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OZET

Dodal peptidlerin tidbbi ve farmakolojik bakimdan
antibiyotik, hormon, zehir gibi biyolojik aktif 8zel-
likleri sebebiyle son yillarda peptidlerin ¢esgsitli yol-
larla sentezlerine olan ilgi artarak devam etmektedir.
Dolayisiyla peptidlerin aktivitelerini kaybetmeden 1-
limli reaksiyon gartlarinda ekonomik olarak sentezine
imkan sa@layan enzimatik peptid sentezleri genisg ve
yodun bir caligma alani bulmugtur. Bizde serbest trip-
sin enzimi katalizatdrliginde korunmamis amino asit-
ler arasindaki peptid sentezlerini gergeklestirerek bu ,
alandaki calismalara katkida bulunmayi amagladik.

Caligmamizda homojen ve bifazik reaksiyon sistem-
lerinde glisin amino asidi ile prolin, tirozin, his-
tidin ve triptofan amino asitleri arasinda tripsin
enzimi katalizatérliginde peptid sentezleri denen-
migtir. Bu reaksiyonlarda g¢ézilicii ve reaksiyon ortam:
olarak kullanilan izo amilalkol, izo propanol, etil
metil keton, n-benzol ve 1izo oktan'in peptidlerin
sentezine etkilerini arastirdik. Cézliciilerdeki kismi
polaritenin peptid sentezini bir dereceye kadar art-

tirdidini bulduk. Ayrica reaksiyon ortamindaki su



miktarinin peptid olusumu tizerine etkisini inceledik.
Bunun ic¢in %5, %10, %15, %20 fosfat tamponu (0.1 M,
pB:8) iceren izo amilalkol, izo propanol ve etil me-
til keton ¢o6ziiciillt reaksiyonlar gercgeklestirildi. En
yiksek peptid verimi %10-15 tampon iceren izo amilal-
kolld reaksiyon karisimlarinda gerceklesti. Tamponla
doygun reaksiyon karigsimlarinin inkibasyondan sonraki
analiz sonuc¢larina gére n-benzolld ve izo oktanli ka-
rigimlarda Urine rastlapmadl. DiJerlerinde peptidler
dedisik oranlarda sentezlendi.

Reaksiyon tiriinlerinin karakterizasyonunda kadit,
ince tabaka ve gaz kromatografisi yéntemleri kulla-

nilmistir.
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SUMMARY

Owing to the active biologic characteristics of

natural peptides, such as poison, hormone, antibiotic
in terms of medicine and pharmacology, the interest
for the synthesis of peptides in wvarious ways has
gradually been on the increase for the last couple of
years. That's the reason why enzymatic peptide synthe-
sis, Which make it possible to synthesize peptides e-
conomically without making them lose their activity in
moderate reaction conditions, have found quite a dense
area of operation.
We make it our goal to contribute tothe studies made
so far in this area by realising the peptide synthe-
sis between unprotected amino acids in free trypsin
catalyzer.

In our experiment, we tried, in homogen and bi-
phasic reaction systems, peptide synthesis in the
catalyzer of trypsin enzyme among prolin, tyrosin,
histidin, tryptophan and glycin amino acids. Isoamyl
alcohol, iso propanol, ethylmethyl keton, n-benzol an
iso octan, which are used as the solvent and the reac-

tion compost, have been observed in terms of their ef-



fects on peptide synthesis. It was found out that the

partial polarity in solvents increased the peptide

synthesis to some degree. Moreover, the amount of wa-

ter in the reaction compost was observed in terms of

its effects peptide production. To attain this result,
the reactions with isc amylalcohol, iso propanol and

ethylmethylketon solvents which 5%, 10%, 15% and 20%

of phosphate buffer, were realised. The highest pep-—
tide production took place in reaction mixtures which

had 10~-15% buffer.

According to the results of analysis of mixtures
of Dbuffer reactions after the incubation, no product
was found in the mixtures of n-bensol and iso octan.
In others, the peptides were synthesized in various
proportions.

Paper, Thin-Layer and Gas Chromatography have

been used, for characterization of products reaction.
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1. GIRIS

Son yillarda sentetik kimya aragtirmalarinda en-
zimlerin katalizatdér olarak kullan:ilmas: qgenig bir a-
landa 6nemli yer tutmaktadir. En ¢ok hidrolaz sinifa
enzimlerinden proteazlar ve lipazlarla, oksidoredik-
taz enzimleri gesitli énemlil bilegiklerin sentezinde
denenmig basarili sonuglar alinmigtair.

Proteolitik enzimlerle, 6zellikle fizyolojik ¢6-
neme sahip bazi peptidler, esterler ve amidlerin sen-
tezleri gergek}estirilmigtir. Bu yolla peptid bagla-
rinin olugumu 1limli sartlarda, olduk¢a hizli ilerle-
yip genellikle kantitatif triinle sonuglanir.

Bu caligmamizda spesifikasyonlari iyi belirlen-
mis bir pankreatik enzim olan serbest tripsin katali-
zatérliiginde, organik ortamda, amino asitler arasin-
daki peptidlegme reaksiyonlari gergeklegtirilmigtir.
Bu ortamlarda enzimin peptidaz aktivitesi ve etkinli-
§i organik ortam cinsinin peptidlegmeye etkisi, orta-
ma enzimi koruyucu olarak eklenen su miktarinin etki-

si ve amino asitlerin kimyasal yapilarinin peptidleg-



meye etkisi galigma sonug¢larina gére incelenmigtir.
Tezimde yapilan deneysel ve teorik calismalar ve

sonuglari detaylariyla agiklanmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAKLAR ARASTIRMASI

2.1. AMINO ASITLER VE PEPTIDLER

Proteinler biitiin canlilarda sudan sonra en ¢ok
bulunan kimyasal bilegiklerdir. Bunlar amino asitle-
rin kopolimerleridir. Proteinlerin yapitagi olan ami-
no asitler yapilarinda en az bir -NH, ve -COOH grubu
bulundururlar. Dogdal proteinlerde en az 20 dedigik a-
mino asit bulunur. R— gruplari ile birbirinden ayri-
lirlar. Proteinlerde bulunan amino asitler L- serisi-

ne aittir.

Amino asitleri su gekilde siniflandirmak mimkindir:

* Yalniz C Igeren Yan Zincirli Amino Asitler:
Glisin, Alanin, Valin, Izolésin, Prolin, ve Fenilala-
nin. Bu amino asitlerin (Glisin harig¢) yan zincirleri
hidrofobik baglar olugturur.

* Yan Zincirde lyonize Olmayan Ama Polar Etkiyen
Gruplar: (-OH, -SH, ve birka¢ hetero halka) Igeren A-

mino Asitler : Tirozin, Serin, Triptofan, Treonin,

/



Sistein, Sistin ve Metiyonin. Yan zincirlerdeki polar
etkiyen gruplar peptid zincirinin de§igik kisimlari a-
rasinda hidrojen képrileri olugturulmasina katilirlar
ve protein molekiiliini stabillegtirirler.

* Agidik Amino Asitler, Mono Amino Dikarboksilik
Asitler: Glutamik Asit, Agpartik Asit. Ikl karboksil
grubu icerirler ve protein molekiiliine negatif yik ka-~
zandirirlar.

* Bazik Amino Asitler veya Diamino Mono Karbok-
silikx Asitler: Arginin, Lizin, Histidin. Ilave bir ba-
zik grup igerirler ve protein molekiiliine pozitif yik
kazandirirlar. |

Tripsinin bazik amino asitlere kargi hidrolacz
spesifitesi vardir. Peptidlegsme reaksiyonlarinda daha
¢ok kromatografik 6zellikleri sebebiyle tirozin, his-
tidin, triptofan ve prolin amino asitleri seg¢ilmigtir.

Glisin en basit, endojen, asimetrik karbon atomu
icermeyen tek amino asittir.

Prolin halkali yapida bir sekonder amindir. En
¢ok prolamin grubu proteinlerde bulunur. Endojendir,
imino grubu igerir. Izoelektrik noktasi 6.10 dur. a-

polar ve né6traldir.



Tirozin proteinlerde bulunan bir amino asgittir.
Organizmaya yeter miktarda fenil alanin girdiginde e-
sansiyel deg§ildir. Izoelektrik noktasi 5.65 dir, po-
lardir.

Histidin, zayif Dbazik imidazol sistemi igerir.
Birgok proteinde % 1-2 oraninda, hemoglobinde % 10
oraninda bulunur. Endojendir. Izoelektrik noktasi
7.58 dir. Polar ve zayi1f baziktir.

Triptofan birgok proteinde bulunur, eksojendir.
Organizmadaki katabolizma yollar:i iyice bilinmemekte- )

dir. Izoelektrik noktasi 5.88 dir. Nétral ve apolar-

lardir (Karlson, P., Cev: Telefoncu, A.).

2.1.1. Peptidlegme Reaksiyonlari

Peptidler kimyasal yapilar: bakimindan asit amid-
leri sinifina girerler.

Bir amino asitin karboksil grubu ile ikinci bir
amino asitin amino grubunun bir mol su ayrilmasi 8so-
nucunda birlesmesiyle bir dipeptid, li¢ amino asitin

ayni gekilde birlegmesiyle bir tripeptid, 2-10 amino



agitten oligopeptid, 10-100 amino asitten de polipep-
tidler meydana gelir.

Genel bir peptidlegme reaksiyonu agagidaki gibi

gosterilebilir:
R 2 i R R
1 I
H,N-CH-C-OH + HN-CH~C-OH ——> HN-(CH-C-NH-CH)-COOH
Amino asit Amino asit Dipeptid

Bdéylece n tane gesit amino asit arasindan n-1 tane su
molekiilii ayrilarak gegsitli uzunlukta peptidler sentez~
lenir.

Peptidler geri reaksiyonla hidroliz olduklarinda ami-
no asitlere pargalanirlar. Her tersinir reaksiyon gi-
bi bu da sabit sicaklikta bir denge reaksiyonudur.
Denge daha ¢ok hidroliz lehinedir. Bunun sebebi; bir
peptidin biytik 6lgide dissosiye olmamig ve polar ol-
mayan formlardan sentezlenmesi, bu yapinin sulu ¢é-
zeltide pratikce mimkin olmamasi, dayaniksiz olugu-

dur (Tekman, S., Oner, N.).



2.1.2. Kimyasal Katalizatérlerle Peptidlegme

Reaksiyonlari

Basit peptidlerin hormon olarak énemli rol oyna-
malari ve bu nedenle ilac¢ arastirmalarinda ilging ol-
malari son zamanlarda kimyasal peptid sentezlerine il-
giyi tekrar arttirmigtair.

Peptid sentezleri genelde ; bir amino asitin kar-
boksil grubunun aktif bir tiirevi ile bir amino asit
veya peptidin amino grubunun reaksiyona sokulmas: p-
rensibine dayanir.

Mevcut reaksiyon ortad: gruplar (u¢ amino grubu, yan
zincirdeki -OH, -NH, gruﬁlarl v{b.) belirli koruma
gruplari ile korunarak reaksiyona girmeleri.engellen—
melidir. Son y111érda bir seri standart reaksiyon or-
tadi1 ve koruma gruplari gelistirilmis olmasina ragmen
uzun peptidlerin kimyasal yb6tntemlerle sentezleri hala
¢ok zordur. Hergeyden 6nce peptid badinin olugumunda
—-C atomunda rasemlesmeden sakinilmalaidir.

Aksi halde dodal olmayan D- amino asitli peptidler e-
le geger.

Merrifield tarafindan g¢ok zarif bir y6ntem gelig-



tirilmigtir. Burada ilk amino asit karboksil grubu i-
zerinden ¢ézinmeyen bir polistiren regineye baglanir
ve adim adim dier amino asitler kondanse olurlar. A-
ra urinlerin saflagtirilmasi islemine gerek yoktur ve
reaktiflerin fazlasi basit bir yikama ile uzaklasti-
rilabilir. Ancak yéntem bir sakincay:i da beraberinde
getirir: Eger kondenzasyon kantitatif yilirtimezse saf-
s1zlik olarak kisa ve birbirine ¢gok benzeyen peptidler
olusur.

