S) (R,S) (S,R)

Sekil 1.8. Tartarik asidin stereoizomerleri

Iki izomer (R,R) ve (S,S) enantiyomerdir. (R,S) ve (S,R) yapisina bakarsak,

bu molekiiller bir i¢ simetri diizlemine sahiptirler. Birbirinin ayna goriintiisii olan bu

10
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molekiillerden birini kagit diizleminde 180° gevirirsek diger yapiy1 elde ederiz.
Dolayisiyla bunlar ayr1 bilesikler degil, ayni bilesiklerdir. Molekiil iki asimetrik
karbon atomuna sahip oldugu halde, molekiiliin iist yarisi alt yarisinin ayna
goriintlisli oldugundan, iki yar1 birbirinin ¢evirme agisin1 yok etmektedir. Asimetrik
merkezleri olmasina ragmen ayna goriintiileri ¢akisan stereoizomerlere mezo sekli
denir. Buna tartarik asidin (R,S) ve (S,R) formlari, ayn1 molekiil olup Mezo-tartarik

asittir (Tiimerdem, 2004).

1.2. Kiralite ve Rezoliisyon

Kiral bilesikler etkilesirken enantiyomerlerinden biri 6zellikle canl
organizmadaki enzimatik reaksiyonlarda segici davranir. Ozellikle kiral ilaclarin (R)
veya (S) enantiyomerleri viicutta ayri etkilere sahiptir. Bazen (S) izomerin iyilestirici
yonde rol oynadig bir ilacin (R) izomeri kullanilirsa onarilmasi giic hasar meydana
getirir. Sakathik veya korliik yapar, 6ldiiriicii olabilir. Ornegin tiiberkiiloz tedavisinde
kullanilan kiral ilaglardan (S,S)-ethambutolun sentezi sirasinda reaktant olarak (S)-2-
aminobiitanol kullanilmaktadir. Fakat (R)-2-aminobiitanol kullanildiginda ele gegen
diger stereoizomer korliige sebep olmaktadir (Sheldon, 1992). Ayrica 45 yil 6nce

yasanmis Talidomid olay1 bunun en giizel 6rnegidir (Solomons ve Fryhle, 2000).

Proteinler olusurken D ve L-amino asitler karigimi halinde degil, yalniz
L-amino asitlerden olusur. D ve L-amino asitleri bir arada bulunduran protein
zincirleri diizenli bir a-sarmal yap1 olusturamaz. Enzimin yapisinda D-amino asitler
yer alirsa uygun geometrik bir yapi olusmaz ve enzim etkin katalitik 6zellik

gostermez. Enzimler sarmal yapiy1 olustururken segici davranirlar.

Bir diger kaynak asimetrik sentezdir. Emil Fischer 6zel bir seker serisi
tizerindeki caligmalariyla 5 karbonlu arabinozdan c¢ikip 6 karbonlu sekerlerin
eldesinde iki diastereomerik iirlin miimkiinken yalniz bir tanesinin baskin iiriin

oldugunu gozlemlemistir (Solomons ve Fryhle, 2000).

11
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Zayif elektrolitik etkilesimler, kiral simetrinin kirilmasi ve asimetrik
otokataliz biyomolekiiller kiralitenin diger kaynaklaridir. Yani kiral bir etki

yapilmadikga akiral bir bilesikten kiral bir bilesige ge¢is miimkiin olmamaktadir.

Eskiden beri kimyacilarin ¢alisma alanlarindan birisini de optik izomerlerin
ayrilmasi olusturmustur. Rasemik karisimin ayrilmasi ilk defa 1848’de L. Pasteur
tarafindan tartarik asidin optik izomerlerinin ayr1 ayr elde edilebildigi bir deneyle
gosterilmigtir. Pasteur, tartarik asidin sodyum amonyum tuzlarinin farkli yapilarda
kristallendiklerini gdzlemleyerek bu iki tip kristal yapiyr bir cimbiz ve biiyliteg
kullanarak mekanik yolla ayirabildi. Ciinkii bu yontem, enantiyomerlerin
ayrilmasinda genel uygulanabilirlife sahip bir yontem degildir. Giinlimiizde en iyi
bilinen ve en ¢ok uygulanan yontem rasemik yapiy1 diger kiral bir bilesigin tek bir
enantiyomeriyle tepkimeye sokmaktir. Bu iglem bir rasemik yapiy1 diastereomerler
karistmma cevirir. Ornegin rasemik tartarik asit karisimiyla, kiral bir aminin
enantiyomerlerinden biri reaksiyona sokulursa tartarik asitin amin tuzlarinin
diastereomerlerinin bir karisimi elde edilir. Diastereomerlerin fiziksel 6zelliklerinin
farkliligindan faydalanarak bu karigimi ayrilabilir ve sonra tekrar asitle muamele
ederek her bir tartarik asit enantiyomeri ayr1 ayr elde edilir (Solomons ve Fryhle,

2000).

Prokiral bir molekiilden mikrobiyal oksidasyonla enantiyomerlerden biri asir1
miktarda elde edilebilir. Cilinkii kullanilan bakteri yapis1 tek bir enantiyomerden
olustugu i¢in, liriin de tek bir enantiyomerin fazlaca elde edildigi izomer olacaktir.
Bir diger tabirle enantiyomerik asirilik (e.e.) admi verdigimiz bu olay tek bir

enantiyomerin yiiksek verimle elde edilmesidir.
Ayni sekilde kinetik rezoliisyon yoluyla (R) ve (S) esterlerin enantiyomerik

karigimi enzimatik hidrolize ugratilarak karboksilik asidin enantiyomerlerden birini

bu tip bir yontemle asir1 oranda elde etmek miimkiindiir(Sekil 1.9.).

12
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Pirokiral Molekul

Asimetrik Sentez Mikrobiyal Oksidasyon

H

CH,
S
CH,0
Kinetik Rezolisyon Enzimatik Hidroliz
CH
H *WH
CH,
COOCH,
COOCH,
CH,0

CH,0

(S) (R)

Sekil 1.9. Kinetik rezoliisyon iizerinden asimetrik sentez

Rasemik karigimi ayirmada basvurulan diger yontemlerden bir tanesi de kiral
sabit bir faz olusturarak kiral bir kolon hazirlayip rasemik karisimi bu kolondan
hareketli bir fazla elue etmektir. Bu islem i¢in kullanilan sabit fazlari i¢eren kolonlar
(Kiral ligand-degisim kolonu, Kiral afinite kolon, Helikal polimer kolon, Kavite

kolon, Pirkle-tip kolon) asagida ayrintili bir sekilde agiklanmistir.
1.3. HPLC ve Kiral Kolonlar
1.3.1. HPLC
Enantiyomerler ayn1 adsorpsiyon 6zelliklerine sahip olduklarindan diizenli

akiral adsorbentler iizerinden dogrudan kromotografik ayirmayla ayrilamazlar.

Ayirma, yalnizca farkli adsorpsiyon Ozelliklerine sahip olan diasteromerler

13
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olusturularak iki yoldan bagarilabilir. Bunlardan biri akiral kolonlar {izerinden
ayrilabilen diasteromerik molekiiller veren kiral bir reaktif ile aym tiirevin
prekolununu  gerektirir. Digeri, yani ikinci yol ise kiral mobil fazin katki
maddesi(CMPA) veya kiral durgun fazin (CSP) olusumunda bir kiral selektor ile
enantiyomerlerin etkilesimi araciligiyla  kisa siireli (gegici) diasteromerler
olusturmaya yoneliktir. Ticari agidan mevcut olanlarin ¢ogu kiral durgun faz olarak
tanimlanan  genis bir cesitlilikle ortaya konuldu ve daha ileri  tekniklerle

gelistirildi. Kiral durgun fazin farkl tipleri asagidaki gibi siniflandirildi:

1. Kiral -ligand degisim kolonu
Afinite kolonu
Sarmal kolon

Kavite kolon

A

Pirkle-tip kolon

1.3.2. Kiral kolonlar

1.3.2.1. Kiral Ligand degisim kolonu

Davankov ve arkadaslar1 Kiral ligand degisim kromotografisinde optik
olarak aktif ligandi, amino aside kovalent yolla bagladilar. Klorometillenmis
polistiren esas alindi. Daha sonra Giibitz ve meslektaglar1  3-Glisildipropil
halkasiyla silikaya baglanan L-prolini yani silika baglantili kiral sabit fazi
gelistirdiler. Cu(Il) iyonlariyla adsorbent yliklendikten sonra Rasemat kromatografik
ayrilmaya ugratildi. Her bir amino asit molekiilii bir karisim kompleksi olusturmak
icin polimere bagli prolin ligandlarindan birinin yerine gecti (Sekil 1.10.). Kisa
siireli olusan diastereomerik kompleksler sirasiyla 8 kcal/mol’den biiylik serbest

enerji farklilig1 gosterebilen (R) ve (S) amino asit enantiyomerleriyle olusturuldu.

14
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||

(|)/ \H R GO0
(g
O

Sekil 1.10. Kiral ligand degisim kromatografisi

1.3.2.2. Afinite kolon

Birkag serum proteini, farmakolojik acidan aktif bilesiklerin genis bir
cesitliligiyle enantioselektiv etkilesimler gecirir. Bu amagla Bovine serum alblimin
(BSA) veya HPLC icin kullanilan 6zel bir silikaya bagli bir a- asit Glukoprotein
(AGB) temel esaslh sabit faz gelistirildi. Bunlarin ikisi de kiral ilaglarin ayrilmasi
i¢cin gayet uygundur ve sik sik yiiksek ayirma faktorleri gosterir. Bir protein igin
beklenebilecek ayirma; pH, iyonik gii¢c ve sicaklik gibi bir cok parametreye baglidir.

Bu ylizden, optimum sartlar1 her bir bilesik i¢in ayr1 ayr1 belirlemek zorunludur.

1.3.2.3. Sarmal Polimer kolon

Sarmal yapili polimerler sterik etkilerin kaynag: {izerinden enantiyomerleri
ayirabilir. Sarmal polimer fazla birkag seliiloz tiirevi ve poli(trifenilmetil)metakrilat
gibi sentetik polimerler igerir. Ornegin farkli seliiloz tiirevleri (Sekil 1.11.) ticari
bakimdan mevcut olan ve genis bir sekilde kullanilan makrogdzenekli silika

tizerinden adsorplandi.
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OH R= CH3CO -;
R= PhCO -;
0] R= PANHCO -;
/\/ ~N__0 R= PhCH, -;
R= PhCH=CHCO
RO—
OR
n

Sekil 1.11. CSPs olarak kullanilan Seliiloz tiirevleri

Poli(trifenilmetil)metakrilat’in  polimerizasyonu spartein-biitillityum  gibi
kiral iyonik olmayan baglatici’nin yaninda sarmal yapisi sayesinde kiral olan bir
isotaktik polimer verir. Biiyiik trifenilmetil gruplarin  bir sarmal konformasyon
olusturarak biiyliyen polimer zincirini yonlendirdigi tahmin edilmektedir.
Rasemat’larin  genis bir oranda iyi aymrimlari makrogdzenekli silika lizerinde

adsorplanan bu polimerleri kullanarak elde edildi.