Sonunda sentezi tamamlanan peptid recineden hidroliz
edilir ve hatal:i sentez Uridnlerini ayirmak ig¢in saf—}
lagtirilir (Karlson, P., Gev: Telefoncu, A.).

1960‘'1l:r yillardan beri biyoorganik kimyanin en

6nem11 metotlarindan b;ri kat: faz peptid sentezleri-
dir (SPPS).
Bu yéntemde bagari; regineye badli peptid zincirinin
serbest amino terminalinin kolay bulunabilmesine bag§-
lidir. Bundan dolayi etkili kati faz peptid sentezle-
ri; peptid rec¢inesinin fizikokimyasal odzelliklerinin
tam olarak anlagilmasini gerektirir.Polar ¢ézliciiler

kullanildiginda SPPS' nde peptid sentezinin daha ba-

garili olacagi diginiilirken peptid ile regine arasin-



daki solvatasyon ve regine ilizerindeki ¢dziiciye ait
6zelliklerin kritik degderlendirmesi g6z déniine alin-
mamaktadir (Fields, G.B.,Fields, C.G., 1991, Bohinski,

R.C., 1983).

2.1.3. EBnzimatik Peptid Sentezleri

Enzimler biitin canli organizmalarda katalizér o-
larak gérev yaparlar. Enzimlerin fonksiyonlari biyo-
kimyasal reaksiyonlari katalizlemek ve yagam silireci-
nin Dbitin dinamik olaylarini ydnetmektir. Enzimler .
hiicrelerde daima O6nemsiz miktarlarda mevcuttur. Her
enzim daima belirli yalniz bir gegit reaksiyonu kata-
lizler ve substratin yalniz bir tipi dzerinde etkili-
dir. Enzimlerin codu hiicrelerden izole ediiirler. Si1-
cakliga kargi duyarlidirlar ve birkag dakikada 72°C
civarinda sicaklikla inaktif hale gelebilirler (Henry
C. vd.)

Gegen on sene zarfinda enzimatik reaksiyonlar en-
zimlerin substrat ve stereosegiciliklerinden faydalan-

mak amaciyla organik sentezlerde yaygin olarak kulla-
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nilmistir. Bununla beraber, enzimler organik g¢oézilici-
lerle do4rudan temas ettiklerinde cabuk etkilenip cga-
lisamaz duruma gelirler. Bu problemi gidermek i¢in su
ile karigmayan organik g¢oéziiciiler ve sudan meydana ge
len bifazik reaksiyon sistemlerinde enzimlerin korun-
masi sik sik uygulanmigtir. Bunlara érnek olarak pro-
teazlar yada lipazlarla ester ya da peptid sentezle-
rini verebiliriz. Bu reaksiyon sistemlerinde enzim-
ler sulu fazda c¢ézinirlestirilmigs yahut hidrofilik

destekler ilizerinde immobilize edilmistir.'Béylece or-

~

ganik ¢6zliciilerle temasindan korundugu diigintlmigtir.
Ayrica suyla karigabilen organik g¢ézilcilerle birlikte
hazirlanan ¢ézeltilerde enzimatik reaksiyonlar, ester
ya da peptid sentezlerinde de uygulanmigtir. Fakat
béyle hidrofilik organik g¢éziicliilerin yiksek konsant-
rasyonlarinda g¢odu kez enzimlerin deaktivasyonundan
dolay1 reaksiyonlar bagarisizlikla sonuglanmigtir.
Hidrofilik organik géziclilerde Polivinilalkole immo-
bilize edilmis Kimotripsin ile katalizlenen peptid ya
da ester sentezleri yapilmigtair.

Bu galismada peptid ya da ester sentezlerinde en

uygun gartlari tayin etmek igin; ortamin etkisi, ¢dzi-
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cliniin yapisinin etkisi, PVA/Enzim orani ve uygun su o-
ranl aragtirilmigtir. Yapilan denemeler kimotripsinin
basit adsorbsiyon metoduyla polivinilalkol matrixine
immobilize edilebildigini ve immobilize kimotripsinin
hidrofilik organik c¢éziicilerde Ac-Tyr-OH' dan peptid
ya da ester sentezleri i¢in dayanikl:i ve etkili bir
katalizatér oldugunu gdstermigtir. Peptidler ve ester-
lerin sentezlerinde karigimdaki su miktari sonug¢ Uridn-
lerine ve reaksiyon higzina birinci derecede etkiyen
faktdér olarak bulunmugtur (Noritomi, H. vd. 1989).

Son yi1llarda sentetik kimyada enzimlerin kulla-
nilmasi arastirma galigmalarinda genig bir yer kapla-
maktadir (White side, vd. 1985). Proteolitik enzimle-
rin kullanilmasiyla esterler, amidler ve peptid bagla-
rinin sentezlenmelerine c¢egitli yonlerde galigilmig-
tir (Moriniere, vd. 1988). Bifazik ortamda (Cantucu-
zene, vd. 1989, Chuang, vd. 1989) ve konsantrasyonu
yiksek organik ortamda (Klibanov, vd. 1987, Homand-
berg, vd. 1978) yapirlan denemeler amino asit tirevle-
rinden peptidlerin enzim katalizli sentezlerinde olum-
lu sonuglar vermigtir. Bazi amino asit tirevlerin-

den, papain ve pepsin enzimleri katalizatdérliginde
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yapilan peptid sentezi galismalarinda di ve tri pep-
tidlerin yaninda esterlerin de sentezlendi§i gériil-
migtir (Gavdar, E.,Uslan, A.H., 1991).

Organik ortamda gergeklegtirilen enzimatik peptid
sentezlerinde ortamin igerdidi su miktarinin énemini
belirlemek i¢in immobilize edilmig -kimotripsin ka-
talizatérli reaksiyonlar gergeklegtirilmistir. Bu re-
aksiyonlarda peptidler ylksek verimle sentezlenmistir.
Destek tipinin dedistirilmesiyle enzim gevresinin mo-
difikasyonu gdzlenmis ve az afiniteli nitikleofillerde
reaksiyon drilniinde 6nemli bir artigla kargilasilmig-
tir.

Son yillarda az sulu organik ortamda gercgeklegen
sentezlere yodun bir ilgi vardir. Bu sentezlerde en-
zim ya dodrudan dodruya organik ortamda kolloidal
halde kalir ya da inert desteklere immobilize edilir.

Kullanilan immobilize enzimin c¢egiti ne olursa
olsun nilikleofil olarak PhefNH, ve ac¢il vericisi ola-
rak Bz~Tyr-OEt igeren ve 1,l,i1-trikloretan‘da ytriati-
len déneylerde yeterli miktarda reaksiyon {irinleri
elde edilmigtir. Enzimatik katalizin ilerlemesinde su-

yun minimum miktari esastir ve reaksiyon irinid reak-
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giyon ortamina ilave edilen suyun miktarina baglidir.

Benzen, 1,1,1-trikloretan, asetonitril, t-amil-
alkol, toluen, THF gibi c¢o6zilicilerin kullanildidi re-
aksiyon ortamlarinda Uritnler yliksek verimle bulunmug-
tur. Sonuglar, organik ortamlarda hidroksillenmis a-
romatik amino agit esterleri ig¢in enzimin ylksek spe-
sifite gésterdidini belirler ve sulu organik fazda
bulunanlarla karsilagstirildidinda reaksiyon tUrinle-
rinde belirli bir artig gésterir.

Peptidlerin enzimatik sentezlerinin en énemli a-
vantaji1, 11i1mli deneysel sartlar altinda meydana gel-
mesidir. Ciral karbonlarin epimerizasyonu gbzlenmez.
Bununla beraber ¢odu durumda substrat g¢dézinitirliginin
artmasy ic¢in suda ¢oézinebilen organik g¢éziiciilerin i-
lavesi, enzimin katalitik 6zelliklerinde de§igiklik-
lere sebep olur (Gaertner, H., vd., 1991).

Enzimatik reaksiyonlarda 3-pentanonun kullanimi
her zaman dogdru dedildir. Cilinki peptidler ve amino a-
sit tiérevlerinin uygun ¢dézunirliklerini bulmak ig¢in
polar géziicliler kullanmak gereklidir. Yayinlanmig ¢go-
du calismada etilasetat kullanilmigtir, fakat bazi

dezavantajlari vardir. Birincisi; esteraz aktivitesi
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ile proteazlara riski vardir, dolayisiyla ilrinler -
zerine etil yada asetil gruplar:i transfer ederek ken-
di kendine ¢ézicl tzerine etki edebilir. Ikincisi; e-
til asetat yavag kimyasal hidrolizlerde hassastir ve
iirtinler sistem ile karigabilir (6rnedin pH etkisiyle).
Fakat bu calisma 3-pentanonun etil asetatin yerine
gegebilecek dederde oldudunu godéstermistir (Blanco,
R.M., vd. 1989).

Biz bu cgaligmadan yola gikarak 3-pentanondan az

karbon sayili olan etil metil keton kullanarak olay:

aragtirdik. .

2.1.3.1. Proteaz Enzimleri

Peptid Daglarinin, yan reaksiyonsuz ve 1liml:i
gartlar altinda stereospesifik olugumu peptid sentez-
lerinde olduk¢a zordur. Peptidlerin dodal resolusyonu
proteazlarla bagarilmigtir. Proteazlar genellikle bir
reaksiyonda peptid baglarinin hidrolitik yikilmasiyla
peptidler ve proteinlerin enzimatik indirgenmesini

katalizler. Denge etkisi igin fizikokimyasal prensip-



15

lerin kullanimi, drinlerin konsantrasyonu ve reaksi-
yonun kinetik parametreleri peptid sentezlerinde pro-
teazlarin katalitik ézelliklerinin basarili uygulama
alanlarindandir {(Jakubke, D.H., vd. 1985).

Proteaz katalizli peptid olugsumunda genellikle
iki strateji kullanilir. Birincisi reaksiyon kinetigi,
ikincisi denge kontrolleridir (Gaertner, H. , vd.
1991).

Adsorplanmis yada tutuklanmig biitin sulu sistem-
lerde ve iki sivi fazli sistemlerde kimotripsinin ak-
tif oldugu bulunmustur. Termodinamik kontrolld sen- -
tezlerde kimotripsin kullanildiginda serbest karbok-
sil grubundan gelen agil grubundan dolayi reaksiyon
hizlari olduk¢a yavagtir. Sonugta reaksiyonlar yavag-
ladigindan dolayi artan zamanda enzimin inaktivasyonu
sbz konusu oldudundan bir problem olugturur. Kimot-
ripsin'i cegitli desteklere immobilize ederek galigan
birkag grup bu sistemleri stabilize etmede faydal:i
olmustur (Blanco, R.M., vd. 1989).

Proteaz katalizli sentezlerin faydalari; 1liml:
reaksiyon sartlari, az rasemizasyon ve korumali koru-

masi1z yan zincir igin ihtiyacin az olmasidir (Kita-
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guchi, H.,vd. 1988, Margolin, A.L., Klibanov, A.M.,
1987, Guinn, R.M.,vd. 1991).

Proteazlarin sentez reaksiyonlarindaki faydalar:
secgilen uygun ¢o6ziliciilerle arttirilabilir. 6rnedin,
cesitli galismalar suyla karigsabilir organik kosol-
ventlerin esteraz aktivitesine bagli amidaz aktivite-
sinin azaltilabilecedini géstermigtir. Bu durumun da
dipeptidlerin sentezlerinde kullanilabilecedi bulun-
mustur.

6nemli bir caligmada da tripsinin amidaz ve este- ‘

raz aktiviteleri incelenmigtir. K, ve K, kinetik pa-
rametreleri farkli ¢éziicli konsantrasyonlarinda farkl:
substratlar igin tayin edilmistir. Sonuglarda kinetik
parametrelerde ydnelmelerle karsilagilmigtir. Enzimin
yapisi1 elektron manyetik rezonans spektroskopisi(EPR)
ve floresans spektroskopisi kullanilarak incelenmig-
tir (Guinn, R.M., vd. 1991).

Son zamanlarda sulu ¢dzilciiler lUzerinden susuz
organik ¢éziiciilere bir gegig oldugundan organik or-
tamda subtilisin proteazla katalizli D-amino asit i-

geren peptidler sentezlenmigtir (Margolin, A.L., vd.

1987).
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Kimotripsin gibi proteazlar amino asit esterleri
ve peptidlerin sentezleri i¢in faydali katalizatér-
lerdir. ¢ézlinmis reaktantlar ya da hidrolizin aleyhi-
ne denge de§igtirmek i¢in suyla karismayan organik
¢Oziiclileri iceren reaksiyon Xkarigimlarini kullanmak
ilgingtir.

1898'den 6nce Vant Hoff kimyasal dengeye ait se-
beplere bagdly olarak genellikle peptid baglarinin
hidrolizlerini, olusumlarini katalizleyen proteazla-
rin kullaniminin nimkin oldudunu savunmugtur. Bu hi-
potezden yaklagik kirk yil sonra Bergmann ve Fraen-
kel Conrat'in sundudu proteaz katalizli reaksiyonla-
rin tersine gevrilebilmesinin deneysel ispati olarak
peptid badi olugumlar:i kullanilabilir. Bergmann ve
b§rencileri proteazlarin substrat spesifitesi ve ste-
reospesifitesinin hidrolitik etkileri lzerindeki so-
nuclara bagli olarak enzimatik peptid sentezleri
hakkinda dodru sonuglara varmiglardir. Son yapilan
caligsmalardan proteazlarin peptid sentezlerinin ha-
zirlik safhasinda biyokatalizatér olarak kullanilabi-
lecedi sonucuna varilmigtir.

* Termodinamik Kontrolli Peptid Sentezleri
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Peptid baglari olugsumunun termodinamik kontrol-
leri peptidlerin katalitik vyarilmalarinin proteaz-
larla dogrudan tersine c¢evriledbilece§ini gdstermig-
tir. Aktivitelerin yerine de konsantrasyonlar tanim-
lanmigtir. Peptid bagi sentezleri endotermik reaksi-
yonlar olup 10 den daha kiigik iki korumasiz amino
asidin baglanmasi enerji bakimindan ve entropi kay-
biyla denge sabitinin (K,,, ‘nin) digmesi daha fazla o-
lur. Hesaplamalarda denge yaklasimi ig¢in alinacak iki

termodinamik denge agagidaki gibidir.
- +
R-CO0 + H,N-R's——» R-COOH + HN-R'_—=> R-CO-NH-R'+H,0
Yiksliz substratlar arasindaki K,,; inversiyon
dengesi ve {Urin K,, ; lyonizasyon dengesidir. Denge
sabitinde suyun konsantrasyonu alinarak, toplam ydntem

substratin ikisiyle verilir ve pH':t bilinir. K,,, ve

K,., bulunur.
K,.= K., K,, = [R-CO-NH-R'] ( [R-COO] [H N-R'] )

Bundan dolayi inversiyon dengesi i¢in peptid konsant-
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ragyonu o6ncekl iyonizasyon dengesinde olugsan yiiksiz
substratlarin konsantrasyonlarina ba§lidir. Déniigte
pu substratlar onlarin pK dederleriyle tayin edilir.
Inversiyon dengesinde yeterince ylksiz substratlarin
konsantrasyonlar: iyonizasyon dengesinde mevcut olan
peptidlerin é6lgiilebilir konsantrasyonlarini verir.

Termodinamik kontrollt peptid sentezlerine etki
eden baglica iki faktér vard:ir

* Substratlarin pK degerlerinin dedismesiyle K,,' un
artmasy,

* Hacim etkisine badli olarak peptid driuninin
konsantrasyonunun artmasidir.
Her iki faktériin bilesimiyle denge sentez lehinde ola-
cak gekilde ayarlanabildigi igin genellikle birincisi
tercih edilir (Jakubke, H.D., vd., 1985).

Proteaz enzimleri peptid baglarinin olugumunu
katalizlemede asagida gdsterilen ilig¢ tip‘reaksiyonda
kullanilir.

Proteaz destekli peptid sentezi Gzerine ilig temel yak-

lagim;

* Hidrolizin tersine gevrilmesi:
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R Ala-0OH + Leu-NH, —— R Ala-Leu NH + H,0
——

* Amidlerin aminolizi (Transpeptidasyon):

a) R Ala Gly—-0OH + Leu-NH, —>» R Ala Leu-NH, + Gly-OH

b} R Ala Gly-NH2+ Leu-NH, ——> R Ala-Leu NH + Gly—NH,

* Egterlerin aminolizleri:

R Ala-OEt + Leu-NH, =——> R Ala Leu-NH, + EtOH

Cikan hidroliz turinleriyle " Hidrolizin Ters Cev-
rilme " reaksiyonu dengededir. Yiksek Uridn verimi; u-
rintin c¢ékelmesine, suyla karigmayan organik ¢éziciye
iirin gecigine, dért komponente engel olan lriine ya da
kosolventin yiiksek konsantrasyonlarinin ilavesiyle
tercih edilen kararl:i lrinin dengede yer defigtirme-
sine baglidir. Hidrolizin ters gevrilmesi domuz inst-
lininde, insan insiilininde ve aspartamdaki gibi sen-
tezlerde ¢ok bagarili bir sekilde uygulanmigtir.

Esterlerin aminolizleri; ester substratlarinin

agilasyonu hizli oldudundan peptid sentezlerinin ge-
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nel yaklasimlari olarak,uygun yvyaklasimlardir. Béylece
Uriin verimi, ¢dézlUnirlik 6zelligine bagdli olmadifindan
enzim konsantrasyonunun ¢ok azi yeterlidir. Bu yakla-
sim dikkate alinmazsa yalniz esterolitik serin ve
thiol proteazlari katalizatér olarak kullanilabilir.
Peptidlerin sentezle hazirlanmasinda halen kullanilan

bu sinif enzimler agadida listelenmigtir.

Tablo 2.1. Peptid sentezlerinde kullanilan serin ve

thiol proteazlar:.

PROTEAZLAR SPESIFITELERI
Kimotripsin Trp, Tyr, Phe, Leu, Met
Tripsin Lys, Arg
Elastaz Kiicik hidrofobik kalintilar
Papain, Kimopapain P,'de hidrofobik kalintilar

Postprolin spesifik-
endoproteasz Pro
Karboksi peptidaz Y Nonspesifik

Vv, Proteazi Asp, Glu
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Enzimatik peptid sentezlerinde gelecekteki ge~
lismelerin bir kism:i yeni spesifiteler, serin endo ve
karboksi peptidazlar, thiol tdretimi ve mikrobivolojik
b6limi ile 1ilgili olacaktir. Tablo 2.1. deki, pro-
teinlerin sentezinde ciz'i miktarlarda gerekli olan
birkac¢ enzim ticari bakimdan kullanislid:ir.

Proteazlar; enzimatik peptid sentezlerinde gele-
cekteki geligmelerin dider bir alan:i olacaklard:ir

(Widmer, F. vd., 1986).

2.1.3.1.1. Spesifikligi Yiikksek Proteazlar

Proteazlarin; sinirli sayida peptid baglarin:
hidrolizleyen, yliksek spesifitede olmasi yaygin kul-
laniminia etkileyen 68nemli bir faktdérdir. Bilinen
modifikasyon ydntemleriyle spesifikligin amaca uygun
yonlendirilmesi saflanir. Tripsin, proteinlerde argi-
nin ve lizin birimlerinden hidroliz alternatifi nede-
niyle spesifikligi yiliksek proteazlarin en dnemlisi
ve en yaygin kullanilanidir. Son yillarda kullanim:
artan bir dider enzim de Staphycoccus Aureus’'dan izo—

le edilen V, proteazidir. Bu enzim tripsinle énemli
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bir alternatif olusturarak asidik birimlerde 6zellik-
le glutamik asitte spesifik kirilmalara neden olur.
Yine son yillarda pseudomonas fraginin mutandindan i-
zole edilen bir proteazin, aspartik veya sisteik asit
birimlerini N terminalinden hidrolizledigi bulunmusg-
tur. Ele alinan dider enzimlerin kullanim: tripsin
gibi yaygin degildir. Bu enzimler genelde beklenenden
daha az baga hiicum ederler. Bu durum bazen avantaj o-
lusturabilir. Bunlarin diginda yaygin olarak kullani-
lan bir diger proteaz da kimotripsindir (Telefoncu,

A., 1988).

* Tripsin

Tripsin, proteinlerden biliylik fragmentlerin elde-
sinde kullanilan en spesifik endopeptidazdir. Spesi-
fik oldugu lizin ve arginin birimlerinde geligtirilen
modifikasyon yéntemleri de ayrica ek bir secgimlilik
sa§lamaktadir. Spesifikligi ylksek olan tripsin enzi-
mi, lizin veya arginin gibi bazik amino asitlerin o-
lusturdugdu peptid baglarini C uglari agikta kalacak
gekilde hidrolizler. Tripsinin spesifik oldudu baga

komgsu olan amino asitler hidroliz oranini etkilerler.
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Lizin veya argininin kendi aralarinda birbirine komsgu
olmasi veya proteinin N- ucunu olusturmasi gibi du-
rumlarda pozitif yik etkisi hidroliz oraninin azalma-
si1na neden olur. Lizin veya argininin proline komsu
oldudu durumda hidroliz meydana gelmez. Okside edil-
mig ribonitkleaz, kortikotropin ve balina miyoglobi-
nindeki -Lys-~Pro- Dbaglari tripsinle hidrélizlenme—
migtir. Ancak Tyr-Arg-Pro-Ala ve Ala-Arg-Pro-Ala di-
zinimlerindeki -Arg-Pro- baglarinin kirildid:i belir-
tilmigtir. Spesifik badlara polar gruplarin yakinlik-
laril da hidroliz oraninda azalmaya neden olur. '

Tripsinin yiliksek spesgifikligine radmen nadiren
de olsa spesifik olmayan kirilmalar rapor edilmigtir.
Spesifik bagdlar genelde aromatik ya da hidrofobik
baglara komsudur.
Lizin ve argininin karboksil gruplarinin diginda di-
ger baglardan hidroliz yalnizca uzatximig reaksiyon
sliiresinde veya tripsinin yiksek derigimlerinde meyda-
na gelebilir.

Tripsin pH:7-9 arasinda max. aktiviteye sahip-
tir. pH<4 de doéniisimli olarak aktivitesini kaybeder.

Otohidrolizi é6nlemek icin tripsin 10mM HCL de hazir-
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lanmalidir. Tripsinle hidroliz; 0.1M NH,HCO, tampo-
nunda (pH:8.0), %1-2(w/w) lik enzim substrat oraninda
37°C de ve 1-4 saatlik reaksiyon siiresinde gergekles-
tirilir. Proteinlerde triptik parg¢alamalari sinirlama
amaclyla reaksiyon stiresi ve sicaklik azaltilabilir.
Tripsinle reaksiyon; DMF, DMSF, Soya tripsin inhibi-
tériuyle durdurulabilir (Telefoncu, A., 1989).
Literatir arastirmasi: sirasinda Odrendigimize
gére bizim kullandigimiz reaksiyon ortaminda veya
benzer reaksiyon ortamlarinda Tripsin enzimi kolloi-
dal halde dadilmis olarak kalmakta ve ¢dézinirligdi
dikkate alinmayacak kadar az olmaktadir. Kullandigi-
miz tripsin enzimi aktivitesi kazeine kargi pH:7 de
35°C de 200 FiP-u/g olan bir pankreas proteazidir. Bu
enzimin serbest haldeki peptidasyon ve esterifikasyon
aktivitesi potansiyelini aragstirdik. Sonraki ¢aligma-

larda immobilize halde kullanmay: diginlyoruz.
2.1.3.2. Lipaz Epzimleri

Lipaz enzimleri Dbaglica; insan ve diJer memeli-

lerin pankreas ve bagirsaklarindan, maya ve mantar-
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lardan, mikrobiyal kaynaklardan elde edlirler. Kayna-
gina badli olmaksizin hepsi 1lipid hidrolazlaridir.
Ancak herbirinin spesifiklikleri ve segimlilikleri
farkliy olabilecedi gibi genellikle aktiviteleri de
farklidir.