1.3.2.4. Kavite kolon

Siklodekstrinler 1,4—konumu araciligiyla baglanmis alfa —D-Glukoz’dan
olusmus halkali oligosakkaridlerdir. En yaygin olanlar1 i¢ bosluklar1 hidrofobik bir
halka bi¢iminde olan ve sirasiyla 6,7 ve 8 glukoz birimleri igeren alfa — beta ve

gama Siklodekstrinlerdir (Sekil.1.12.).
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Sekil 1.12. Siklodekstrinlerin yapilari

Cesitli bilesikler kompleks verirken bu kaviteye uygun biiyiikliikte iseler
etkilesim gergeklesebilir. Yoksa kompleks olugsmaz. Beta ve alfa formlar genis

uygulanabilirligi bulunan kiral sabit fazlar olusturmak ig¢in silikaya basarili bir
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sekilde baglandi. Onlar diger bir ¢ok kiral sabit fazlar’dan ve mevcut olan hazir

satin alinan standart kolonlardan daha ucuzdur.
1.3.2.5. Pirkle tip kolon

Pirkle ve arkadaglari amino asit tiirevlerinden ibaret bir seri CSP (Kiral sabit
fazlar) kolon gelistirdiler (Pirkle ve Finn, 1983). Bu, silikaya tutturulmus hem
iyonik hem de kovalent etkilesmeyle dogal N-(3,5-dinitrobenzoil )fenilglisin
tiirevlerinden olusan sabit bir fazdir. Bu anlamda bir¢ok kolon analitik amagh veya
sentetik amacl olarak gelistirilerek piyasaya siiriildii ve genis uygulama sahasi buldu
(Arslan ve ark., 1996). Ayrilmanin mekanizmast; yiik-transfer etkilesimi, hidrojen
bagi olusumu, dipol-iyon etkilesimleri veya sterik nedenlerden kaynaklanan

etkilesimler olabilir (Sekil 1.13.).

‘ ‘ H H H I‘-| H 1)
Si—O—Si—C‘ —C‘ —c‘ — NH; -00C —Co NC—@
A

NO,
|
0>
| | H H I‘-I Ho o \O\
Si—0-—Si—C cC—C —I‘\l 7‘<‘: —c; C@
IR

Sekil 1.13. Pirkle-tip kiral sabit faz

o—T
z—I

N
NO,
NO,

Bu diisiinceden hareketle sabit faz olarak Sepharose-4B maddesine
tutturulmus bir L-tirozin {nitesine, uzatma kolu olarak asidik veya bazik amino
asitlerin aromatik amino tiirevlerini diazolama yoluyla baglandi. Bu kolondan
hareketli faz olarak degisik pH’larda tampon ¢ozeltiler kullanilarak biyolojik 6neme
sahip bazi aminler enantiyomerlerine ayrilmaya calisildi. HPLC yontemiyle de kiral
UV dedektor kullanarak enantiyomerik saflik verimleri tayin edildi. Enantiyomerik

saflik tayinleri birkag yolla yapilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlardan biri optik
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cevirme agisini Olgerek saflik derecesini tayin etmektir. Bu isler i¢in g¢evirme
acisindan faydalanir ve polarimetre yardimiyla optik¢e saflik su formiile gore

hesaplanir;

[a]
% Optik¢e Safik= ——— x 100

[a]o

[a]: Enantiyomerik karisimin optik ¢evirme acisi; [a],: Saf enantiyomerin ¢evirme
agist
Buradan enantiyomerik fazlalik bulunur:

(R)-(S)
%ee.=— x100 (R > S icin)
(R)+(S)

Ornegin R ve S karisimmindan olusan bir numunenin R ve S oran1 (R/S : 95/5) ise,

% e.e. = 90 bulunur.

Bir diger analiz metodu HPLC ydntemidir. Uygun sabit fazdan numune elue
edilirken enantiyomerlerden birinin sabit fazda daha fazla alikonmasi prensibine
dayanir. Bir diger metot, bozunmaya ugramadan kolaylikla buhar fazina gecebilen
bilesikler icin gaz kromatografisi (GC) veya gaz-likit kromatografisi (GLC)

yontemleridir.

Bir bagka tayin metodu ise, NMR teknikleridir. Bu yontem; kiral lantanit
kaydirma reaktifleri kullanilarak enantiyomerlerden birinin digerine gore farkl
etkilesiminden dolayr NMR’da farkli bolgede sinyal vermesi prensibine dayanir.
Kiral kaydirma reaktif kullaniminda iki enantiyomerin protonlarina ait pikler ayni
kimyasal kayma (0 ppm) degerine sahipken, ortama kaydirma reaktifi ilave edildikten

sonra ayni protonlara ait iki farkli kimyasal kayma degeri ortaya ¢ikmaktadir.

1.4. Biyolojik Onemi Olan Bazi Aminler

Tibbi ve biyolojik 6nemi olan bilesiklerin ¢ogu amindir. Asagida Sekil

1.14.’de tibbi ve biyolojik 6nemi olan bdyle aminlere baz1 6rnekler verilmistir.
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HO

: CH. H
XH N _—CH,CH,NH,
H,NHR \IH
H,

R =CH; > Adrenalin(epinefrin) Amfetamin
R =H ,Noradrenalin(norepinefrin)  (benzedrin)

HO

2 -Feniletilamin

HO CH,CH,NH CH;0. CH,CH,NH,
CHs H,CH,NH, N
HO
N
CH;0 |
H
Dopamin Meskalin Serotonin
H
e
N
CHy
( - )-Kinin Morfin(R=H)

Kodein(R=CHy)

Sekil 1.14. Biyolojik 6nemi olan bazi aminler

1.4.1. 2-Feniletilaminler

Pek c¢ok feniletilamin bilesiginin gii¢lii fizyolojik ve psikolojik etkileri
vardir. Adrenalin ve Noradrenalin adrenal salgi bezinden salgilanan iki hormondur.
Bir hayvan tehlike hissettiginde kana verilen adrenalin kan basincin1 ve kalp atis
hizin1 artirir, akcigerin hava  gecis yollarmi genisletir. Biitiin bu etkiler hayvani
savasmaya ya da kagmaya hazirlar. Noradrenalin de kan basincini artirir ve diirtii

lerin bir sinir ucundan digerine gegcmesinde gorev {istlenir. Dopamin ve Serotonin
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beyindeki 6nemli sinir ileticileridir. Beyinde dopamin diizeyindeki anormallikler
Parkinson hastaligi dahil, pek cok psikolojik hastaliga neden olur. Dopamin
hareketlerin, motivasyonun, duygularin kontroliinde ve diizenlenmesinde baslica
rol oynar. Serotonin ilging bir bilesiktir. Mental  olaylarda oldukg¢a 6nemli bir
rolii oldugu , zihinsel aktiviteleri artirdig1 sanilmaktadir. Sizefroni gibi zihinsel

bozukluklarin serotonin metabolizmasi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir.

Amfetaminin (giiclii bir uyaric1) ve Meskalin (bir halusinojen ) yapilari
Serotonin, Adrenalin ve Noradrenalinin yapilarina benzer. Hepsi de 2-feniletilamin
tiirevidir (verilen yapisina bakiniz). (Serotoninde azot atomu bes liyeli bir halkada
benzen halkasina baglidir). Bu bilesiklerin yap1 benzerlikleri, fizyolojik ve
psikolojik etkilerini de belirlemelidir. Ciinkii 2-feniletilamin tiirevlerinin pek ¢ogu
benzer ozellikler gosterir. Ornegin  N-metilamfetamin ve LSD (Liserjik Asitin
Dietilamiti) bunlardan yalmizca ikisidir. Iki giiclii analijezik olan Morfin ve Kodein
de yapilarinda birer 2-feniletilamin sistemi tasirlar (Morfin ve Kodein alkaloit tipi

bilesiklere birer 6rnektir).

1.4.2. Vitaminlar ve Antihistaminler

Aminlerin bir ¢ogu vitamindir. Bunlardan bazilar1  Nikotinik asit ve
Nikotinamit, Piridoksin( Bs Vitamini) ve Tiamin kloriirdiir. Nikotin tiitinde bulunan
zehirli bir alkaloittir ve sigara aligkanligin1 yapan bilesiktir. Bagska bir zehirli amin
olan Histamin viicudun biitiin dokularinda proteinlere baglanmis olarak bulunur.
Histaminin serbest kalmasi allerjik tepkimelere ve soguk alginligina neden olur.
Klorfeniramin bir ‘‘antihistamindir’” ve soguk alginliginin tedavisinde ilag bileseni

olarak kullanilir (Sekil 1.15.).
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CH,

CH,0H }H}‘/C}I,CHQOH
HO ol

O™ o oty o
H, ™ N° NH, N CH; N

HC N
Piridoksin Tiyamin klorir Nikotin Niketinik asit
(B, vitamini) (B, vitamini) {niasin)

cl

@ ' NHCH,
N»\H‘S
CHCHCHN(CH), ¢ O =N

CH,CH,NH, .
= - o
N\\\/ N— H S |

Histamin Klorfeniramin Klordiazepoksit
(Librium)

Sekil 1.15. Vitaminlar ve Antihistaminler

1.4.3. Teskin ediciler

Klordiazepoksit yedili bir halka igeren ilging bir bilesiktir ve en c¢ok
kullanilan yatistiricilardan biridir. (Klordiazepoksik N-oksit halinde pozitif bir azot

atomu da tasir.)

Sinir ileticileri: Sinir hiicreleri diger sinir hiicreleri ile sinaps denen baglanti
yerlerine veya yariklara sahiptirler. Sinir diirtiileri bu baglanti yerlerinde
(sinapslarda) sinir ileticileri denen kimyasal bilesikler tarafindan tasmnirlar.
Asetilkolin cholinergic synapses denilen yerde dnemli bir sinir ileticisidir. Bu bilesik
bir kuaterner amonyum grubu tasir. Kii¢liik molekiillii ve iyonik yapida oldugunda,
suda ¢ok ¢oziiniir ve kolay difiizlenir. Bu 6zellikleri onun sinir ileticisi olmasina
yardimeidir. Asetilkolin molekiilleri, sinapslardan onceki bolgedeki zar tarafindan,
yaklagik 104 molekiillii paketler halinde néronlara verilirler. Bu molekiil paketi, iki

sinir arasinda, bir sinir hiicresinden digerine difiizlenir (Sekil 1.16.).
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0]

asetilkolinesteraz

|
CH3;COCH,CH,N(CH3); + Hy0 = > CH;CO,H + HOCH,N(CH);

Asetilkolin Kolin

Sekil 1.16. Asetilkolin Esteraz Enzimi

Elektriksel iletimi tetikleyen sinir diirtiilerini sinapslar iizerinden tasiyan
asetilkolin molekiilleri, arkadan gelen diirtiinlin ulagmasina firsat tanimak amaciyla
birka¢ milisaniye i¢inde (koline) hidroliz olmalidir. Bu hidroliz asetilkolin esteraz

denen ¢ok etkin bir enzim tarafindan katalizlenir.

Kaslarin sinaps sonrasi zarlari iizerinde bulunan asetilkolin alicilart bazi

oliimctiil sinir zehirleyicilerin hedefi durumundadir (Solomons ve Fryhle, 2000)
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2. ONCEKI CALISMALAR

Tipatip ayn1 olmamakla beraber kromatografik ayirmalara literatiirde

rastlamaktadir.

Yamagishi ve arkadagslar1 Clay kolon kromatografisi yoluyla dolgu maddesi
olarak trifenil rutenyum A-[Ru(phen);]*" ve A-[Ru(bpy)g]2+ laponit kolon kullanarak

1,1°-binaftol enantiomerlerini ayirmay1 saglamislardir (Yamagishi ve ark., 1996).

Nimura ve arkadaslar1 sivi kromatografisi yoluyla kiral reaktif olarak o-
ftalaldehit-N-asetil-L-sistein kullanarak amino asit enantiomerlerinin rezoliisyonunu
saglayarak yaygin protein amino asitlerinin enantiomerlerinin analizinde preperatif

acidan uygulanabilir bir seviyeye ulagsmiglardir (Nimura ve ark., 1996).

Natalini ve arkadaslar kiral selektor olarak N,N-dimetil-(S)—fenilalaninin
kullanarak 1-aminoindan-1,5-dikarboksilik asitin rezoliisyonunu yari-preperatif

acidan basariyla gerceklestirmislerdir (Natalini ve ark., 1996).

Kubota ve arkadaslar seliiloz ve amiloza ligant olarak siklokarboksilik
asitler baglayarak olusturduklari ester tiirevleriyle bazi optikce aktif troger

bazlarinin enantiomerlerine ayrilmasini saglamiglardir (Kubota ve ark., 2004).