Lipazlar spesifikliklerine gére, spesifik olma-
yan (nonspesifik), yad asidi spesifikligi ve stereos-

pesifik olmak tlzere li¢ ana grupta incelenirler.
* Spesifik Olmayan Lipazlar

Bu gruba giren enzimler trigliseridlerin tim po-
zisyonlarindaki agil gruplarin: segimsiz olarak ayi-
rabilir. Sonugta gliserin ve ya§ asitleri olusurken
ara lrtnlerin monoca¢il ve diagil gliseridler olacag:

agiktir.

R—g—o —;S*J? 3 RCOOH +
(—7——

0-C-R 3H,0
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* Ya§ Asidi Spesifik Lipazlar :

Bu lipaz grubu bazi 6zel yad asitlerine spesifi-
te gdsterir. Genellikle secimlilik yad§ asidinin C
zinciri uzunluguna veya cis-9- yerinde doymamis bag

iceren yad asitlerinde olur.

* Stereospesifik Lipazlar

Bu lipaz grubu trigliseridlerin egdefer konumda-
ki 1 ve 3 pozisyonlarindan spesifik olarak hidroliz-
lerler. Reaksiyon sonunda ya§ asidi yaninda diglise-
ridler (1,2~diacil ve 2,3~diag¢il olmak ilizere) ve mo-
nogliseridler (2-monoag¢gil)oclugur. Bu yapilar kimyasal
bakimdan kararsiz olup 1,3-diacil gliseridlere veya 1
veya 3-monoagil-gliseridlere izomerlegerek enzimler
tarafindan tekrar hidrolizlenebilir konuma déniligiirler.
Sqnugta 1,3-spesifik lipazlarla spesifik olmayan li-
pazlar gibi trigliseridleri gliserin ve serbest ya§
asitlerine parcalarlar.

Denge ve ¢dzinitirlik s6z konusu olan reaksiyon-

larda ortamda ¢6zgen olarak suyun yerine organik ¢é-
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ziiciler kullanilir. Proteolitik enzimlere gére lipaz-
larin daha genig spesifiteleri vardir ve peptidlerin
ikincil  hidrolizlerini kataliz etmezler. Son zaman-
larda, biyolojik aktif peptidlerin sentezlerinde li-
pazlar kullanilmaktadir (Margolin, A.L ., Klibanov,
A.M., 18989).

Secici agilasyon; peptidlerdeki ¢ok sayida reak-
tif gruplarin varligi ve enzimatik sistemlerin komp-
leksligi dolayisiyla ¢ok zordur. Susuz ortamdaki es-
terlerin aminolizinde lipazlarin segiciligi, asimet-
rik transformasyon ve peptid sentezlerinde gok baga-
rili bir gekilde kullanilmigtir. Lipazlarin segicili-
§i simdi peptidlerin secgici agilasyonunda uygulanmak-
tadir (Gardossi, L., vd., 1991).

Son zamanlarda hidrolitik enzimlerden; lipazlar
ve proteazlar, organik ¢odzilclilerdeki dioller ve ge-—
kerlerin monoacgilasyonunda bagarili Dbir gekilde kul-
lanilmiglardir. Ginimizdeki caligmalarda, heterofonk-
siyonel bilegiklerde, amino alkollerdeki gibi, enzi-
matik acilasyonun kemose¢iciliginin ag¢il kisminin ya-
p1s1 ile kontrol edildi§i de bulunmusgtur.

Lipazlar susuz organik géziicilerde de kataliza-

;
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tér gibi davranabilirler. Ornek olarak karboksilik
esterler ve alifatik aminler arasindaki reaksiyon
verilebilir. Ancak enzimin denatirasyonunu énleyecek
korunmasi: unutulmamalidir. Bu aminoliz, gérinen pep-
tid baglarinin olugsumunda nonproteazlarin kullanilma
olasiligini gésterir. Qinkid lipazlar, proteazlardaki
sinirlamalarin aynisina sahip olmayabilirler.
Enzimatik modifikasyonun kemosegicilidi kontrol
edilebilirse, amino alkoller 1i¢in sentetik dederler-
den uzak olafak heterofonksiyonel bilegiklere genisg-

letilebilir (Chinsky, N., vd., 1987).

2.2. BESTERIFIKASYON

2.2.1. Esterlegsme Reaksiyonlari

Esterler, karboksil grubundan alkillendirilmig
asitler veya -OH grubundan agillendirilmig alkoller

olarak diginiilebilen bilegiklerdir.

Esterler, tanimlanmalarina uygun gekilde, ya al-
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kollerin agillendirilmesinden veya karboksilik asit-
lerin alkillendirilmesinden elde edilirler. Ancak bi-
rinci yol daha g¢gok kullanilir.

Esterlerin elde edilmeleri ic¢in, ¢odu kez, al-
kollerin karboksilik asitlerle reaksiyonuna bagvuru-

lur, bu reaksiyon basit olarak,

R~COOH + R'~-OH ——» R-COOR' + H,0
geklinde gdsterilebilir.
Karboksilik asitlerin niikleofilik substitiisyona
yatkin olmalari sebebiyle, esterlegme reaksiyonu igin

uzun streden beri kabul edilen mekanizma,

(o & o
i | &+
R-C §* + O-R' ——> R-C-O0-R' ——> R-C-O-R'

] | | Tl
OH H OH -H, O o

olmakla beraber, esterlesgsmenin asidin -OH'i ile alko-
ltn H wunun su halinde ayrilmasi sgeklinde yliriudigi,
yakin tarihlerde izototopik igaretleme yodntemi ile

kesinlikle kanitlanmigtir.

I
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2.2.2. Kimyasal Katalizatorlerle Esterlegme

Reaksiyonlar:

Karboksilik asitler; asit klorurlerinden ve an-
hidritlerinden daha az etkin olduklarindan asidik ka-
talize gereklilik vardir ve bu amagla en gok der.
H,S5Q veya HCl kullanilir. Béyle bir asidik esterleg-
tirme " Fischer Esterlesgtirmesi " olarak bilinir.
Ancak asitler, reaksiyonda olusan su ile yeniden es-
terlerin hidrolizinil katalize ederler ki, asil reak-
gsiyon bunun tam tersidir. Dolayisiyla esterlegme re-

aksiyonu bir denge reaksiyonudur.

esterlesme

R-COCH + R'-OH , > R'-COOR + H,O0

T

asit aikol hidroliz ester su

Dengenin esterlesme lehine olugmasi ig¢in, asidin veya
alkoléin agirisinin alinmasi, olugan esterin veya su-
yun dengeden ¢ikarilmasi gerekir. Pratikte segenekle-
rin ikisi beraber uygulanir. Asit veya alkolden uygun

olaninin agirisi alinirken esterin kaynama noktas:

»
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digstik ise fraksiyonlu destilasyon ile reaksiyon orta-
mindan uzaklagtirilir. Dedilse asidin katalitik mik-
tardan ¢ok fazlasi alinarak olugan su susuz asit ta-

rafindan hidrasyonla tutulur.

2.2.3. Enzimatik Esterlegsme Reaksiyonlara

Glinimizde dider organik sentezlerde oldudu gibi
esterifikasyon reaksiyonlarinda da enzimler bazi 6-
nemli avantajlari nedeniyle siklikla kullanilmaktadir
(Lazar, G., vd., 1986, Gatfield, I.L., 1987, Halling,
J., 1984, Iwai, M., Okumuro, S., 1980). Ozellikle es-
teraz ve lipaz enzimlerinin spesifiteleri ve selekti-
vitelerinden yararlanarak dider kimyasal ydéntemlerle
eldesi zor ve pahali olan ticari dneme sahip tUriinle-
rin elde edilmesi amaciyla uygulanmaktadir (Sadiroglu
A., Telefoncu, A., 1992, Cambou, B., Klibanov, A.M.,
1984). Serbest enzimlerin 1limli gartlar gerektirme-
si, hassas spesifite ve selektiviteleri yaninda, ka-
talizledigi reaksiyonun hizini 162 kat arttairabilmesi

cazip avantajlaridir. Ancak wuygulamada sudaki ¢dzi-
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nirlikleri nedeniyle reaksiyon ortamindan ayrilma
glicligdl ve denatiirasyon sorunlari ortaya ¢irkar. Bunun
i¢gin serbest enzimler yerine inert desteklere immobi-
lize edilmis enzimlerin katalizatér olarak kullanimi
tercih edilmektedir.

Lipazlar gliserin esterlerini hidrolizleyen en-
zimler olarak taninirlar. En dnemli ézellikleri hid-
roliz tepkimelerini hidrofobik ara diizeylerde yiksek
etkinlikle ylUritebilmesidir. Bu ilk kez Willstatter
ve calisma grubunca belirlenmigtir (Wilstatter, R.,
vd., 1923). Yapilan aragtirmalar sonunda lipazlarin
su igeridi diisiik organik ortamlarda hidrolizin tersi-
ni yani esterlestirmeyi gergeklegtirdigi bulunmusgtur.
Reaksiyon ortami enzimin cinsine gére degigen, digik
su icerikli organik g¢éziiciden olugan ¢ift fazli sis-
tem olup, su; enzimi koruyan, reaksiyonu kolaylagti-
ran bir faktérdir. Su iceriginin artmasi reaksiyonun
hizinin hidroliz 1lehine; azalmas:i: esterifikasyonun
lehinedir (Gatfield, I.L., 1987, Iwai, M.,vd., 1984).
Ancak 6zellikle esteraz aktivitesinin max. dederine
organik ortamin su igeridinin Onceden optimizasyonu

ile ulagsilabilecedi unutulmamalidir.
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Degisik aragstirma gruplari tarafindan immobilize
lipazlar transesterifikasyon (Cambou, B., Klibanov,
A.M., 1984, safiroglu, A., Telefoncu, A., 1992) , in-
teresterifikasyon (aAydemir, T., Telefoncu, A., 1991,
Yokozeki , K., wvd., 19B4),esterifikasyon ve hidroliz
reaksiyonlarinda basariyla kullanilmiglardir (Cambou,

B., Klibanov, A.M., 1984, Ekiz, H.I., vd., 1987).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

L-Prolin, L-Tirozin, L-Histidin, DL-Triptofan,
Glisin, Tripsin, Metanol, Etil Metil Keton, 2-Propa-
nol, Izo Amilalkol, Izo Oktan, n-Butanol, Aseton, Pi-
ridin, n-Benzol, Glasial Asetik Asit, Hegzan, Ninhid-
rin, silikajel G-60, Na,HPOQ, 12 H, 0, NaHpPO, 2 H,O0.

Yukaridaki maddelerin hepsi merck olarak segil-

migtir.

3.2. KULLANILAN ALETLER

* pH Metre : WTW yapimi, 537 model, microproces-
sor Ph metre. Elektrodu WTW firmasinin E50 tipinde
kombine elektrod.

* UV Lamba : Min UVIS, UV 254/366 nm, DESAGA Nr:
13/200.

* Etliv : Elektromag marka, 20-80°C arasi, termos-
tatla.

* calkalayici : Termostatli, Kottermann Labortech-
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nik, 220v, 0.5 AMP-T.

* Gaz Kromatografisi : GC-6AM Shimadzu, Integratér
Chromjet Spektra-Physics.

* Ince Tabaka Seti : TLC Basic Set, DESAGA GnbH-
postfach 101969-D 6900 Heidelberg.

* Kadit Kromatografisi Seti.

3.3. GBZELTILER

Deneysel cgaligmalar igcin asgadida belirtilen ¢o-

zeltiler hazirlanmigstar.

* Fosfat tamponu (0.1 M, pH:8)
* Izo amilalkol (A)
* Izo propanol (B)
* Etil metil keton (C)
* N-benzol (D)
* Izo oktan (E)
* Ninhidrin ¢ézeltisi (Asetonda %0.2 'lik)
Yukar:ida adi1 gecgen ¢éziliciler bundan sonra yanin-

da g8sterilen sembolleriyle belirtileceklerdir.
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3.4. YONTEM

3.4.1. COzilicii Cinsinin Enzimatik Peptid Sentez-

lerine Etkisinin Belirlenmesi

Bir proteolitik enzim olan tripsin enzimiyle
peptid sentezlerine ¢6zlicl olan organik ortamin cin-
ginin etkisini belirlemek amaciyla farkli karbon sa-
y1l1 iki alkol, bir keton, bir hidrokarbon, bir de
doymus hidrokarbon seg¢ilmigtir. Alkoller, izo amilal-
kol ve izo propanol olup, organik reaksiyon ortaminin
polaritesi ve polarlik derecesinin etkisinin incelen-
mesi amac¢landidindan bu alkoller tercih edildiler.
Polaritesi disgik keton, etil metil keton olup, bu
¢dziliclilerin etkisiyle apolar g¢dzlicilerden, n-benzol
ve izo oktan reaksiyon ortam:i olarak kullanildigdinda
enzimatik peptidlerin sentezindeki dedisme gdzlenmig-

tir.

3.4.2. Reaksiyon Karigimlarinin Hazirlanigi

* Fosfat Tamponunun Hazirlanigi



38

NaH,PQ.2 H,0 'dan 2.5492 g. tartildi. 100 ml bi-
degtile suda ¢déziildii. Diger taraftan, Na, HPQ.12 H,O
dan 4.7062 g. tartild: ve 100 ml Dbidestile suda ¢é-
zildyi. Sonra iki sistem karigtirilip, toplam 300 ml
olacak gekilde su ile tamamlandi ve doygun NaOH ¢ézel-

tigiyle pH:8 olacak gekilde ayarland:.

* Fosfat Tamponu Ile Doygun Izo Amilalkol Cdzeltile-
ri ( A, A, A,, A,)

40 ml fosfat tamponuyla 40 ml izo amilalkol ayir-
ma hunisinde 10 dk. ¢alkaland:i. Ustteki organik faz
ayrildi. Bu ¢é6zeltilerin hepsi 9 ml tamponla doygun i-
zo amilalkol (%10 tampon), 1 ml metanol, 0.5 ml tam-
pon, 200 mM (40 mg) glisin, 1 mg tripsin igermektedir.
Buna ilaveten her birine sirasiyla 50 mM agadidaki a-

mino asitler eklenmistir.

A - 5.75 mg Prolin
A, ———-—- 9.05 mg Tirozin
3, ————- 7.75 mg Histidin

A, -——— 10.2 mg Triptofan
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* Fosfat Tamponu Ile Doygun Izo Propanol Cézeltileri
(B,, B, B;, B)
Izo amilalkol yerine izopropanol alindi ve B, :Pro-
linli, B,:Tirozinli, B:Histidinli, B, :Triptofanli ¢o6-

zeltiler hazirland:i.

* Fosfat Tamponu lIle Doygun Etil Metil Keton Cézel-
tileri (¢, G, C,, C)
Cézicli olarak etil metil keton alindi ve C, :Pro-
linli, C,:Tirozinli, G:Histidinli, C,:Triptofanl: ¢o—

zeltiler hazirlandi.

* Fosfat Tamponu 1Ile Doygun N-Benzol gézeltileri
(D,, 0, D,, D)

¢ézlici olarak benzol alindi. D, :Prolinli, D[:Ti-

rozinli, D, :Histidinli, RQ: Triptofanli g¢ébzeltiler ha-

Zzirlandzi.

* Fosfat Tamponu Ile Doygun Iz2o0 Oktan Goézeltileri
(E,, B, E;, E)
Coztici olarak 1izo oktan alindi. E,:Prolinli,

E, :Tirozinli, E:Histidinli, E,:Triptofanli g¢bzeltiler
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hazirlandi.

3.4.3. Peptidlerin Sentezlenmesi

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan reaksiyon
karisimlari termostatl:i galkalayicida 25-30° C'de 20
saat c¢alkalanarak peptidlerin sentezlenmesi gergekleg-

tirildi.
3.4.4. trinlerin Analizi

Sentezlenen iliriinlerin analizleri amaciyla kag:it,
ince tabaka ve gaz kromatografisi teknikleri kulla-
nilmigtir. Kafit ve ince tabaka kromatografisi tek-
nikleri amino asitleri ve peptidleri ayirmada uygun
destek ve g¢oziicli sistemi ile iyi ayirim sa§ladikla-

rindan tercih sebebi olmuglardir.

3.4.4.1. Kadi1t Kromatografisi Uygulamalari (KC)
Amino asitlerin kalitatif tayini ig¢in iyi bir a-

yirim metodu olan kagdit kromatografisi de kullanil-
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migtir.
Gerekli maddeler ":
- 20%20 cm.lik wattmann no:l kagid:
~ Belirte¢ c6zeltisi (Asetonda %0.2'lik ninhidrin)

- Cbzgen sistemleri

Reaksiyon karigimlari kadgit lUzerine tatbik edil-
dikten sonra kagit, icinde cézgen bulunan tanka yer-
legtirildi.

Cézgen sistemi olarak n-butanol:piridin:su (1:1:1)*16 .
kullanildi. Yaklagik 2.5-3 saatte 14-15 cm. lik yik-
selme sonunda kagit tanktan gikarilip kurutuldu. Uze-
rine belirteg c¢6zeltisi piliskirtildikten sonra amino
asitlerin mavi-mor renkler verdikleri gdrildi ve RE

dederleri hesaplandi.

3.4.4.2. Ince Tabaka Kromatografisi Uygulamalar:i(TLC)

Reaksiyon karisimlarina ayri ayri ince tabaka kro-

matografisi uygulanmistir. Reaktifler ve ilrinler mole-
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kil kiitlesi ve polarliklarina bagli olarak ince tabaka
lizerinde c¢bzgen tarafindan farkli uzakli§a siriklendi-
ler.

Gerekli maddeler:

20*%20 cm. cam plakalar
- 5 g. silikajel G.-60 (herbir plaka igin)

14 ml bidestile su

Belirteg ¢6zeltisi (Asetonda %0.2'lik ninhidrin)

1

Cdzgen sistemleri

5 g. silikajel G tartilip lzerine 14 ml bidesti-
le su eklenerek homojenizasyon saflandi. Bu sispansi-
yon temiz ve kuru 20*20 cm.lik cam plakaya 6zel aygi-
ti1 yardimiyla dizgin bigimde yayildi. Etivde 45 dk.
105° C'de kurutuldu. Tabaka lizerine érnekler tatbik e-
dildi ve daha 6nceden belirlenen en iyi ayirimi sagla-
yan ¢8zgen sistemini bulunduran tanka konuldu. Ortala-
ma 3 saatte 15-16 cm. ytkselmeden sonra plakalar Kkro-
matografi tankindan ¢ikarilarak kurutuldu. Uzerine on-
ceden tayin edilen belirteg g¢ézeltisi pilskirtilerek
lekelerin belirmesi izlendi. Renkler UV 18181 altinda

gbzlendi.
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Cozgen sistemi

n-butanol : glasial asetik asit : su (12:3:5)*2

3.4.4.3. Gaz Kromatografisi (GC)

Gaz kromatografisi de diger kromatografi c¢esit-
leri gibi bir karigimda bulunan maddeleri ayirmaya ya-
rar. Gaz kromatografisinden gesgitli yararlar sadlanir.
Bunlari géyle siralamak miumkindir:

~Verilen bir numune icindeki ugucu maddelerin sayi-
sinin tayini,
-Bir maddenin saf olup olmadi§inin aragtirilmasa,

-Yeni geligtirilen bir metodun ne derecede duyarl:

oldudunun aragtirilmasi.
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Gaz kromatografisi sartlar:
Kolon : 3 m.uzunlugunda cam kolon
Kolon dolgu maddesi : Poli etilen glikol

Enjeksiyon Sicakligi : 250°C

Girig Sicaklig: : 190° C

Final Sicaklig: : 195° C

N, Gegig Hiz:i : 65-70 ml/min.
H, Gec¢is Basinci : 0.82 kg/cdt
Hava Basinci : 0.7 kg/cm
Enjeksiyon Hacmi : 1 Ml

3.4.5. Dedigen Su Igerikli Reaksiyon Karigimlari-—

nin Hazirlanmas:

* 1zo amilalkoliin %5 Su Igeren (Coézeltileri (5a,,
5A,, 53, 54,)
Bu ¢ézeltilerin hepsi 9 ml tamponla doygun izo a-
milalkol (%5 tampon), 1 ml metanol, 200 mM (40 mg)gli-
sin, 1 mg tripsin igermektedir. Buna ilaveten herbiri-

ne sirasiyla agsagidaki amino asitler eklenmigtir.
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54, -—---- 5.75 mg Prolin
53, ———~—-— 9.05 mg Tirozin
53, —-——~-— 7.75 mg Histidin
5, ————-— 10.2 mg Triptofan

* Izo propanoliin %5 Su Igeren GC6zeltileri (5B,, 5B,
5B,, 5RB)

Izo amilalkol vyerine izo propanol alindi1 ve

5B, :prolinli, 5B:tirozinli, 5B,:histidinli, 5B;trip-

tofanli ¢ézeltiler hazirlandi.

* Etil metil ketonun %5 Su Iceren Gézeltileri (5C,,
5C,, 5G, 5C,)

¢ozlicti olarak bu kez etil metil keton alindi ve

5C,:prolinli, 8C:tirozinli, 5C,:histidinli, 5C;trip-

tofanli ¢oézeltiler hazirland:i.

* Izo Amilalkolin %10 Su Igeren (Qézeltileri (10a,,
10a, , 103, 10a,)
Bu g¢é6ézeltilerin hepsi 9 ml tamponla doygun izo
amilalkol, 1 ml metanol, 0.5 ml tampon, 200 mM (40

mg) glisin, 1 mg tripsin igermektedir. Buna ilaveten
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herbirine sirasiyla agadidaki amino asitler eklenmig-

tir.

10a, ————- 5.75 mg prolin
106, ————- 9.05 mg tirozin
10A, ————- 7.7% mg histidin
10A, —-———- 10.2 mg triptofan

* Izo Propanoliin %10 Su Ig¢eren Cbézeltileri (10B,,
10B, , 108, 10B,)
Izo amilalkol vyerine 1izo propanol alindi ve
10B, prolinli, 10B:tirozinli, 10B,:histidinli, 10R:

triptofanl: ¢dzeltiler hazirland:.

* Btil Metil Ketonun %10 Su Iceren Cézeltileri (10C,,
10c;, , 10G, 10C,)
Coztici olarak bu kez etil metil keton alindi.
10C, :prolinli, 10G:tirozinli, 10C,:histidinli, 10G:

triptofanly ¢dzeltiler hazirlandi.

* N-Benzolin %10 Su I¢ceren (ézeltileri (10D,, 101,

10D, , 10DL)
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Cézluci olarak n-benzol alindi ve 10D, :prolinli,
10D, :tirozinli, 10NQ:histidinli, 10D, :triptofanly c¢o-

zeltiler hazirland:y.

* Tzo Oktanin %10 Su Iceren Cozeltileri (10E,, 10E,
10E, , 10E)
Bu kez ¢éziicli olarak izo oktan alindi. 10E, :pro-
linli, 10E, :tirczinli, 10F:histidinli, 10E,:tripto-

fanli cozeltiler hazirland:.

* Izo amilalkolin %15 Su Iceren Cdézeltileri(15a, ,
153, , 153, 15a,) ,
Bu cdézeltilerin hepsi 9 ml tamponla doygun izo
amilalkol (%15 tampon) , 1 ml metanol, 1 ml tampon,
200 mM glisin, 1 mg tripsin igermektedir. Buna ilave

olarak herbirine sirasiyla asagidaki amino asitler ek-

lenmistir.
154, -———- 5.75 mg prolin
154, ————- 9.05 mg tirozin
15, ————- 7.75 mg histidin

15A, ——-—— 10.2 mg triptofan
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* Izo propanolin %15 Su Igeren GCbtzeltileri (15B,,
15B, , 15B,, 15B,)
Izo amilalkol yerine izo propanol alindi ve 15B, :
prolinli, 15B;, :tirozinli, 15B:histidinli, 15B,:tripto-

fanl: ¢ézeltiler hazirland:i.