Natalini ve arkadaglar ligand degisim kromatografisi yoluyla literatiirde ilk
kez kiral selektor olarak o-benzil-(S)-serin kullanarak degisik pH’larda dogal ve
yapay aminoasitlerin rezoliisyonunu yiiksek verimle gerceklestirmislerdir (Natalini

ve ark., 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan arag ve gerecler

e (Cam malzeme olarak; cesitli ebatlarda balon, geri sogutucu, damlatma hunisi,
ayirma hunisi, huni, erlenmayer, beher, biiret, kilcal boru.

e Manyetik ve mekanik karistiric.

e Sicaklik 6l¢iimleri i¢in termometre.

e [sitma i¢in; su banyosu ve yag banyosu.

e Otomatik pipet ve pipet uclari.

e UV spektroskopisi i¢in Quartz Kiivet.

3.1.2. Kullanmilan kimyasallar

Calismada; Sigma-Fluka ve Merck firmalarinca ticari olarak satilan:

e p-nitrobenzoil kloriir, D-aspartik asit, L-aspartik asit, R(-)-2-amino-1-biitanol,
S(+)-2-amino-1-biitanol, L-tirozin, sodyum hidroksit, hidroklorik asit,
stilfiirik asit, L-glutamik asit, Pd/C, hidrazin hidrat ve (+)-B-metilfeniletilamin
kullanildi.

e (oziicli olarak aseton, etanol, metanol, metilen kloriir, kloroform, petrol
eteri, dietileter ve diger organik ¢oziiciiler kullanildi.

e Ayrica 'H-NMR ve *C-NMR spektrumlart i¢in ¢6ziicii olarak DMSO —ds ve
CDCl; kullanildi.

e Kolon dolgu maddesi olarak aktive edilmis edilmis Sepharose-4B ve
ayrilmanin enantiyomerik veriminin tayininde HPLC yiriitiicii fazi i¢in

HC104 kullanilds.
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3.1.3. Kullanilan cihazlar

e Peristaltik pompa (Watson Marlow 323)

e Magnetik karistirici (Heidolph 1011)

e Evaporator (Heidolph 4001)

o pH-metre (WTW pH 526)

e UV-spektrofotometresi A-35 (Perkin Elmer)

e 400 MHz 'H-NMR spektrometresi (Bruker AC model)

¢ Infrared spektrofotometresi (Mattson 1000 FT)

e Agilent 1100 MSD Kkiitle spektrometresi

e HPLC cihaz1 ve Kiral UV dedektorii (Bio-Der )

e Rezoliisyonda kolon olarak 1x20 em (IDXL) Luer-Lock ceketsiz cam
kolon kullanildi.

e HPLC kolon olarak (+) Crownpak CD-11 kiral kolon kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asit sentezi

0.73 gr L-glutamik asit 15 ml 1 N NaOH’de ¢o6ziildii. Bu ¢ozeltiye 1.5 gr
sodyum asetat ve 0.93 gr p-nitrobenzoilkloriir eklendi. Cozeltinin rengi visne
rengini aldi. Cozelti 5 dakika kadar karistirildi. Bu islemden sonra ¢dziinmeyen
p-nitrobenzoilkloriir  siizge¢ kagidiyla ayrildi. Cozelti tizerine 3 N HCI ¢ozeltisi
damla damla ilave edildi. Asit ilavesiyle beyaz bir ¢cokelek olustu. Cozeltinin pH’1
kontrol edildi. Renk kirmiziy1 gosterinceye kadar asit eklendi. Bu durumda beyaz
cokelek dibe ¢oktii. Cokelegin iyice olgunlagmasi i¢in yeterince beklenildi. Olusan
beyaz ¢okelek tromptan 3 - 4 kere berrak bir ¢ozelti elde edilene kadar siiziildii.
Katidan ayrilan siiziintii bir behere alinip kristallenmeye birakildi. 15 dakika i¢inde

beherde beyaz renkli bir ¢okelek olusmaya basladi. Olusan ¢okelek tromptan siiziiliip

kurutuldu. Erime noktast: 192 °C; Verim: % 64 ; Renk: beyaz renkli ve lifimsi;

[« ];0 =-15.7 (C= 0.6, etanol); (Chandra ve Kumar, 2004)

26



3. MATERYAL ve YONTEM Resit CAKMAK

. COOH COOH 0 o
— | / NF2 1) 1 M NaOH =NH—Cc 0 No,
ON— ,—C—Cl [ w @3MHC oy =
A ) - HCl )
COOH COOH

Sekil 3.1. N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asit sentezi

3.2.2. N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asit sentezi

0.8 g N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asit icinde 60 ml etanol bulunan 250 ml
ve iki boyunlu bir balonda ¢6ziildii. Daha sonra 0.05 g palladiyum karbon eklendi.

Cozelti su banyosunda geri sogutucu altinda 20 dakika kadar isitilarak karistirildi.10

ml hidrazinhidrat yavas yavas damlatildi. Damlatmadan sonra sicaklik 80 °C’de

sabit tutularak yaklasik 2.5 saat geri sogutucu altinda kaynatildi. Karigim = stiziiliip

evapore edildi. Renk: sar1 renkli yagimsi sivi; Verim: % 78; [a];oz 9.8 (C= 0.8,
etanol).
g HoO
...... .uNH—C~<@>—NO2 Pd /C—|—H2N—NH2= ...---'NH—Q~@»NH2
1, NCOOH i Scoon
A’/Hz éHz
OOH éOOH

Sekil 3.2. N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asit sentezi

3.2.3. (S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoik asit metil esterinin sentezi

10.0 g 2-amino-3-(4-hidroksifenil) propanoik asit 40 ml mutlak metanolde
¢oziildii ve karisima 8 ml derisik siilfiirik asit eklendi. Olusan sar1 ¢ozelti 2 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi. 0 °C’ye kadar sogutuldu ve derisik amonyak ¢ozeltisiyle

notralize edildi. Daha sonra ¢oken {irlin siiziildii ve soguk suyla yikandi. Sulu
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etanolde kristallendirildi. Sentezlenen yapinin spektroskopik verileri literatiirle

uyumludur. Erime noktas1:162 °C; Verim: % 42; (Furniss ve ark., 1989)

H H,
/COOH C’C /COOCHs
oot o oo
NH, 30, NH,

2 saat geri sogutma

Sekil 3.3. (S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoik asit metil esterinin sentezi

3.2.4. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-aspartik asit

Esdeger miktarda (S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil) propanoik asit metil esteri
(10 mmol) ve aspartik asit (10 mmol) ayr1 beherlerde 20 ml etanol i¢inde oda
sicakliginda ¢oziildi. Esterin bulundugu behere aspartik asit c¢ozeltisi 2 dakika
icerisinde damla damla ilave edildi. Olusan beyaz ¢okelek trompta siiziildii ve

metanol-su karisiminda kristallendirildi. Cozelti siiziiliip kristaller kurutuldu.
Erime noktasi: 128 °C; Renk:beyaz ; [0(];02 +3.0; (C= 0:5, 1.10° M HCIOj i¢inde);

(Zilkha ve Liwschitz, 1957).

H _/€o0CH, COCH
CH27C + /NHZ Oda sicakligi
"H 5/10 dakika
NH }farmtlrma
2 S00H CH50H
OH OH

Sekil 3.4. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-Aspartik asit sentezi

3.2.5. No-Boc-Ne-2-kloro benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil ester sentezi

3.15 g Noa-Boc-Neg-2-klorobenziloksikarbonil-L-lizin ve 1.35 g p-nitrofenol
40 ml etilasetat i¢inde ¢oziildii. Bunun iizeriine 0°C’de 1.9 g disiklohekzilkarbodiimit

(DCC) ilave edildi. 5 saat sonra olusan disiklohekziliire tromptan siiziildi ve
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etilasetat evapore edildi. Evaporasyondan sonra kalan madde metilen kloriirde
¢oziildii. 0 °C de 0.5 M potasyum karbonat ¢ozeltisiyle ekstrakte edildi. Organik faz
HCI ve suyla yikanarak sodyum siilfat izerinden kurutuldu. Coziicii evapore edildi
ve geride kalan kati madde etanol-su karistmindan kristallendirildi. Esterin

karekteristik verileri literatiirle uyum ig¢indedir. Erime noktasi: 92 °C; Renk: beyaz;

Verim: 5.5 g (% 90); [a];oz -22.7 (C= 2, etanol); (Europian Patent, Patent Number:

EP0288278).
NO,
COOH
H Dce
NH-CBenzoxy ~ NBOC saat o=C
NH-BOC

NH-C-Benzoxy

Sekil 3.5. Na-Boc-Ne-2-kloro benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil ester sentezi

3.2.6. L-lizinin p-nitrofenil esteri sentezi

1.82 g (3,4 mmol)Na-Boc-Ne-2-klorobenziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil
esteri oda sicakliginda 10 ml metilen kloriir igerisinde ¢oziildii. Azot atmosferi
altinda 10 ml metilen kloriirde ¢oziilmiis 5 ml TFA (Trifloro asetik asit) 30 dakika
icerinde yavas yavas ilave edildi. Daha sonra balon muhtevasi 30 ml metilen klortirle
seyreltildi. 0.5 N NaOH ile ekstrakte edildi ve sulu fazin pH’s1 10 civarina getirildi.
Organik faz ayrildi . Susuz Na;SO; lizerinden kurutularak evapore edildi. Madde

mutlak etanolde kristallendirildi. Erime noktasi: 208-210 °C; Renk: agik sar1; Verim:

0.8 g (%60); [0{]?)0= -29.0 (C =0.4, etanol); (Curini ve ark., 2002).

NO,
NO,
o
¥ 0-c
| =
0=C MH
. H F,CCOOH /[ CH,CI, H,N NH
—_—_— 2
NH-C-Benzoxy NH-BOC N, atmosfer

30 dakika

Sekil 3.6. L-lizinin -p-nitrofenil esterinin sentezi
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3.3. Kiral Kolon Hazirlanmasi ve Enantiyomerik Verimin Belirlenmesi

3.3.1. Kiral kolon hazirlanmast

Affinite kromatografisinde sabit faz dolgu maddesi hazirlanirken; aktive
edilmis Sepharose 4B’ye aromatik gruba sahip tirozin yan kol olarak baglanmakta ve
tirozine enzim inhibitorii olarak bilinen bazi diazonyum tuzlar1 kenetlenerek spesifik
bir uzatma koluna sahip dolgu maddesi elde edilmektedir (Arslan ve ark., 1996). Bu
metottan hareketle Pirkle-tip kolon dolgu maddesi hazirlanirken, affinite
kromatografisinin sabit fazini olusturan dolgu maddesinin ligantlart iizerinde
degisiklikler yaparak yeni bir sabit faz olusturulmasi1 uygun goriildii ve kiral amino
asitlerin aromatik amin tiirevlerinin hazirlanip tirozine diazonyum tuzlar1 halinde

kenetlenerek enantiyomerik ayirmada ligant olarak kullanmasi tasarlandi.

Bu amagla; 5.0 g aktiflestirilmis Sepharose-4B kolon dolgu maddesi saf suyla
sigirildi. Daha sonra nuge erleni kullanilarak sirayla saf su ve 0.2 M pH 10
bikarbonat tamponu ile birka¢ kez yikandi. Dolgu maddesi bir behere alindi ve bir

magnetik karistiric1 iizerinde 20 ml suda ¢oziilmiis 80 mg L-tirozin ¢ozeltisi yavas

yavas ilave edildi. 2 saat buzdolabinda (4 ©C) magnetik karistirici iizerinde
karistirildi. Daha sonra 16 saat karistirilmadan buzdolabinda bekletildi.
Buzdolabindan alinan dolgu maddesi nuge erleni ile 0.2 M pH 8.8 bikarbonat

tamponu ile birka¢ kez yikandi ve 40 ml tampon iginde bir behere alindu.