* Btil Metil Ketonun %15 Su Igceren ¢ozeltileri (15C,,
15C, , 15BG, 15C,)

Bu kez c¢oézlici olarak etil metil keton alindi. Son-

ra 15C, :prolinli, 15G:tirozinli, 15C,:histidinli, 15C; .

triptofanli ¢ézeltiler hazirland:.

¥ Izo amilalkolliin %20 Su Iceren Coézeltileri (20a2,,
203, , 20a,, 204,)

Bu g¢ézeltilerin hepsi 9 ml tamponla doygun izo
amilalkol (%20 tampon) , 1 ml metanol, 1.5 ml tampon,
200 mM glisin, 1 mg tripsin igermektedir. Buna ilave-
ten her birine sirasiyla asa§idaki amino asitler ek-

lenmigtir.

20a, ————- 5.75 mg prolin

20, ————- 9.05 mg tirozin
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20a, -—-——- 7.75 mg histidin

200, ————- 10.2 mg triptofan

* Izo propanclin %20 Su Igeren (Cozeltileri (20B,,
20B, , 20B, 20B,)
Izo amilalkol yerine izo propanol alindi ve 20B, :
prolinli, 20B, :tirozinli, 20R:histidinli, 20B,:tripto-

fanl: c¢ézeltiler hazirlandi.

* Etil Metil Ketonun %20 Su Igeren Cézeltileri (200,5
20c;, , 20G, 20C,)
Bu kez ¢oézilicii olarak etil metil keton alindi. 20C,:
prolinli, 20C, :tirozinli, 20G:histidinli, 20C,:tripto-

fanli ¢ézgeltiler hazirland:.

3.4.5.1. Reaksiyonlarin Gergeklegtirilmesi

Yukarida belirtilen gekilde hazirlanan ¢ézelti-

ler termostatli galkalayicida 25-30° C'de 20 saat gal-

kaland:.
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3.4.5.2. Reaksiyon Karigimlarinin Kagdit, Ince Ta—

baka Ve Gaz Kromatografileri Ile Analizi

Degigen su igerikli reaksiyon karigimlarinin ana-
lizinde yine kadit, ince tabaka, gaz kromatografisi

teknikleri kullanilmigtir.
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4. DENEYLER VE BULGULAR
4.1. COzicid Cinsinin Peptidlesmeye Etkisi

Daha ¢nce anlatildidi gekilde hazirlanan reaksi-
yon ortamina 6nce ayri ayri her amino asitin tepkime-
lerde kullanilan miktarlari, enzim varlidinda ilave
edilmis ve reaksiyon sartlarinda calkalanip, bekle-
tilmis, her birinin kagit, ince tabaka ve gaz kroma-
tografileri alinmigtair.

Bununla amaglanan; amino asit-g¢géziici etkilegsme-
sinin (6zellikle alkol c¢éziciileriyle esterlesme) olup
olmadiginin belirlenmesidir. Cinkdl enzim katalizli
ortamda beklenen peptid tlirtinleri yaninda ester’ﬁrﬁn—
lerinin de olugsmas: mimkindir. Bdylece peptid uUrini
yaninda yan itrinler de 6nceden belirlenmig, asil re-
aksiyon driinleriyle kargilasgtirilarak irin kompozis-
yonu daha dogru aciklanmigtir.

Amino asitlerin organik céziicilerdeki g¢ézinir-
likleri az, sudaki ¢ézlindrltkleri ise goktur. Kullan-
di1dimi1z reaksiyon karisimlarinda organik ¢bézici yluz-

desi yiiksek oldudundan amino asitlerin ¢dzinirlugu-
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niin arttirilmasi amaciyla her karigima tampon yanin-
da metanol de eklendi. Literatirlerdeki benzer calisg-

malarda da metanol ayni amacgla kullanilmistir.

4.1.1. 1zo Amilalkol Coziclislinin Etkisi

Asagida fosfat tamponu (0.1 M, pH:8) ile doygun
izo amilalkollli ortamda sirasiyla prolin, tirozin,
histidin, triptofan ve glisin amino asitlerinin reak- .,
siyon karigimlarina wuygulanan kad§it kromatografisi
Sekil 4.1. de, Rf dederleri ve renkleri Tablo 4.1.de;
ince tabaka kromatografileri Sekil 4.2. de, Rf deger-
leri ve renkleri Tablo 4.2. de verilmigtir.

Bunlar su kapsami degistirilerek gergeklegtiri-
len diger reaksiyon karisimlari i¢in de referans ola-

rak kullanilmigtir.
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Sekil 4.1. Tamponla doygun

izo amilalkolde amino asit-
lerin kag§it kromatogrami.

4
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Tablo 4.1. Fosfat tampo-
nuyla doygun izo amilal- . .
kolde amino asitlerin tek
tek Rf degerleri,renkleri.

—— o —— ————p— 7t - —— — Mo — —— - —— o — ———

Amino asit Rf Renk
Prolin 0.50 sari
Tirozin 0.56 pembe
Histidin 0.34 mor
Triptofan 0.67 pembe
Glisin 0.37 mor

Tablo 4.1. deki Rf deferlerinden amino asitle}in izo

amilalkol c¢dzicilisiiyle reaksiyon vermedigi

O
0

- - - » - .

1 2 3 4 5
$ekil 4.2. Tamponla doygun
izo amilalkolde amino asit-
lerin ince tabaka -kromatog-
ram:i,

gdriilmektedir.

Tablo 4.2. Tamponla doygun
izo amil alkolde amino asit
lerin Rf degerleri,renkleri

Amino asit Rf Renk
Prolin 0.34 sara
Tirozin 0.45 agik pembe
Histidin 0.25 morkirmizi
Triptofan 0.25 kahverengi
Glisin 0.33 agikmor
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* Glisin~-Prolin peptidinin reaksiyon denklemi;

COOHHC ~CH, H o
HN_é_H [ | 1| HaC—CH,
2T ’HZC CH-COOH: H,N~CH—C — N | .

H ” -H,0 C"CH2 |

H COOH |

* Glisin-Tirozin peptidinin reaksiyon denklemi;

COOH
HN-C- HeHO~{&-CH,x CH-COOH
H NH

H 0
J 1
2N-CH-C-NH-CH-COOH
-Ho ]
2 CH
2

1
OH
* Glisin-Histidin peptidinin reaksiyon denklemi;

HO
Y ¢ Y_CH,-CH-COOH H
N-C- H*lr e, ——= HZN-CH~C NH-CH-COOH
¥ [,
\7
N
H
* Glisin-Triptofan peptidinin reaksiyon denklemi;

COOH 0
- CHy-CH-COOH ——> ]
zN—c: H‘@U Hy-CH-CO H?H‘.‘H-C-NH CH-COOH

NH -H0
R M @rc“z

4.1.1.1. Fosfat Tamponu Ile Doygun Izo Amilalkol

Coziliciilt Ortamda Peptid Sentezleri
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Tablo 4.3. Fosfat tam-
ponuyla doygun izo amil
alkollti ortamda olusan
peptidler, Rf dederleri.

————— — ——— — o ——— —— — o " — S — G ——— —

A, 0.47 eflatun
0.41 koyu mor
A, ——— —_——
A, ——— ===
i 2 3 4 A, 0.72 sari

Sekil 4.3. Tamponla doygun
izo amilalkolde (A) reaksi-
yon karigimlarinin Kka§it

kromatogrami.

Ayni ortamda yapilan ince tabaka kromatografisi so-

nuclarindan %10 izo amilalkolde, 254 nm.de hig¢ irin gdéz-—

lenememigtir. %10 sulu izo amilalkolli ortamdan elde e-

dilen gaz kromatografisi Sekil 4.35. de verilmigtir.
4.1.2. Izo Propanol CbéziiciisiiniGn Etkisi

Asagyida fosfat tamponu ile doygun izo propanollil or-
tamda sairasiyla prolin, tirozin, histidin, triptofan ve
glisin’'in reaksiyon karigsimlar: ic¢in referans olarak kul-

lanilan kagit kromatografileri §ekil 4.4. de, Rf deger-
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leri Tablo 4.4. de; ince tabaka kromatografileri Sekil
4.5., Rf dederleri Tablo 4.5. de verilmigtir. Bunlar su
kapsami degigtirilerek gergeklegtirilen dider reaksiyon-
larda referans olarak kullanildilar.
Tablo 4.4. Tamponla doygun

izopropanolde amino asitle-
rin kadit kromatografisi.

v —— — o — s o, o T T e " e (ot o o o S o

Amino asit RE Renk
e Prolin 0.32 sarimor
@ - Tirozin 0.66 morkirmizi
Histidin 0.19 nmavi
Triptofan 0.49 morkirmizi
O O Glisin 0.43 mor
1

Sekil 4.4. Tamponla doygun
izopropanolde amino asitle-
rin kagdit kromatogrami.
Ayn1 ortamda alinan ince tabaka kromatografisi sonug-

lari Sekil 4.5. de, Rf degderleri ve 366 nm. deki renkleri

Tablo 4.5. de gbtrilmektedir.



1 2 3 4 5
Sekil 4.5. Doygun izopropa-

nolde amino asitlerin ince
tabaka kromatogrami.
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Tablo 4.5. Tamponla doygun
izopropanolde amino asitle-

rin ince tabaka kromatogra
fisi sonuglar:.
Amino asit RE Renk
Prolin 0.28 Sar:
Tirozin 0.43 koyumor
Higtidin 0.15 mor
Triptofan 0.77 kahve-
rengi
Glisin 0.34 pembe

4.1.2.1. Fosfat Tamponu Ile Doygun Izo Propanol

Cozilcild Ortamda Peptid Sentezleri

Sekil 4.6. Doygun izo propa-
nolde (B) reaksliyon karigim-

larinin kagit kromatogrami.

Tablo 4.6. Doygun izopropa-
nolde peptidlerin kadit kro-
matografisi sonucglar:.

——— — o, . o g (s e e S o Gt e P, . e S G e S S B S

Peptid RE Renk
B, ——— ———
B, ———— ————
B, 0.06 bordo
B, 0.07 bordo
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Izo propancolde alinan ince tabaka kromatografisi so-
nuglari da Sekil 4.7. de, Rf degerleriyle 254 nm. deki
renkleri de Tablo 4.7. goérilmektedir.
Tablo 4.7.Doygun izopropa-

nolde irinlerin ince taba-
ka kromatografisi.

&

s s s e et (e e . e T G St o —— T — ———— 11 2 T

2
».l

é B, 0.22 acgikkahve
: B, 0.20 ac¢ikkahve
' B, 0.22 acikkahve
‘.’ "’ !!’ E, 0.23
n

e e et e Brete e e . e T ——— o o o — ———— — — g S

acikkahve

3 y

N3

Sekill 4.7.1zopropanoclde reak-
slyon karigsimlarinin (B)ince
tabaka kromatogrami.

Ayni ¢bziclu ortamindan elde edilen gaz kromatografi-

si sonuglari da Sekil 4.36. da verilmigtir.

4.1.3. Etil Metil Keton (¢Oziiclisiiniin Etkisi

Agagida fosfat tamponuyla doygun etil metil keton
¢6zlciilii ortamda sirasiyla prolin, tirozin, histidin,
triptofan ve glisin amino asitlerinin reaksiyonlarda re-

ferans olarak kullanilan kadit kromatografileri Sekil 4.8
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de, Rf dederleri Tablo 4.8. de; ince tabaka kromatografi-

leri sekil 4.9., Rf deferleri ve 254 nm. deki renkleri

Tablo 4.9. da; verilmistir.

Tablo 4.8. Doygun etil metil
ketonda amino asitlerin kagdit
kromatografisi Rf degerleri.

———— . —— — — . (o (o S o (. (e S S (. S S T S e S

Amino Asit RE Renk
Prolin 0.31 pembe
Tirozin 0.47 eflatun
Histidin 0.20 mor
Triptofan 0.60 pembe
Glisin 0.47 mor

. . . -

2 3 4 5 .
Sekil 4.8. Doygun etil metil

ketonda amino asitlerin ka-
g1t kromatogrami.

Ayni ortamda ytlriutilen ince tabaka kromatografisi Se-

kil 4.9 da, Rf degerleri ve 254 nm. deki renkleri Tablo

4.9, da verilmigtir.
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' ﬂ O Tablo 4.9. Doygun etil metil

ketonda amino asitlerin ince
tabaka kromatografisi.

<:> Amino asit Rf Renk
Prolin 0.32 sari
O Tirozin 0.36 pembe
L) Histidin 0.18 eflatun
Triptofan 0.56 kahverengi
Glisin 0.37 sari mor

1 2 3 4 5
Sekil 4.9. Doygun etil metil

ketonda amino asitlerin ince
tabaka kromatogram:i.

4.1.3.1. Fosfat Tamponu Ile Doygun Etil Metil Keton

Coziiclilt Ortamda Peptid Sentezleri

Tablo 4.10. Doygun etil me-
til ketonda peptidlerin ka-
g1t kromatografisi.

i, (o o e . e s T et f P B, e o B, B e . S e St Vi

Peptid RE Renk
C, 0.52 eflatun

0.57 eflatun
C,; 0.50 eflatun
C, 0.52 eflatun
C, 0.56 eflatun

0.10 beyaz

Sekil 4.10. Doygun etil metil
ketonda (C) reaksiyon kari-
gimlarinin kagit kromatogrami.
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Ayni g¢dzlciyle yiriitilen ince tabaka kromatografisi
Sekil 4.11. de, Rf dederleri ve 366 nm.deki renkleri Tab-
lo 4.11. de gbriilmektedir.

Tablo 4.11. Doygun etilmetil
ketonda peptidlerin Rf deder-

leri ve renkleri.

(} Peptid Rf Renk
C, 0.16 acgikpembe
0.30 acik mor
C, 0.16 acikpembe
C, 0.24 saraimor
C, 0.14 pembe
0.18 beyaz
0.24 mavimor

Sekil 4.11.Etilmetil ketonda
(C) reaksiyon karigimlarinin
ince tabaka kromatogram:i.

Ayni ortamdan elde edilen gaz kromatografisi sonugla-

ri1 Sekil 4.37. de verilmigtir.

4.2. DeJigen Bu Icerigine Godre Peptid Sentezleri

4.2.1. %5 Sulu Izo Amilalkollii Ortamda Peptid

Sentezleri



O

[ - )
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_ Tablo 4.12. %5 sulu izo amil
‘itb alkolld ortamda peptidlerin
é&p Rf dederleri ve renkleri.

et P T T G W T S o — ot S T T_—— e, it S . o I bl D by

Peptid Rf Renk
54, —-——— ———
54, ———— ————
5A, 0.71 sari

1 2 3 b
Sekil 4.12. %5 sulu izo amilal-

kolld (5A) ortamda reaksiyon ka-
rigimlarinin kagit kromatogrami.

Ayni ortamda ylridtiilen ince tabaka kromatografisi Se-

kil 4.13. de, Rf degerleri ve 366 nm.deki renkleri Tablo
4.13. de verilmistir.
@) ' O Tablo 4.13. %5 sulu izo amil
N\ alkollli ortamda peptidlerin
Rf deferleri ve renkleri.

——— —— " —— — —— — 1.ty (o S

s ——— — S — o —— i o > it o St S S P e S S

———— ———

0.48 acikkahve
0.79 morkahve
0.33 acikmor
0.45 agikkahve

R N D
Sekil 4.13. %5 sulu izo amil
alkolld (5A) ortamda reaksi-~
yon karigimlarinin fnce taba-
ka kromatogram:..
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4.2.2. %10 Sulu 1Izo Amilalkollé oOrtamda Peptid

Sentezleri

Sekil 4.14. %10 sulu izo
amil alkolld (10A) ortam-
da reaksiyon karigimlari-
nin kagit kromatogrami.

Tablo 4.14. %10 sulu 1izo
amil alkolde reaksiyon ka-
rigimlarinin Rf deferleri
ve renkleri.

———— — —— ——— —_— 1, (. o, Yo, s . b S s S e S

Peptid RE Renk
10A, 0.41 koyu mor
0.47 eflatun
10A, ———— ———-
10a, —-——— ———
10A, 0.72 sari

%10 sulu izo amil alkolldt ortamdan ince tabaka kro-

matografisine g6ére hic Urin elde edilememigtir.

4.2.3. %15 Sulu Izo Amilalkol (Codzlciili Ortamda

Peptid Sentezleri
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Tablo 4.15. %15 sulu izo a-
mil alkolld ortamda peptid-
e~ lerin Rf degerleri ve renk-
geleri.

——— —— — . ot s S P e S " S — . i S ot

154, 0.09 gsarikahve
0.007 pembe
154, 0.10 sarikahve
~ 154, 0.08 sarikahve
0.007 pembe
154, 0.09 sarikahve
. 0.01 pembe

Sekil 4.15. %15 sulu izo amil
alkollu (15A) ortamda reaksi-
yon karisgimlarinin kagit kro-
matogrami.

%15 sulu izo amilalkolll ortamdan elde edilen 1ince
tabaka kromatografisi Sekil 4.16. da, Rf dederleri ve 366
nm.deki renkleri Tablo 4.16. da verilmigtir.

(::)Tablo 4.16. %15 sulu izo amil
alkollii ortamda peptidlerin
Rf deferleri ve renkleri.

. ————- — ——— — . — iy {—— {— S — . G (e s O 2l B Wt

£ Tea LTI
3
0 154, 0.40 kahve
0.53 .8ari
(:) 154, 0.39 kahve
154, 0.37 kahve

Sekil 4.16. %15 sulu izoamil-
alkolld (15A) ortamda reaksi-
yon karigimlarinin ince taba-
ka kromatogram:.
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4.2.4. %20 Sulu 1Izo Amilalkollii Ortamda Peptid
Sentezleri
Tablo 4.17. %20 sulu izo amil

alkollii ortamda peptidlerin
Rf dederleri ve renkleri.

—— e 4 o e A o S e P B G P S Y P ke e S e S S St bt S

Peptid RE Renk
204, 0.26 sarikahve
0.09 beyaz
204, 0.25 sarikahve
0.14 beyasz
203, 0.26 sarikahve
0.09 beyaz
204, 0.14 sarikahve
0.01 beyaz

Sekil 4.17. %20 sulu izoamil-
alkollti (20A) ortamda reaksi-
yon karigsimlarinin kadit kro-
matogrami.

%20 sulu izo amilalkollit ortamda reaksiyon kari-
simlarinin ince tabaka kromatografisi $ekil 4.18.°'de
Rf dederleri ve 366 nm. deki renkleri Tablo 4.18. de

verilmigtir.



6
Tablo 4.18. % 20 sulu izo a-

@ milalkollid ortamda peptidle-
rin Rf dederleri ve renkleri.

6
' o) Peptid Rf Renk
O N N .- S ' N
' 202, .50 agikmor

———— - ——— —t— — — — . — T e S — = S — " " i " T

0
203, 0.47 acikmor
: 0.77 koyumor
204, 0.76 mor
204, 0.48 acikmor
0.78 mor

1 2 3 4
Sekil 4.18. 8%20 sulu izoamil-
alkolli (20A) ortamda reaksi-

yon karigimlarinin ince taba-
ka kromatogram:.

4.2.5. %5 Sulu Izo Propanol (¢o6ziiciild Ortamda Peptid

Sentezleri
%5 gulu izo propanollii ortamda ka§it kromatografisi-

ne gére peptid sentezlenmemisg, Sekil 4.19. da gérildugu

gibi ester sentezi gercgeklestirilmistir.

Sekil 4.19. %5 sulu izo
propanolli ortamda reak-
siyon karisimlarinin ka-
g1t kromatogrami.
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%5 sulu izo propanollii ortamda elde edilen ince taba-
ka kromatografisi sonuglari Sekil 4.20. de, Rf dederleri
ve 366 nm.deki renkleri Tablo 4.20. de verilmigtir.
Tablo 4.20. %5 sulu izo p-

ropanollid ortamda trinle-
rin Rf deferleri, renkleri

() Ester REf Renk
. . 5B, 0.38 kahverengi
5B, 0.38 kahverengi
5B, 0.36 kahverengi
5B, 0.35 kahverengi

Sekil 4.20. %5 sulu izo
propanolld (5B) ortamda
reaksiyon karisimlarinin
ince tabaka kromatograma.
4.2.6. %10 Sulu Izo Propanol Céziciili Ortamda Peptid

Sentezleri
Tablo 4.21. %10 sulu izo

propanolli ortamda pep-—
tidlerin Rf deferleri ve

Q renkleri.

Peptid REf Renk

10B, —_— ———
10B, ———— ———
10B, 0.06 bordo
10B, 0.07 bordo

Sekil 4.21. %10 sulu izo pro-

panolli (10B) ortamda reaksi-

yon karisimlarinin ka§it kro- .
matogrami.
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Ayn1 ortamda elde edilen ince tabaka kromatografi-
si sonuglari Sekil 4.22. de, Rf dederleri ve 254 nm.deki
renkleri Tablo 4.22. de verilmistir.
Tablo 4.22. %10 sulu izo

propanolde uUridnlerin Rf de-
@E? erleri ve renkleri.

——— —n —— — —— . " (. f— T o V. S (o ——— — ——— — {2 T

Ester Rf Renk
10B, 0.22 agikkahve
10B, 0.20 acikkahve
' 10B, 0.22 agikkahve
101, 0.23 acikkahve

Sekil 4.22. %10 sulu izo pro-
panolli ortamda reaksiyon ka-
risimlarinin ince tabaka kro-
matogrami. (10B)

4.2.7. %15 Sulu Izo Propanol Cdziiciili Ortamda Peptid

Sentezlerli

Bu ortamda kadit kromatografisine gdre urin gbzlen-

menigtir.

%15 sulu izo propanol ¢bzlctild ortamda reaksiyon ka-
risimlarinin ince tabaka kromatografisi sonuglari §ekil

4.23. de, Rf dedgerleri ve 254 nm. deki renkleri Tablo

4.23. de verilmigtir.



{
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Tablo 4.23. %15 sulu izo po-

panolli ortamda peptidlerin
Rf degerleri ve renkleri.

——— — T — — — —— - —— —— i —— ——— T~ f—— S — —t—

Peptid RE Renk
. 15B, 0.25 sari

15B, 0.20 mor

15B, 0.25 sara

Sekil 4.23. %15 sulu izopro-
panolli (15B) ortamda reak-
siyon karisimlarinin ince
tabaka kromatogrami

4.2.8. %20 Sulu Izo Propanol (dziiciili Ortamda Peptid

Sentezleri
Bu ortamda kadit kromatografisine gére peptid sentez-

,

lenememigtir.

%20 sulu izo propanol ¢b6ziiciilii ortamda elde edilen in-
ce tabaka kromatografisi sonuglari Sekil 4.24. de, Rf defer-
leri ve 366 nm. deki renkleri Tablo 4.24. de verilmigtir.
E:) Tablo 4.24. %20 sulu izo pro-

panolli ortamda peptidlerin
Rf dederleri ve renkleri.

- ——— — — — T S T —— . — S - — S — G y——— ——— t—

SES

. _ Peptid RE Renk
) O RO —wm T
' O 20B, ———— ————

20B, 0.21 beyaz
i 5 3 ) 20B, 0.18 a¢ik mor

Sekil 4.24. %20 sulu izopro-
panolde (20B) reaksiyon ka-
rigimlarinin ince tabaka k-
romatogrami.
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4.2.9. %5 Sulu Etil Metil Keton Coziliclilii Ortamda Peptid

Sentezleri
‘ Tablo 4.25. %5 sulu etil me-
() f til ketonlu ortamda peptidle-
"rin Rf degerleri ve renkleri.
. Peptid Rf Renk
<:> (i) 5C, 0.67 penmnbe
5C, 0.62 eflatun
5C, —— ————
5C, ——— ————

-
-
-

2 3 &

Sekil 4.25. %5 sulu etil me-
til ketonlu (5C) ortamda re-
aksiyon karisimlarinin kag:it
kromatograma.

%5 sulu etil metil keton c¢oézicili ortamda elde edi-
len ince tabaka kromatografisi sonug¢lari §ekil 4.26.’da,
Rf dederleri ve 254 nm. deki renkleri Tablo 4.26. da ve-
rilmigtir.