50 mg N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asit, 1 M 10 ml HCI’de sogutularak
¢oziildi. Bu karigima 5 ml suda ¢6ziilmiis 100 mg NaNO, ¢dzeltisi 0 OC ‘ta yavas

yavas ilave edildi. Daha sonra bu karisim yukarida anlatilan dolgu maddesine (40 ml
tampon ic¢indeki) magnetik karistirici lizerinde ilave edildi. pH 9.5’a getirildi (1 N
NaOH ilave ederek). 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Nuge erleninde suyla
yikandi ve 50 ml 0.2 M fosfat tamponuna alind1 (pH 6). Kolona 15-20 ml fosfat
tamponu koyuldu ve pipetle yukarida hazirlanan dolgu maddesi ¢6zeltisi yavas yavas

ilave edildi. Daha sonra peristaltik pompaya baglanarak 50-60 ml fosfat tamponu
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(0.2 M pH 6) kolondan gecirilerek kolon dengeye getirildi. Bu sekilde kolon

hazirlanmis oldu.

Kolonun hazirlanig1 Sekil 3.8 de gosterilmistir:

I ‘
H

OH
Sepharose-4B-L-Tirozin

Sepharose-4B(reaktif)

COOH

COOH

N,CI

? COOCH

I
(FchH—c‘:— CHZQ OH
H

N
. O

\

N
f
NH

g

COOH COOH

Sepharose-4B-L-tirozin-glutamik asit tiirevi
Sekil 3.7. Kiral kolonunun hazirlanigi
3.3.2. Rasemik karistmin kolona tatbik edilmesi

Rasemik 100 pL B-metilfeniletilamin bilesigi 10 ml fosfat tamponunda (0.2 M
ve pH 6) ¢oziildii ve kolona tatbik edildi. Yiiriitiicli faz (0.2 M pH 6 fosfat tamponu)
ile rasemik karigimin eliie edilmesi saglandi. Eliatin akis hiz1 peristaltik pompa ile
ayarlandi (Devir sayist: 5 rpm). Kolondan alinan eliiatlar her tiip 3 ml olacak sekilde

toplam on tiipe alindi. Tiiplere alinan eliiatlarin absorbanslar1 UV-spektrofotometresi
ile A= 256 nm’de okundu ve herbir pH degeri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere 3. 4. 5. ve 6.

tiiplerde bilesigin geldigi belirlendi. Bu tiiplerdeki karisimin pH’st yaklasik 14
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civarina getirildi ve sonra eter ile ekstraksiyon yapilarak nétral aminin eter fazina
alinmasi saglandi. Eter evapore edildi ve tizerine 2 ml HCIO4 (pH 1.5) ilave edildi.
Bu sekilde numune HPLC ile enantiyomerik fazlalik (e.e.) derecesinin belirlenmesi

icin hazir hale geldi.

3.3.3. HPLC ile Enantiyomerik verimin belirlenmesi

Yukarida (3.3.2.’de) anlatildig1 gibi elde edilen numune 10 kat seyreltilerek
HPLC cihazinin numune haznesine enjekte edildi. Yiiriitiicli faz olarak HCIO4 (pH
1.5) ¢ozeltisi kullanild1 (Akis hizi 1.0 ml/dk ve Kolon basinct 100 bar). Bu ¢alismada
UV-dedektorii ve Crownpak CD-11 kiral kolon kullanildi. Asagida belirtilen ve
ekler boliimiinde de kromatogramlar1 verilen sekillerde de goriildiigii gibi 6nce (S)-

enantiyomer sonra (R)-enantiyomer kolondan ayrildi.

100 pL p-metilfeniletilamin ile yapilan rezoliisyon c¢ahismalarina ait

kromatogram sonuclari:

e pH 5 tamponu : besinci tiip i¢in Ek Sekil 5.1., altinci tiip i¢in Ek Sekil 5.2.

e pH 6 tamponu : dordiinci tiip i¢cin Ek Sekil 5.3., besinci tiip i¢in Ek Sekil
5.4. ve altinct tiip icin Ek Sekil 5.5.

e pH 7 tamponu: igiinci tlip i¢cin Ek Sekil 5.6., dérdiincii tiip icin Ek Sekil
5.7., besinci tiip i¢cin Ek Sekil 5.8.

e pH 8 tamponu: iiciincii tlip i¢cin Ek Sekil 5.9., dérdiincii tiip icin Ek Sekil
5.10., besinci tiip icin Ek Sekil 5.11., altinct tiip icin Ek Sekil 5.12.° de

verilmistir.

Daha sonra optimum akis hizi 1.0 ml/dk ve optimum pH 6 olarak belirlendi
ve ayrilmanin en 1yi oldugu bu pH’da hazirlanan kolona daha az numune ytiklenerek
(50 pL) rezoliisyon ¢alismalart tekrarlandi. UV de ayn1 dalga boyunda okunarak 6.
7. 8. ve 9. tiiplerde madde oldugu belirlendi ve bu tliplerdeki numuneler kiral UV
dedektorde ayni kiral kolon kullanilarak ve ayni dalga boyunda okunarak rezoliisyon

verimi hesaplandi.
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50 pL pB-metilfeniletilamin ile yapilan rezoliisyon calismalarma ait

kromatogram sonuclari:
e pH 6 tamponu: besinci tiip i¢in Ek Sekil 5.13., altinci tiip icin Ek Sekil

5.14., yedinci tlip icin Ek Sekil 5.15., sekizinci tiip i¢in Ek Sekil 5.16.,
dokuzuncu tiip i¢in Ek Sekil 5.17.”de verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Sentezlenen Bilesiklerin Yapilarinin Spektroskopik Yontemlerle
Aydinlatilmasi

Sentezlenen bilesiklerin  yapist incelendiginde bilesiklerin  tiimiiniin
spektroskopik verilerinin 6nerilen yapilarla uyum i¢inde oldugu bulundu. Sci Finder
Scholar programiyla yapilan taramada yalmzca N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik
asidin yeni oldugu digerlerinin ise daha oOnce sentezlendigi anlasildi. N-p-
aminobenzoil-(S)-glutamik asidin diazolanmasiyla tirozine kenetlenmesi sonucu
hazirlanan  kiral kolon dolgu maddesi de yenidir. Daha sonra rezoliisyon
calismalarinda kullanilmasi diisiiniilen N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-
(S)-aspartik asit ve L-lizinin p-nitrofenil esterinin Sepharose-4B’ye baglanmasiyla
olusacak kiral kolon dolgu maddeleri de yeni olacaktir. Ayrica Na-Boc-Ne-2-
klorobenziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil esteri Pd/C katalizorliigiinde
hidrojenasyonla  p-aminofenil esterine doniistiiriilmiis ve diazolanarak aktive
edilmis Sepharose -4B’ye baglanmistir. Bu yeni hazirlanan kolonla da (+ )-Glutamik
asidin rezoliisyon calismalari siirdiirtilmektedir. N-[(S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil)propanoil]-(S)-aspartik asidin de hem uzatma kolu hem de ligant olarak

aktive edilmis Sepharose -4B’ye direk baglanmas1 diislintilmektedir.

4.1.1. "H NMR spektrumlar

N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asidin 'H NMR spektrumu incelendiginde
aromatik bolgede 2 farkli protondan dolayr 8.12 ve 8.33 ppm’de iki farkli dubletin
gozlenmesi ve 9.02 ppm’de bir proton degerinde amit N-H’ina ait bir sinyal
gbzlenmesi p-nitrobenzoil grubunun glutamik asitle amin olusturdugunun
gostergesidir  (Ek  Sekil 1.1.). N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asidin N-p-
nitrobenzoil-(S)-glutamik asitten farki nitro grubunun aromatik amine

dontstiiriilmesidir. Bu tepkimenin de basarili bir sekilde yiiriidiigii ve N-p-
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aminobenzoil-(S)-glutamik asidin sentezlendigi hem e.n. dlciimiinden hem de 'H
NMR’da benzen halkasina ait protonlarin kimyasal kayma degerlerinin elektron
verici amino grubunun yapiya girmesiyle yukar1 alana kaymasindan anlagilmaktadir
(Ek Sekil 1.2.). (S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil) propanoik asit metil esteri literatiirde
bilinen bir bilesik oldugundan yap1 aydinlatilmasina gidilmedi. N-[(S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil)propanoil]-(S)-aspartik asit bilesigi L-tirozinin bir amit tiirevi olup
sentezinin basarili oldugu 'H NMR’da aromatik protonlarin integrasyon degerlerinin
alifatik protonlarinkine oranindan anlasilmaktadir (Ek Sekill.3.). Na-Boc-Ng-2-kloro
benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil ~esterinin yapis1 incelendiginde yapinin
spektroskopik verilerle uyum icinde oldugu ve literatiirde benzer yapilar
incelendiginde yakin sonuglarla karsilagildigi goriilmektedir (Martin ve ark., 1959).
'H NMR spektrumuna bakildiginda Boc-L-lizinin yapisinda aromatik protonlarin
oldugu goz oniine alinirsa sentezin gerceklestigi hem aromatik protonlara ait sinyal
sayisinin artmasindan anlasiimaktadir. Ayrica "H NMR da integrasyon degerlerinin
aromatik protonlar/alifatik protonlar oran1 =7.62/19.37 olarak gozlenirken, yapidaki
protonlar sayildiginda bu degerin 7/20 oldugu goriilmektedir. Bu durum yine
sentezin olumlu yonde gergeklestiginin gostergesidir (Ek Sekil 1.4.). Na-Boc-Neg-2-
kloro  benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil ~ esterinden = Boc  gruplarinin
uzaklastirilmasiyla elde edilen L- Lizinin p-nitrofenil esteri bilesiginde ise aromatik
gruplara ait sinyal sayisinin azaldigi '"H NMR spektrumundan gézlenmektedir. 'H
NMR spektrumunda aromatik bolgede 6.68 ppm ve 6.95 ppm’de gozlenen iki farkl
dublet yine nitro grubu tasiyan benzen halkasinin  kaldiginin @ ve
2-klorobenziloksikarbonil grubunun uzaklastiginin gostergesidir ( Ek Sekil 1.5.).
Cizelge 4 .1."de sentezlenen bilesiklerin 'H NMR(8ppm) kimyasal kayma degerleri

verilmigtir.
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izelge 4.1. Sentezlenen bilesiklerin ppm) kimyasal kayma degerleri
Cizelge 4.1. S 1 bilesiklerin "H NMR(3ppm) ki 1k degerleri

Bilegigin ismi, kapali formuli ve
ona ait Ekler boélimindeki
spektrumun yeri

'"H NMR(5ppm)

N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asit
C12H12N207
Ek Sekil 1.1.

1.93-2.16 (m, 2H), 2.36-2.50 (m, 2H), 4.40-
4.46(m, 1H),8.12 (d, 2H), 8.33 (d, 2H), 9.02
(d, 1H), 12.35 (b.s, 2H)

N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asit
C12H14N20s
Ek Sekil 1.2.

1,85 (d, 2H), 1.95-2.08 (m, 2H), 4.11 (m,
1H),6.55 (d, 2H), 7.55 (d, 2H), 7.87 (d,2H).
Karboksilik asit protonlari ve amit N-H
protonu gézlenemedi.

(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)
propanoik asit metil esteri
C1OH13N03

Sentezlenen yapinin spektroskopik verileri
literatlrle uyumludur.

N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)
propanoil]-(S)-aspartik asit
C13H16N20O.1/2(H,0)

Ek Sekil 1.3.

2.50 (m, 2H), 2.77 (m, 2H), 3.58 (bs, 1H),
5.65 (bs, 4H), 6.68 (d, 2H), 6.95 (d,2H).
Amit NH protonu ve karbosilik asit
protonlari gbzlenemedi.

Na-Boc-Ng-2-kloro
benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil
esteri
C25H30N308C|
Ek Sekil 1.4.

1.37-1.45 (m, 15H), 3.03 (bs, 2H), 4.04-
416 (m, 1H), 5.09 (s, 2H),7.36-7.57 (m,
8H), 8.31 (d, 1H). Diamite ait NH
protonlarindan biri gézlenmedi

L-lizin-p-nitrofenil esteri
C12H17N304
Ek Sekil 1.5.

1,21-1,62 (m, 8H), 2.95-3.02 (bs, 2H), 4,22-
4,38 (m, 1H), 5.07(s, 2H), 6.91(d, 2H),
7.35(d,2H)

4.1.2. *C NMR spektrumlari

Resit CAKMAK

N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asidin '*C NMR spektrumunda hem amit
karbonilinin karbon atomuna ait 165.5 ppm’de bir sinyal hem de karboksil
karbonlarma ait 173.5 ppm ve 174.2 ppm’de iki farkli sinyalin gézlenmesi Onerilen
yapty1 dogrulamaktadir (Ek Sekil 2.1.). N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asidin *C
NMR spektrumu yapiyla uyum igindedir (Ek Sekil 2.2.). (S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil) propanoik asit metil esteri literatiirde bilinen bir bilesik oldugundan
yap1 aydinlatilmasina gidilmemistir. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil) propanoil]-
(S)-aspartik asit bilesigi *C NMR spektrumunda hem 160 ppm civarinda ¢ikan amit
karboniline ait bir pik hem de 172.6 ve 174.7 ppm’deki karboksil karbonlarina ait 2
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ayr1 pik, yapinmn onerilen sekilde oldugunu dogrulamaktadir. *C NMR da hem
alifatik hem de aromatik karbonlara ait pikler bulunmasi ve bilesigin karbon sayisina
karsilik gelmesi de benzen halkasinin aspartik asite amit grubu {izerinden
baglandiginin gostergesidir (Ek Sekil 2.3.). Na-Boc-Ne-2-klorobenziloksikar- bonil-
L-lizin-p-nitrofenil esterinin °C NMR spektrumundaki 171.5 ppm’de ester
karboniline ait bir sinyal gozlenmistir(Ek Sekil 2.4.). L-lizinin p-nitro fenil
bilesiginin °C NMR da aromatik protonlara ait dort pik gozlenmesi ( No-Boc-Ne-2-
klorobenziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil bilesiginde dokuz pik gozlenirken)
yapida sadece nitro grubu tasiyan ve ester grubu lizerinden baglanan aromatik
halkanin kaldigim1 diger benzen halkasinin ve Boc- grubunun uzaklastigini

gostermektedir (Ek Sekil 2.5.). Cizelge 4.2.’de sentezlenen bilesiklerin BC NMR

(0ppm) kimyasal kayma degerleri verilmistir.

Cizelge 4.2. Sentezlenen bilesiklerin *C NMR(8ppm) kimyasal kayma degerleri

Bilesigin ismi, kapali formilii ve
ona ait Ekler bolimiindeki
spektrumun yeri

3C- NMR(5ppm)

N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asit
C12H12N207
Ek Sekil 2.1.

26.2, 30.8, 52.6, 123.9, 129.4, 139.9, 149.6,
165.5,173.4,174.2

N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asit
C12H14N205
Ek Sekil 2.2.

204, 343, 551, 113.2, 121.8,
151.9, 166.2, 177.0, 179.2

128.9,

(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)
propanoik asit metil esteri
C1OH13NO3

Sentezlenen yapinin spektroskopik verileri
literatlrle uyumludur.

N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)
propanoil]-(S)-aspartik asit
C13H16N205.1/2(H,0)

Ek Sekil 2.3.

37.2, 50.1, 561.9, 55.8, 115.5, 127.4, 130.6,
156.6,160.0,172.5, 174.6

Na-Boc-Ne-2-klorobenziloksi
karbonil-L-lizin-p-nitrofenil esteri
CstgoNg,OgC'

Ek Sekil 2.4.

24.6, 28.5, 29.3, 32.2, 54.4, 55.3, 63.0, 79.0,
116.2, 123.3, 125.8, 127.7, 129.6, 130.0,
130.1, 132.7, 135.0, 145.5, 155.8, 156.2,
171.5.

L-lizin-p-nitrofenil esteri
C12H17N304
Ek Sekil 2.5.

24.8, 255, 29.7, 33.8, 494, 115.7,126.1,
163.5
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4.1.3. Kiitle ve IR spektrumlar:

N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-aspartik  asit  bilesiginin
kiitle spektrumunda molekiiler iyon piklerinin dnerilen yapimin My degerine karsilik
geldigi goriilmektedir (Ek Sekil 4.1.).

Bilesigin IR spektrumuna bakildiginda 3240 cm™ ve 3350 cm™ de sirasiyla
amit hidrojenine ait orta siddette tekli pik ve primer amin hidrojenlerine ait N-H
gerilme titresimlerinden kaynaklanan ve yine orta siddette ikili pikler ve karboksilli
asit ve amit karbonillerine ait sirasiyla 1742 ve 1693 cm™ de gozlenen C=0 gerilme
titresimlerine ait pikler sentezi diisiiniilen yapiyr dogrulamaktadir. Ayrica hem
alifatik hem de aromatik C-H gerilme titresimlerine ait pikler sirastyla 2940 ve 3111
cm™de gézlenmislerdir. Karboksil gruplarmimn tipik belirgin 6zelligini ortaya koyan
ve O-H gerilme titresimlerinden kaynaklanan 3600 - 2860 cm™ arasindaki oldukca
yayvan pik de bilesigin beklenen yapiya uygunlugunun gostergesidir (Ek Sekil 3.1.).
Na-Boc-Ng-2-kloro  benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil ~ esterinden =~ Boc
gruplarinin uzaklagtirilmasiyla elde edilen L-lizinin p-nitro fenil esterinin IR
spektrumunda 3355 cm™ deki N-H gerilme titresimlerine ait ikili pik primer amin
gruplarindan kaynaklanmakta olup Boc- gruplarinin uzaklastiginin gostergesidir (Ek
Sekil 3.2.). Cizelge 4.3.’de sentezlenen bilesiklerin IR kimyasal kayma degerleri

verilmigtir.

Cizelge 4.3. Sentezlenen bilesiklerin IR kimyasal kayma degerleri

Bilesigin ismi, kapali formuliu ve
ona ait Ekler bolimiindeki | IR (Yem™)

spektrumun yeri

N-[(S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil)propanoil]-(S)-aspartik
asit
C13H16N206.1/2(H,0)

Ek Sekil 3.1.

3355, 3240, 3111, 2933, 1744, 1693, 1650,
1573, 1415, 1346, 1316, 1226, 1102, 822,
721,635

3300-3350, 2980, 2860, 1720, 1650, 1570,

L-lizinin p-nitro fenil esteri 15001450, 1250, 1180, 1050

C12H17N304
Ek Sekil 3.2.
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Cizelge 4. 4.’de sentezlenen bilesiklerin molekiil agirliklari, erime noktalari,

reaksiyon verimleri, sahip olduklari renkler ve ¢evirme agilari verilmistir.

Cizelge 4. 4. Sentezlenen bilesiklerin M.A. (Molekiil agirliklari), E.N. (Erime noktalari), (%)
reaksiyon verimi, renk ve ¢evirme agis1 verilmistir

Bilesigin ismi ve M.A. | En. | Verim Renk
Cevirme agisi: [a ]D g/mol | (°C) (%)
N-p-nitrobenzoil-(S)-
glutamik asit 192 acik sari renkli
[0{ ]30 =-15.7 2% 64 kristal
D
(C= 0.6, etanol)
N-p-aninobenzoil-(S)-
glutamik asit yagimsi sari renkli akiskan
0 _gg 266 i 78 SV
[a ], =%

(C= 0.8, etanol)

(S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil)
Propanoik asit metil esteri

195 162 42 -

N-[(S)-2-amino-3-(4-
hidroksifenil)
propanoil]-(S)-aspartik asit 305 128
[« ]30 =+3.0
D
(C=0.5 1.10°M, HCIO, )

- Beyaz kristal

Na-Boc-Neg-2-kloro
benziloksikarbonil-L-lizin-p-
nitrofenil esteri kirli beyaz kristal
ent 535 | 92 90 y
[ o ]D =-227
(C= 2, etanol)

L-lizin-p-nitrofenil esteri _
@l =20 | o | B o | Askenend
(C=0.4, etanol)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuglar

e Bu calismada sentezlenen bilesiklerden N-p-aminobenzoil-(S)-glutamik asit
diazolanarak aktive edilmis Sepharose-4B kolon dolgu maddesine takili
L-tirozin grubunun aromatik halkasina 0-konumunda kenetlendi.

e Kenetlenmenin basariyla gergeklestigi kolon renginin diazonyum tuzlarinin
tipik rengi olan agik sartya donlismesinden anlagildi.

e Daha sonra biyolojik dneme sahip kiral aminlerden (+)-fB-metilfeniletilamin
alinip bu aminin rezoliisyon ¢aligmalar1 yapildi.

e Degisik pH’larda tampon ¢ozeltiler kullanilarak baslangictaki rasemik kiral
aminin enantiyomerleri kolondan sirasiyla alindi ve numuneler Once
polarimetrede okundu. Fakat ¢ok diisiik derisimlerde c¢alisildigindan
polarimetredeki okumalarin saglikli olmadig1 goriildii. Bu yiizden daha farkl
bir yontem takip edilerek niimuneler 6nce UV’de A= 256 nm’de okunarak
kiral aminin hangi tliplerden geldigi tespit edildi.

e Daha sonra da HPLC’de kiral UV dedektorle Crownpak-CD-11 kiral kolon
kullanilarak A = 200 nm’de okundu ve analiz edildi. Bu islemler sirasinda
ylriitiicli s1v1 faz olarak da HCI1O4 (pH = 1.5) ¢ozeltisi kullanildi.

e Boliim 3.3.2.°de anlatildig1 gibi rasemik amin, hazirlanan kolona farkl
miktarlarda (100 ve 50 uL) olmak iizere iki kez yiiklendi.

e Ilk numunenin (100 pL B-metilfeniletilamin) analizinden elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde kolon kapasitesinin ¢ok iizerinde calisildigi anlasildi ve
daha az miktarda rasemik karistm numunesi kolona yiiklenerek (50 pL)
rezoliisyon ¢aligmalari tekrar edildi.

e Bu ilk rezoliisyon islemi sirasinda elde edilen sonuglardan en uygun pH’da
ayni islemler bu kez 50 pL icin tekrarlandi. Alinan eluatlar 6nce UV

spektrofotometresinde ayni dalga boyunda okunarak hangi tiiplerde kiral
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amine rastlandigi tespit edildi. Daha sonra da bu tiipler uygun islemlerden
gecirildikten sonra kiral dedektore verilerek rezoliisyon verimi bulundu.

Bu islemler sirasinda kiral Crownpak kolon kullanildi.

Rezoliisyonun veriminin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilden faydanilarak

rezollisyon verimi bulundu.

R)-(S)
%ee="___ x 100 (R> S i¢in)
R)+(S)

Bu formiile gére % e.e. yani rezoliisyon verimleri hesaplandiginda, 100 pL
B-metilfeniletilamin’in kullanildig1 ilk rezoliisyon c¢alismasinda en yiiksek
verime pH = 6’da altinc1 tiipte ulasildi (Ek Sekil 5.5.).

Kiral kolondan hangi enantiyomerin 6nce geldigini anlamak icin ise kiral
kolona standart rasemik B-metilfeniletilamin numunesi enjekte edildi. Once
(S) enantiyomer sinyalinin gozlendigi tespit edildi. Bu islem i¢in (S) izomer
(R) izomere oranla  biraz daha fazla almmarak  pik integrasyonlari
karsilastirilip hangisinin 6nce geldigi belirlendi.

Kiral dedektérdeki okumalarda (S) enantiyomerin oran1 (R) enantiomere gore
daha fazla ¢ikt1 ve kolondan dnce (S) enantiyomerin geldigi (41. dakika ve %
alan degeri = 64.97) daha sonrada (R) enantiyomerin geldigi (49. dakika ve %
alan degeri = 31.64) tespit edildi (Ek Sekil 5.5.).

Bu da (R) enantiyomerin kolonda daha fazla alikonuldugunun gostergesidir.
Bu sonuglar  kolanla  bagarili bir rezoliisyon ¢aligmast yapildigini
gostermektedir.

Piklerin alan degerleri formiilde yerlerine konursa,

(64.97-31.64)

%e.e = x 100 =34.49 = % 35 degeri elde edilir. (S>R)

(64.97+31.64)

Daha sonra bu rezoliisyon verimini yiikseltilmesi i¢in optimum sartlar

ayarlanarak ikinci kez yapilan rezoliisyon deneylerinde 50 pL
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B-metilfeniletilamin kullanilarak en yiiksek rezoliisyon verimine yine pH
6’da sekizinci tlipte ulasildi.

e (S) enantiyomerin kolondan ¢ikma siiresi 26. dakika ve pikin % alan degeri
55.83 olarak kaydedildi. (R) enantiyomer i¢in ise bu degerler 33. dakika ve %
alan degeri 20.08 olarak gozlemlendi (Ek Sekil 5.16.). Bu degerler de

yukaridaki formiilde yerine konulursa,

(55.83-20.08)
%e.e. = x 100 = 47.14 = %47 degeri elde edilir. (S>R)
(55.83+20.08)

e Enantiyomerik fazlalik %50’ye yakin bir degerdir.
e Diger sentezlenen bilesiklerle ilgili olarak rezoliisyon c¢aligmalar

surdirilmektedir.

5.2. Oneriler

¢ Bu calismada oldukga giizel bir ayirma verimi elde edildi. Fakat rezoliisyon
sartlarin1 degistirerek (kolon dolgu maddesinin miktarini artirmak yani kolon
boyunu uzatmak veya kolona daha az niimune yiiklemek veya kolonda
sentezledigimiz kenetleme reaktiflerinden yeni birini kullanmak gibi) daha
yiiksek verimle rezoliisyon caligmalar1 yapilabilir.

e Ayrica 50 pL icin 6rnegin pH 6’da 8. tiipteki (Ek Sekil 5.16.) numuneyi
(ayirilmanin en yiiksek oldugu) 2. kez kolona tatbik ederek iki basamakli
rezoliisyonla % 90 e.e. degerine ulagilmasi da miimkiindiir.

e Bundan bagka sentezlenen ligantlarla degisik aldehit ya da ketonlarin
etkilestirilmesiyle yeni orijinal Schiff bazlar1 ve bunlarin metal kompleksleri
hazirlanarak bu komplekslerin asimetrik sentez tepkimelerinde (Nitro aldol
tepkimeleri, Diels-Alder tepkimeleri gibi) kullanimlar1 bagh basina ayri bir

arastirma konusu olarak ¢aligilabilir.
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EK 1. Sentezlenen Bilesiklerin 'H NMR Spektrumlar
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Ek Sekil 1.1. N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asidin DMSO i¢inde alman 'H-NMR spektrumu
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Ek Sekil 1.2. N-p-aminobenzoil-(S)-Glutamik asidin DMSO iginde alman "H-NMR spektrumu
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Ek Sekil 1.3. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-Aspartik asidin DMSO iginde
alman '"H-NMR spektrumu
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Ek Sekil 1.4. Na-Boc-Neg-2-kloro benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil esterinin DMSO i¢inde

alinan 'H-NMR spektrumu
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EK 2. Sentezlenen Bilesiklerin *C NMR Spektrumlar:
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Ek sekil 2.1. N-p-nitrobenzoil-(S)-Glutamik asidin DMSO i¢inde alinan > C-NMR  spektrumu

52



el =l Q 0 ey RN eV

[atamg o ()] oo N [T u
- . ' . I T

(2 A 3 o el ] .
P Rl oy o0 e uy =g
i e v i 1= vl [t} 7
\ / | ] f ! ]

|
| | |

\ \ |

o

W il
zl; o .W.L, , _,L JUJLWW_M,.__.,,___,,_

— T e e e
200 160 160 140 120 160 R0 At 49 28 r

Ek sekil 2.2. N-p-aminobenzoil-(S)-Glutamik asidin DMSO iginde alman '* C-NMR spektrumu
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Ek Sekil 2.3. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-Aspartik asidin DMSO i¢inde alinan
BC-NMR spektrumu

54



4] R o R Wl I I e R ol e o ol WO ol
{ D QM@ o N mmmwmmwmm
™ L Y [T N S

[“4 Jocn oy e e m | €D DAy 1)

P AR W) s e 00 ) ooy !\IL’\J('\H"\J‘(\“(\J‘

L \g\t e
W

o

_______

Ek Sekil 2.4 No-Boc-Ne-2-kloro benziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil esterinin DMSO iginde "“C-
NMR spektrumu

55



o il ™M
\f? lul b= m oonr-
0 I N
o )
o < S masw
i b I
(il dity f s i i i
Sl e IR
i ! ‘
\ r e T e T g T
200 180 160 140 120 100 " 80 60 40 20 0 ppm

Ek Sekil 2.5. L-lizin-p-nitrofenil esterinin DMSO i¢inde alnan *C-NMR spektrumu

56



EK 3. Sentezlenen Bilesiklerin IR Spektrumlari
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Ek Sekil 3.1. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-Aspartik asidin KBr pelet
teknigi ile aliman IR spektrumu
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EK 4. Sentezlenen Bilesiklerin LC/MS Kiitle Spektrumlar:
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Ek Sekil 4.1. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-Aspartik asidin Agilent 1100 MSD
Kiitle spektrometresinde alinan LC/MS kiitle spektrumu
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m/z Abundance m/z Abundance m/z Abundance m/z Abundance m/z Abundance

61.25 0.9 108.20 0.0 149.00 0.1 198.20 0.0 231.85 0.1
62.15 0.4 109.30 0.0 149.25 1 198.85 0.0 232.20 0.0
62.80 0.1 110.20 0.0 150.20 0.0 199.30 0.0 232.80 0.0
63.20 0.1 110.60 0.0 151.00 0.0 199.75 0.4 233.20 0.0
64.20 4.4 111.10 0.1 151.20 0.1 200.00 0.0 233.90 0.0
65.10 0.1 112.10 0.0 152.05 0.0 200.25 0.0 234.75 0.0
66.15 0.3 112.90 0.0 154.85 0.0 200.60 0.0 234.95 0.0
69.40 0.0 113.40 0.0 155.60 0.0 201.00 0.0 235.30 0.1
70.15 0.3 113.70 0.0 155.80 0.1 206.10 0.1 235.80 0.1
71.10 0.9 114,15 0.1 157.00 0.1 206.65 0.0 236.15 0.0
73.00 0.0 114.40 0.0 157.30 0.1 207.20 0.0 237.60 0.1
74.20 3.5 115.30 0.0 157.85 0.0 207.55 0.1 238.20 0.0
74.90 0.1 116.15 1.5 159.05 0.0 208.20 0.0 238.80 0.3
75.20 0.1 117.00 0.2 159,90 0.0 208.80 0.1 239.45 0.0
77.20 0.0 118.10 0.2 160.10 0.0 209.60 0.0 239.80 0.1
79.20 100.0 118.10 0.3 161.80 0.0 210.00 0.0 240.65 0.1
80.20 3.3 120.30 0.0 162.70 0.0 210.40 0.0 241.05 0.0
81.15 5.0 120.75 0.0 163.05 0.2 211.40 0.1 241.20 0.2
82.25 0.1 121.40 0.0 164.40 0.0 211.90 0.0 242.25 0.1
83.10 0.0 121.80 0.0 164.80 0.0 212.60 0.1 243.10 0.0
84.10 0.0 122.70 0.0 165.20 0.1 213.10 0.0 245,00 0.1
84.40 0.0 123.30 0.0 165.80 0.0 213.50 0.0 246.70 0.1
86.40 0.0 123.90 0.0 166.80 0.0 213.70 0.0 247.15 0.1
88.20 4.4 124.25 0.0 167.20 0.0 214,10 0.0 248.20 0.0
89.05 0.1 125,80 0.0 168.60 0.0 214.20 0.0 249.60 0.0
89.30 0.0 127.10 0.0 169.20 0.0 214.70 0.1 248.90 0.1
89,70 0.0 128.00 0.0 170.00 0.0 215.20 0.0 250.15 0.0
90.45 0.2 128.40 0.0 170.60 0.0 215.50 0.0 251.60 0.1
91.15 0.0 129.00 0.0 173.20 0.0 216.00 0.0 252.10 0.0
91.90 0.0 129.60 0.1 176.10 0.0 217.15 0.1 253.40 0.0
92.40 0.0 132.70 0.0 176.90 0.0 218.20 0.1 254.30 0.1
92.95 0.0 134.10 4.6 177.10 0.0 219.25 0.0 255.20 0.0
93.30 0.0 134.85 0.1 177.95 0.0 220.10 0.0 255.90 0.0
94.30 0.0 135.05 0.1 178.90 0.0 220.80 0.0 256.25 0.2
97.20 0.0 136.10 2.6 179.15 1.8 221.20 0.0 256.45 0.1
97.75 0.1 137.15 1.1 180.10 0.2 222.30 0.0 257.00 0.0
98.10 0.4 137.75 0.2 181.30 0.0 222.85 0.1 257.25 0.1
99.30 0.0 138.30 0.1 182.20 0.1 223.95 0.0 257.75 0.0
101.10 5.8 138.70 0.0 184.20 0.0 224.30 0.0 258.00 0.1
101.80 0.0 139.40 0.0 186.30 0.0 224.70 0.0 258.25 0.2
102.15 0.2 141.95 0.0 186.80 0.0 225.25 0.0 258.40 0.1
102.95 0.1 142.20 0.0 187.20 0.0 225.95 0.0 259.00 0.0
103.25 0.2 142.70 0.0 188.70 0.0 228.20 0.0 259.30 0.0
105.00 0.0 143.05 0.0 190.90 0.0 229.20 0.0 260,15 0.0
105.40 0.0 145.20 0.1 192.90 0.0 228.90 0.0 261.30 0.0
105,85 0.1 146.10 0.0 195.25 0.0 230.15 0.1 263.00 0.1
106.25 0.1 147.00 0.1 196.20 1.6 230.65 0.1 263.25 0.1
107.20 0.1 147.25 0.0 197.10 0.2 231.05 0.1 265.20 0.2

Ek Sekil 4.1. N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil)propanoil]-(S)-Aspartik asidin Agilent 1100 MSD
Kiitle spektrometresinde alinan LC/MS kiitle spektrumuna ait sayisal veriler
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EK 5. HPLC Crownpak CD-11 Kiral Kolonu ve UV Dedektor ile Belirnen

% e.e. Degerleri

Asagidaki

kromatogramlara ait

sayisal veriler bazi kromatogramlarda o

kromatogramin altinda verilmis; bazilarinda ise kromatogramin verildigi sayfadan

sonra gelen sayfada ona ait sayisal veriler verilmistir.

oo

Ek Sekil 5.1. 100 uL. B-metilfeniletil amin i¢in pH 5 tamponu, 5. tiipe ait kromatogram (%e.e=21.05)

No Name Type Start(min)

End(min) Retention Height(nV)

% Area Col. Area(mVs)

Plate # Conc (ppn)

1 B L) 1,18 min 1,75 min 1,30 min
2 PP 2 (+) 1,75 min 1,95 min 1,79 min
3PP 3 (+) 29,19 min 33,18 min 30,79 min
4 PP 4 (+) 35,93 min 39,91 min 37,92 nin

Area(nVs)
1,184 16,308 mVs
0,663 4,718 nvs

158,046 16474, 625 mVs
101,411 10743, 562 mUs

61

0,000 nvs 221078,895
0,000 mVs 732542, 706
0,000 mvs  1919,630
0,000 mVs  1906,253



Ek Sekil 5.2. 100 uL. B-metilfeniletil amin i¢in, pH 5 tamponu, 6. tiipe ait kromatogram (%e.e=7.40)

No Name Type Start(min) BEnd(min) Retention Height(nV)  Area(mVs) % Area Col. Area(nVs)  Plate # Conc(ppm)

1Pl (4 L, 19min 1,53 min 1,30 nin 0,467 98,167 m¥s 1,15 0,000 m¥s 579517,466  0,0000
2P 2 (4) 1,68 min 2,10 min 1,82 min 3,618 34,710 mvs 0,068 0,000 Vs 0,000  0,0000
JPP3(4) 31,25 min 34,90 min 32,83 nin 28,950 2677,606 mVs 52,72 0,000 mVs 0,000  0,0000
4 PP 4 (4) 38,56 min 42,54 min 40,44 min 21,588 2308,017 mvs 45,45 0,000 mvs 0,000  0,0000
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Ek Sekil 5.3. 100 uL. B-metilfeniletil amin i¢in pH 6 tamponu, 4. tiipe ait kromatogram
(%e.e=24.04

No Name Type Start(min)

LEP T (¥) 1,20 min
2 PP 2 {4) 1,71 min
3PP 3 (4) 5,09 min
4 PP 4 (+) 29,82 min
5 PP 5 (+) 36,72 min

End(min) Retention Height (aV)

1,52 min 1,31 min
2,07 min 1,83 min
7,64 min 6,26 min
33,80 nin 32,97 min
40,70 min 40,62 min

Area{mVs)

% Area Col. Area(mVs)

4,255
0,771
0,488

34,625 mVs
7,781 mvs
43,250 mvs

30,038 2139, 646 nvs
11,231 -1310,218 nvs

63

0,98
0,22
1,22
60,52
37,06

0,000 aVs 304063,895
0,000 mvs 174317,772

0,000 mvs  3182,279
0,000 mvs 5661, 935
0,000 mvs 83003325

Plate # Conc(ppm)

0,0000
0,0000
0,0000
0, 0000
0, 0000



No Name Type Start(min)

1,19 min
1,70 min
2,47 min
29,80 min
36,54 min

End (min)

1,61 min
1,99 min
6,45 min
33,79 min
40,53 min

5,76 min
31,84 min
39,11 min

5,330 46,555 mVs
1,208 9,138 mVs
6,936 740,833 mVs
63,522 6741,670 nVs
11,642 4643,174 nis

64

0,38
0,08
6,08

55, 34

38,12

0,000 mvs 0,000
0,000 mVs 0,000
0,000 mVs 2086,074
0,000 mVs 4677,484
0,000 mVs 3258,317

0,0000
0,0000
0,0000
0, 0000
0, 0000
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Ek Sekil 5.5. 100 pL B-metilfeniletil amin i¢in pH 6 tamponu, 6. tiipe ait kromatogram
(%oe.e=34.49)

No Name Type Start(min) End(min) Retention Height(mV) Area(nVs) % Area Col, Area(mVs) Plate # Conc(ppm)

1PP1 (4) 5,40 min 5,61 min 5,43 min 1,472 0,907 mvs 0,00 0,000 mVs 0,000  0,0000
2BR 2 (4 5,61 min 5,82 min 5,63 min 1,396 -1,983 mvs 0,01 0,000 nVs 0,000  0,0000
3PP 3 () 5,82 min 6,02 min 6,02 min 1,636  -4,247mvs 0,02 0,000 mVs 234878,111  0,0000
4 PP 4 (#) 6,02 min 6,23 nin 6,02 min 1,849  -7,918 mvs 0,04 0,000 mvs 0,000  0,0000
5 RRAE &) 6,23 min 6,49 min 6,41 min 2,181 -16,805 mvs 0,07 0,000 nvVs 0,000  0,0000
6 PP 6 (4) 6,49 min 6,69 min 6,51 min 2,350 -13,625 mVs 0,06 0,000 nVs 0,000  0,0000
TPRT (#) 6,69 min 6,90 min 6,90 min 2,613 -15,991 mvs (0,07 0,000 nvs 284716,611  0,0000
8 PP B (4) 6,90 min 7,45 min 7,17 min 3,716 99,291 mys 0,44 0,000 nVs 0,000  0,0000
9PPY9 () 7,45 min 9,79 min 7,46 min 3,287 224,272 mvys 1,00 0,000 mvs 0,000 0,0000
10 PP 10 (+) 10,03 min 10,55 min 10,15 min 3,693 34,792 mvs 0,15 0,000 mvs 0,000 0,0000
11 PP 11 (+#) 10,58 min 10,91 min 10,64 min 0,751 7,364 nvs 0,03 0,000 nVs 0,000 0,0000
12 PP 12 (+) 14,08 min 16,22 min 14,30 min 1,020 67,066 mvs 0,30 0,000 nvs 0,000  0,0000
13 PP 13 (+) 37,21 min 38,14 min 37,33 nin 0,257 7,380 mvs 0,03 0,000 mvs 0,000  0,0000
14 PP 14 (+) 40,67 min 41,39 min 41,28 nin 18,405 =262,676 mvs 1,17 0,000 mvs 0,000 0,0000
15 PP 15 (+) 41,39 min 45,37 min 43,33 min 198,211 14626,500 mVs 64,97 0,000 nVs  1665,706  0,0000
16 PP 16 (+) 49,55 min 51,62 min 51,62 min 99,728 -7122,147 mVs 31,64 0,000 mVs 0,000  0,0000
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Ek Sekil 5.6. 100 pL B-metilfeniletil amin i¢in pH 7 tamponu, 3. tiipe ait kromatogram
(%e.e=16.89)

No Name Type Start(min) End(min) Retention Height(mV) Area(nVs) % Area Col, Area{mVs) Plate # Conc{ppm)

LPP1 (#) 1,18 min 1,62 min 1,30 min 1,329 13,599 mvs 0,0
2PP2(+) 1,7l min 1,99 min 1,78 nin 0,623 4,365 mvs 0,0
3PP (+)  503min 5,28 min 5,14 min 0,185 1,388 mvs 0,0
4 PP 4 (+) 29,28 min 33,26 min 30,90 min 152,642 15664,515 m¥s 58,1
5PP5 (+) 36,30 min 40,29 min 38,21 min 102,720 11137,238 mVs 41,5

5 0,000 mvs 96989,169  0,0000
2 0,000 nVs 123299,456 10,0000
1 0,000 nvVs 0,000  0,0000
0 0,000 mvs 986,264  0,0000
2 0,000 mvs 721,763  0,0000

66



Ek Sekil 5.7. 100 pL B-metilfeniletil amin i¢in pH 7 tamponu, 4. tiipe ait kromatogram

(%e.e=20.74)

No Name Type Start(min) End(min) Retention Height(mV) Area(nVs) % Area Col. Area(nmVs

67

1PP1 (4) 1,20 min 1,73 min 1,30 min 1,565 23,826 mvs 0,08
2PP2 (4 1,73 min 2,25 min 1,80 min 1,156 12,642 mvs 0,04
3PP 3 (+) 29,61 min 33,59 min 31,20 min 166,140 17295,640 mVs 60,30
4 PP 4 (4) 36,77 min 40,75 min 38,71 min 107,430 11351,627 nVs 39,58

Plate # Conc(ppm)

0,000 mvs 74289,406
0,000 mVs 170337, 605

0,000 mvs
0,000 mvs

968, 341
765,097

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000



..................................................

Ek Sekil 5.8. 100 pL pB-metilfeniletil amin icin pH 7 tamponu, 5. tiipe ait kromatogram
(%e.e=20.90)

No Name Type Start(min) End(min) Retention Height(mV) Area(mVs) % Area Col. Area(mVs) Plate # Conc(ppm)
) 1,21 min 1,55 min 1,29 min 1827 15,103 mvs 0,06 0,000 mVs §2244,062 0,0000
) 1,55 min 1,75 min 1,75 min 0,613 4,561 mVs 0,02 0,000 mvVs 0,000 0,0000
) 1,75 min 2,01 min 1,82 min 1,513 12,223 mvs 0,05 0,000 mVs 144459,879  0,0000
) 5,03 min 5,33 min 5,14 min 0,167 1,169 mvs 0,00 0,000 mvs 93764477,840 0,0000
)
)
)

12,74 min 12,98 nin 12,76 min 4,313 4,871 nvs 0,02 0,000 mVs 28083657,465  0,0000
30,23 min 34,21 min 31,88 min 153,258 15772,698 nVs 60,37 0,000 mvs 788,480  0,0000
37,68 min 41,66 min 39,68 min 98,573 10317,530 nVs 39,49 0,000 mVs 846,161 0,0000
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Ek Sekil 5.9. 100 pL. B-metilfeniletil amin i¢in pH 8 tamponu, 3. tiipe ait kromatogram
(%e.e=4.48)

1PP1t) 1,20min 1,48 min 1,30 min 0,993 8,284 mvs 0,12 0,000 aVs 526052,142 0,000
2PP2 (4) 30,9 min 34,40 min 32,38 min 44,239 3567,710 nVs 52,18 0,000 Vs 2483,597 10,0000
JPP3(+) 38,28 min 42,27 nin 39,% min 32,248 3261,569 nvs 47,70 0,000 nvs  2457,121 10,0000
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Ek Sekil 5.10. 100 puL B-metilfeniletil amin icin pH 8 tamponu, 4. tiipe ait kromatogram
(%e.e=11.00

No Name Type Start(min) End(min) Retention Height (mV) Area(nVs) % Area Col. Area(nVs) Plate # Conc(ppn)
1 (+) 0,10 min 0,28 nin 0,12 nin 0,089 0,126 mvs 0,00 0,000 nvs 2909285,449 10,0000
2 (+) 1,20 min 1,53 min 1,28 min 0,887 9,394 mvs 0,03 0,000 mvs 102645,197  0,0000
3(4) 1,53 min 1,74 min 1,74 nin 0,571 3,290 mvs 0,01 0,000 mVs 0,000  0,0000
4
5
6

(+) 1,74 min 1,93 min 1,76 min 0,808 5,072 mvs 0,02 0,000 mvs 169493,933  (,0000
(+) 28,50 min 32,48 min 29,80 min 171,597 16888,829 mVs 55,47 0,000 mvs ~ 1002,622  0,0000
(+) 34,95 min 38,93 min 36,42 min 128,749 13540,685 mVs 44,47 0,000 nVs 892,678 0,0000
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Ek Sekil 5.11. 100 pLB-metilfeniletil amin i¢in pH 8 tamponu, 5. tiipeaitkromatogram

No Name Iype Start(min) End(min) Retention Height(aV|

1PP1 (4
2PP2 (+
JERR (4
4 PP 4 (t

(%e.e=16.32)

1,19 min 1,70 min 1,29 nin
1,70 min 1,94 min 1,76 min
28,50 min 32,49 nin 29,61 min
35,18 min 39,16 min 36,78 min

1,068 14,102 mvs
0,664 5,385 nVs
178,296 17765,514 mvVs
121,435 12777,632 nVs

71

Area(mVs) % Area Col. Area(nVs

Plate # Conc(ppm)

0,000 mVs 96947287
0,000 mvs 185160,561
0,000 mvs 957,224
0,000 mvs 891,362

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000



Ek Sekil 5.12. 100 pL B-metilfeniletil amin icin pH 8 tamponu, 6. tiipe ait kromatogram
(%oe.e=5.87)

No Name Type Start(min) End(min) Retention Height(mV)  Area(mVs) % Area Col. Area(mVs)  Plate # Conc(ppm)
1PPL () 1,18min 1,50 min 1,29 min 2,064 19,895 mVs 0,24 0,000 mVs 131899,035  0,0000
2PP2 () 1,51min 1,72 min 1,72 min 0,873 6,616 mvs 0,08 0,000 mVs 0,000  0,0000
3JPP3(4) 1,72min 1,99 min 1,76 min 1,179 9,469 mvs 0,11 0,000 mvs 248371,996  0,0000
4 PP 4 (+) 29,80 min 33,36 min 31,22 min 56,325 4456,350 mvs 52,71 0,000 mvs  2113,318  0,0000
5PP5 (+) 36,83 min 40,81 min 38,47 min 39,767 3961,759 mVs 46,86 0,000 mvs  1156,295 10,0000
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Ek Sekil 5.13. 50 uL. B-metilfeniletil amin i¢gin pH 6 tamponu, 5. tiipe ait kromatogram
(%0e.e=30)
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Ek Sekil 5.14. 50 uL B-metilfeniletil amin i¢cin pH 6 tamponu, 6. tiipe ait kromatogram

Do G0 w1 On N Lo DO
e s v B R~ R~ M= s = s = Mg e
ISR I = B =R~ B ST = R = e = =
- D OO 1 Oy LR e La B

=

39 2P 39
40 pp 40
1 41
214

Type Start(min)

)
t)
t

)

(
(
(
(1

BE 2a B A

(%e.e=33.66)

0,13 min 0,71 min 0,15 min
0,88 min 1,55 min 1,26 min
1,64 min 2,21 min 1,72 min
2,21 min 2,76 min 2,23 min
2,76 min 3,28 min 2,77 nin
3,43 nin 4,08 min 3,47 min
4,16 min 4,65 min 4,18 nin

4,81 min 5,30 min 4,94 min

535 min 5,92 min 5,38 min
B 02 min A 4R min & 09 min

24,46 min 24,95 min 24,51 nin
25,00 nin 25,57 min 25,57 min
25,57 min 29,56 min 27,22 min
33,41 min 37,40 min 34,78 min

End(min) Retention Height (mV)

Area(mVs) % Area Col. Area(nVs

Plate # Conc(ppm)

0,03 . 0,371 mvs 0,00
0,640 5,823 mvs 0,01
0,0 0,235 mVs 0,00
0,03 0,102nvs 0,00
0,03  0,382m¥s 0,00
0,061 -0,538 mwis 0,00
0,03 0,182 mvs 0,00
0,167 1,844 nvs 0,00
0,066 1,117 mvs 0,00
N Nat N 841 mie 0 0N
0,01 0,093 mvs 0,00

11,651 200,000 n¥s 0,46

370,569 29004, 494 s 66,49

163,376 14396,134 nvs 33,00

74

0,000 nVs
0,000 nvs
0,000 mvs
0,000 mVs
0,000 nvs
0,000 nVs
0,000 nvs
0,000 nvs

0,000 mVs
N Non mie

0,000 mvs
0,000 mVs
0,000 uvs
0,000 wvs

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
n nnn

0,000
1234293, 360
0,000
0,000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,000
0, 0000
0,0000

0,0000
0 nnnn

0,000
0, 0000
0,000
0,000



Ek Sekil 5.15. 50 pL B-metilfeniletil amin i¢in pH 6 tamponu, 7. tiipe ait

No Nare Type Start(nin)

4Py el )
12044
43P 45 (1)
14l ()
45 (1)
16 PP 46 (4)

kromatogram(%e.e=44.27)

0,05 min 0,5 min 0,06 min
0,61 min 1,48 min 1,26 min
1,46 nin 2,03 min 1,50 nin
2,03nin 2,51 min 2,04 nin
2,9 min 3,11 nin 2,5 nin
3,1 min 3,60 min 3,16 nin
305 00 4,32 nin 3,78 nin

P min 4 QT min 4 R man

£2,U3 TN 23,99 W0 25,U8 man
25,99 min 26,10 min 26,10 nin
26,10 min 30,08 nin 27,27 nin
33,55 min 3¢,05 nin 3¢,05 nin
34,05 win 38,04 nin 35,02 nin
43,37 min 43,88 nin 43,39 nin

End(nin) Retention Height (V)

9,890
02,065 3
2,112
156,908 1
0,049

75

B3

Area(nVs) % Area Col, Area(nVs)

......................................................................................................

0,357 mis
4,882 mls
2,467 nls
0,603 mis
0,025 mVs
-0,107 nVs
0,203 nis

N A7 mila

-4, 432 nls
=134, 818 nvs
6953, 423 1Vs

-39, 264 1Vs
1272,836 nls

=0, 447 Vs

0,000 nVs
0,000 mVs
0,000 nvs
0,000 mVs
0,000 nvs
0,000 nvs
0,000 nVs

N AN wila

0,000 nVs
0,000 nVs
0,000 mis
0,000 mls
0,000 nvs
0,000 mvs

Plate # Conc (ppn)

0,000
0, 000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

A ANn

0,000
14676, 400
0,000
15407, 707
0,000
0,000

0, 0000
0,0000
0, 0000
0, 0000
0,0000
0, 0000
0, 0000

N AANA

0,0000
(,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0.0000
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Ek Sekil 5.16. 50 puL B-metilfeniletil amin i¢in pH 6 tamponu, 8. tlipe ait kromatogram
(%oe.e=47.09)
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No Name Type Start (nin)

Tnd(nin) Retention Height(aV)

Area(uVs) % Avea Col, Area(aVs)

..........

0,13 min
0,81 min
1,5 nin
2,13 min
2,90 nin
3,43 min
{,08 nin
4,63 nin
5,18 min
5,73 min
497 min

4509
10 29 10 ()

A amed

IV LL TV

R AL

0PN

Aj A3 (4
P (4)

43 DP ) 36

46 2D 46 ()

0,75 min
1,25 min
1,59 min
2,90 min
2,90 min
3,66 nin
{,19 min
4,90 nin
5,61 min
6,05 min
6,30 min

0,81 min
1,58 nin
2,13 min
2,80 min
3,43 min
4,08 min
4,63 min
5,18 min
5,73 nin
6,27 min
f.81 nin

LUJTV WLl G oy kb L) s

23 95 min 24,50 min 2¢, 50 nin

4,50 min 25,00 min 25,00 nin
25,00 nin 28,99 nin 26,06 nin
31,90 min 35,88 min 33,00 min
5 nin 40,21 min 39,66 min
40,21 nin 40,75 min 40,21 nin

0,47
0,97
1,31
1,690
2,201
2,73
3,107
3,487
3,881
Wi
1, 664

5,935 s
-29,250 mls
-38,125 Vs
=14, 935 nvs
-67,105 nis
-96,131 nls
-96,187 n¥s
~107,795 nVs
=121, 568 mis
-133,203 nvs
-143,669 nVs
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0,00
0,05
0,07
0,14
0,12
0,18
0,18
0,20
0,23
0,25
0,27

~> o
= = = O =

!

04

= o > oo o
=

—_ s Co GO o

0,000 nVs
0,000 mVs
0,000 nVs
0,000 mvs
0,000 nvs
0,000 n¥s
0,000 nls
0,000 s
0,000 nvs
0,000 nVs

0,000 ws

A AAA wlle

0,000 Vs
0,000 nvs
0,000 ml's
0,000 mlls
0,000 nlls
0,000 mlis

Plate # Conc (ppm)

....................

3631, 0%
0,00
0,00
0,00
0,00

3169451, 30



Ek Sekil 5.17. 50 pL B-metilfeniletil amin i¢in pH 6 tamponu, 9. tiipe ait kromatogram

—
o o O 1 O O = L D

1
Lo Do

15,0 20

( %e.e=45.45)

Name Type Start(min)

i

2 At
BR @il

4 (+)

Gee

6 (+)
PP 7 (+)
PP B (+)
PP S 4}
PP 10 (+
PP 11 (+)
PP 12 (+)
PP 13 (+)

5,10 min

280

End(min)

9,19 min 13,18 min
13,21 min 17,20 nin
17,20 min 21,19 min

21,27 nin
25,28 nin
28,15 min
34,35 min
44,28 min
48,31 min

25,25
28,15
32,14
38,34
48,27
48,82

min
min
min
min
min

min 4

340

490 4ia

Retention Height (mV)

min
min
nin
min
min
min
min
min
nin
min

5 min

min
min

78

148,866
0,080
0.023

530

Area(mVs) % Area Ccl. Area(mVs)

109,221 mvVs
-15,611 mVs
92,844 mVs
342,395 mVs
39,436 nvs
6,732 nVs
-81,232 nVs
-34,599 mVs
-208,389 mvs
30117,139 mVs
11294, 693 mVs
-8,231 mVs
0,324 nvs

o O 0O O O O o O
L e B Ve B o= B o0 B e B g
O2 LD DN LA O D B Oy

—
=
w

70,50
26,44
0,02
0,00

0,000 mve
0,000 mve
0,000 mve
0,000 mve
0,000 mVs



OZET

Bu calismada N-p-nitrobenzoil-(S)-glutamik asit, N-p-aminobenzoil-(S)-
glutamik asit , (S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil) propanoik asit  metil esteri,
N-[(S)-2-amino-3-(4-hidroksifenil) propanoil]-(S)-aspartik asit, Noa-Boc-Ne-2-
klorobenziloksikarbonil-L-lizin-p-nitrofenil esteri ve L-lizinin-p-nitrofenil esteri
sentezlendi. Sci Finder Scholar programiyla yapilan taramada N-p-aminobenzoil-(S)-
glutamik asidin 1iyi verimle yeni sentezlen bir ligand oldugu anlasildi. Bilesiklerin
yapilart IR, '"H NMR ve C NMR sonuglariyla ile karakterize edildi. Pirkle—tip
kiral sabit faz olusturarak kolon kromatografisi yontemi ile biyolojik 6neme sahip
kiral amin enantiyomerlerinin rezoliisyonu saglandi. Bu amacgla dolgu maddesi
olarak sepharose-4B kullanildi. Uzatma kolu olarak dolgu maddesine L-tirozin
takild1 ve bu uzatma koluna dogal amino asitlerden L-glutamik asidin aromatik amin
tiirevi diazolama yoluyla ligand olarak baglandi. Sonra ayirilmak istenilen biyolojik
Ooneme sahip kiral aminin (B-metilfeniletilamin) rasemik karisimi kolona tatbik
edildi ve hareketli faz olarak degisik pH’larda (pH: 6, 7 ve 8) tampon c¢ozeltiler
kullanilarak rezoliisyon saglandi. Eliiatin akis hiz1 peristaltik pompa ile ayarlandi.
Kolondan alinan eliiat organik (dietil eter) faza alindiktan sonra HPLC ile aminin
enantiyomerik fazlaligi (e.e) belirlendi. B-metilfeniletilaminin  rasemik karigimi
farkli miktarlarda(100 ve 50 pl) iki kez kolona yiiklendi. Enantiyomerik fazlalik(e.e.)
pH 6, 7 ve 8 i¢in hesaplanarak maksimum rezoliisyonun pH 6’da oldugu bulundu.
Digerlerine gére maksimim enantiyomerik saflik 50 pl’de oldugu belirlendi ve [-

metilfeniletilamin i¢in optimum Ph’1n 6 oldugu anlasildi
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SUMMARY

In this study, N-p-nitrobenzoyl-(S)-glutamic acid, N-p-aminobenzoyl-(S)-
glutamic acid, (S)-2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)-propanoic acid methyl ester, N-
[(S)-2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoyl]-(S)-aspartic ~ acid, = No-Boc-Neg-2-
chlorine benzyloxycarbonyl-L-lysine-p-nitrophenyl ester and p-nitro phenyl ester
of L-lysine were synthesised. The synthesized compounds were screenned with Sci
Finder program and N-p-aminobenzoyl-L-glutamic acid, which is a new chiral
ligand, has been synthesized in good yield. The structures of compounds were
characterized with IR, '"H NMR and '">C NMR results. A new Pirkle-type chiral
column stationary phase for resolution of chiral amin enantiomers having biological
activity was prepared by using sepharose 4B as a matrix, L-tyrosine as a spacer-arm
and aromatic amin derivatives of some natural amino acid (L-glutamic acid) as a
ligand. Rasemic mixture of B-methylphenylethylamine was loaded to the column.
The binding capacities of the column stationary phase was determined at different
pH’s (pH: 6, 7 and 8) using buffer solutions as mobil phase. The flow rate of eluat
was adjusted with peristaltic pump. Then eluat was extracted with diethyl ether and
enantiomeric  excess (e.e.) was determined by HPLC method. -
methylphenylethylamine was loaded to column two times at different amounts (100
and 50 pl). The enantiomeric excess was calculated for pH 6, 7 and 8, and the
maximum resolution was recorded at pH 6. Maximum enantiomeric purity was
determined at 50 pl the sample with respect to the others and the optimum pH is 6
for B-methylphenylethylamine.
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