Tablo 4.26. %5 sulu etil me-

/ til ketonlu ortamda peptidle-
@i rin Rf deferleri ve renkleri.

~ 5C, 0.11 sarikahve

5C, ———— e

w‘
>

Sekil 4.26. %5 sulu etil me-
til ketonlu (5C) ortamda re-
aksiyon karigimlarinin {ince
tabaka kromatogrami.
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4.2.10. %10 Sulu RBtil Metil Keton (Cbziciili Ortamda
Peptid Sentezleri
Tablo 4.27. %10 sulu etil
metil ketonlu ortamda pep-
tidlerin Rf dederleri ve

renkleri.
Peptid RE Renk
10C, 0.52 eflatun
0.57 eflatun
10C, 0.50 eflatun
10C, 0.52 eflatun
‘ 10C, 0.56 eflatun
1 2 3 4 0.10 beyaz

Sekil 4.27. %10 sulu etil me-
til ketonlu (10C) ortamda re-
aksiyon karigimlarinin kagit
kromatogrami.
Ayni ortamdan ince tabaka kromatografisine gdére el-

de edilen sonuglar Sekil 4.28. de, Rf degerleri ve 366

/

nm. deki renkleri Tablo 4.28. de verilmigtir.

Tablo 4.28. %10 sulu etil
metil ketonlu ortamda pep-
N tidlerin Rf dederleri ve
(Y renkleri.
Peptid Rf Renk
2 ———————————————————————————
ol 10¢, 0.16 acikpembe
" 0.30 acik mor
10¢C; 0.16 agilkpembe
O 10G 0.24 sari mor
. 10C, 0.14 pembe
1 0.18 beyaz
’ 0.24 mavi mor

Sekil 4.28. %10 sulu etil
metil ketonlu ortamda reak-—
siyon karigimlarinin ince
tabaka kromatogrami.
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4.2.11. %15 Sulu Etil Metil Keton (éziiciili Ortamda

Peptid Sentezleri

%15 sulu etil metil ketonlu ortamda peptidlerin ka-
g1t kromatografisine gére Rf dederleri ve renkleri Tablo

4.29. da verilmistir.
Tablo 4.29. %15 sulu etil

metil ketonlu ortamda pep-
O O tidlerin Rf degerleri.

15C, 0.14 sarikahve
' 0.03 beyaz
15C, 0.13 sarikahve
@ 0.03 beyaz
. 15C, 0.17 sarikahve
0.03 beyaz
15C, 0.20 sarikahve
0.06 beyaz

o o o °

1 2 3 4

Sekil 4.29. %15 sulu etil me-
til ketonlu (15C) ortamdaki
kaf§irt kromatogrami.

%15 sulu etil metil keton ¢oziicili ortamda elde e-
dilen ince tabaka kromatografisi sonuglar:i Sekil 4.30.

da, Rf dederleri ve 254 nm.deki renkleri Tablo 4.30. da

verilmigtir.
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Tablo 4.30. %15 sulu etil
metil ketonlu ortamda pep-
tidlerin Rf degerleri.

— ———— —— > —— — —— — i i — " T s o ———"

Peptid RE Renk

15C, 0.24 agiksara
0.29 agiksara

15C, 0.25 agiksar:

15¢C, 0.22 acikkahve

15C, 0.20 agiksara
0

.24 agiksari

. - .

{ 2 3 4

sekil 4.30. %15 sulu etil me-
til ketonlu (15C) ortamda reak-
siyon karigimlarinin ince ta-
baka kromatogrami.

s 7

4.2.12. %20 Sulu Etil Metil Keton Coéziicili Ortamda

Peptid Sentezleri
Tablo 4.31. %20 sulu etil me-

til ketonlu ortamda peptidle-
8 rin Rf detjerleri ve renkleri.

(:) (:) Peptid RE Renk

(:) -20C, 0.47 pembe
0.06 sari

20C, 0.43 pembe

[) 0.06 sari

) 20C, 0.41 penmbe
0.04 sari

O O O 20C, 0.43 pembe
0.03 sari

12

Sekil 4.31. %20 sulu etilme-
til ketonlu (20C) ortamda re-
aksiyon karigimlarinin kagit
kromatogrami.
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%20 sulu etil metil ketonlu ortamda elde edilen ince
tabaka kromatografisi sonuglari $ekil 4.32. de, Rf deder-
leri ve 254 nm.deki renkleri Tablo 4.32. de verilmistir.

D Tablo 4.32. %20 sulu etil me-
til ketonlu ortamda peptidle-

‘ rin Rf dederleri ve renkleri.

Q
|

T 2

20C, - ————
20C, 0.11 sari
"20C, 0.14 eflatun
20C, 0.28 sari

4

(R 13

Sekil 4.32. %20 sulu etil
metil ketonlu (20C) ortam-
da reaksiyon karigimlarinin
ince tabaka kromatograma.

Tablo 4.33. Tripsin Katalizli Reaksiyon Karigimlarinin
Kagit Kromatografisine Gore Analigzi.

0.1M Fosfat Tamponuyla(pH:8)

Cozlci Cinsi Glisin + Doygun %5 %10 %15 %20
Amino Asit

Izo amilalkol - Prolin + - + + +
Tirozin - ©o- - + +
Histidin - - - + +
Triptofan + + + + +

Izo propanol Prolin - - - - -
Tirozin - - - - -
Histidin + - + - -
Triptofan + - + - -

Etilmetil keton Prolin + + + + +
Tirogzin + + + + +
Histidin + - + + +
Triptofan + - + + +

Not: (+) Reaksiyon Verenler, (-) Reaksiyon Vermeyenler
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Tablo 4.34. Reaksiyon Karigimlarinin Ince Tabaka Kro-
matografisine Gore Analizleri.

Fosfat Tamponuyla (pH:8)

¢Cozlucu Cinsi Glisin + Doygun %5 %10 %15 %20
Amino Asit

Izo amilalkol Prolin - - -
Tirozin - - -
Histidin - + -
Triptofan - + -

+ 4+ 4+
+ 4+ + +

Izo propanol Prolin = = =
Tirozin = = =
Histidin = - =
Triptofan

+ 4+ + 1
+ 4+ 1

Etilmetil keton Prolin
Tirozin
Histidin
Triptofan

+ 4+ + +
|

+ + + +

+ 4+ + 4+

+ 4+

Not: (+) Reaksiyon Verenler, (-) Reaksiyon Vermeyenler
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4.3. Reaksiyon Karigimlarinin Gaz Kromatogramlara

I s
r\ftlj ‘Q'FUI: E \1?__

Sekil 4.35. Doygun Izo Amil Alkol ¢dziclli reak-
siyon karisimlarinin gaz kromatogramlari.

l1:8af izo amilalkol, 2: Prolinli karigim, 3:Tirozinli
karisim, 4:Histidinli karigsim, 5:Triptofanli karigim
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Sekil 4.36. Doygun lzo Propanol g¢bziicili ortamda
reaksiyon karigimlarinin gaz kromatogramlar:.

1:8af izo propanol, 2:Prolinli karigim, 3:Tirozinli
karisim, 4:Histidinli karigim, 5:Triptofanli karigim
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sekil 4.37. Doygun Etil Metil Keton ¢ozlcili re—
jarinin gaz kxromatogramlarl.

aksiyon karigim
karigsinm, 3:Tirozin-

1 keton, 2:Prolinli
5:Triptofanli karigim

1:8af etil metl
jgtidinli karigim,

13 karigim, 4:H
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Sekil 4.38. Doygun N-Benzol g¢btziiclili reaksiyon
karigimlarinin gaz kromatogrami.

1:5af N-Benzol, 2:Prolinli karigim, 3:Tirozinli ka-
rigim, 4:Histidinli karigim, S5:Triptofanli karisim.
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Sekil 4.39. Doygun Izo Oktan ¢déziliciilii reaksiyon
karigimlarinin gaz kromatogramlar:.

1:8af izo oktan, 2:Prolinli karisim, 3:Tirozinli ka-
rigim, 4:Histidinli karigim, 5:Triptofanl: karisim.



81

Amino asitler ugucu olmayan bilesiklerdir. Gaz
kromatografisinde ugucu hale gelebilen bilesikler a-
naliz edilmektedir. Bu sebeple amino asitler gaz kro-
matografisi ile tayin edilmek -istendiginde 6ncelikle
ucucu tilirevlerinin hazirlanmasi gerekir.

Bunun i¢in n-butil-N-trifloro asetil veya tri
metil silil kullanilmaktadir. En az 25 mg amino asit-
le tnce wugucu tilrevler hazirlanir, sonra gaz kroma-
tografisi alinir. Klinik uygulamalarda rutin olarak
bu yoéntemle caligilmaktadir.

Asadida béyle alinmis bir amino asitler karisi-
minin n-butil-N-tri floro asetil turevi yapilmig hal-,
deki gaz kromatogramlari Sekil 4.40. da gérilmekte-
dir (Gaz kromatografisi kitabi).
: V47 on 3007120 WP, Chromosorb G; N, a1 34

cc/min; program from 125 to 260°C at 4°C/iai
‘} 2( g . atter B-min ngnitial deley. U L

16X 10-"ads,

Sekil 4.40. Amino asitlerin n-butil-N-trifloro
asetil tirevlerinin gaz kromatogrami.
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Bizim caligmamizda gaz kromatografisi, ¢éziciu o-
larak kullanilan maddelerin de§igimini belirlemek a-
maciyla kullanilmigtir. CQinkil gerek kadit kromatogra-
fisi, gerekse 1ince tabaka kromatografisi amino asit
ve peptidler ig¢in iyi bir ayirma saglamaktadir. Bu
yizden amino asit ve peptidlerin ayrica ugucu tiirev-
leri hazirlanip gaz kromatografileri alinma yoluna
gidilmemigtir. Biitin reaksiyon karisimlarina uygula-
nan gaz kromatografik analizlerinde degigsen su ige-
riklerine gére farkl:i bir durum gdézlenmedidinden or-
nek olarak yalniz %10 tampon 1igeren reaksiyon kari-
gsimlarinin gaz kromatografileri Izo amilalkolld Sekil .,
4.35. de, Izo propanollid Sekil 4.36. da, Etil metil
ketonlu Sekil 4.37. de, N-benzolli Sekil 4.38. de, I-

zo oktanli Sekil 4.39. da verilmistir.

{00.0

fes0

0.0

0.0
$00.0 400.0

00
Soo0.0 gecao <s00.0 4000.0

Sekil 4.41. Etil metil ketonlu reaksiyon karigimi-
nin IR spekturumu.
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5. SONUGLAR VE TARTISMA

Agl]l peptidlesme reaksiyonlarina ge¢gmeden d&nce;
kullanilan ¢éziliciilerle reaktif amino asitler arasinda
olabilecek etkilegmeleri belirlemek amaciyla tek tek
her ¢é6zglicit ile amino asitler reaksiyon sartlarinda
etkilestirildi. Kagit, inca tabaka, gaz kromatografi-
si ve gerektiginde IR spektrofotometresinde karlslm—
lar analiz edildi. Buna gére izo amil alkol, n-benzol
ve izo oktan cgéziliciileri ile kullanilan beg amino asi-
din hicbiri reaksiyon vermedi, yeni bir iirdn buluna-
mad1.

Etil metil keton ile glisin arasindaki etkiles-
mede pembe renkli zamanla agik kahverengine ddnigen
bir {drin tesbit edildi. Bunun ketonla glisin arasin-
da énce hidrojen badi sonra su ayrilmasiyla etil me-
til keton—glisin oldudu IR spektrofotometresi'nde
-C=N- (1620 cm') baginin tesbitiyle anlagildi ( Sekil
4.41. ).‘DiQer amino asitlerle etil metil keton ara-
sinda lrin olusmad:.

Izo propanol ile amino asitler arasindaki etki-
lesmelerde ise glisin hari¢ prolin, tirozin, histidin
triptofan arasinda esterlerinin olugtugu belirlendi.

Izo amil alkole gdre daha az karbon sayili olmasi,
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kismi polaritesi ve tampon ¢dbzelti ile kismi bir ka-
rigabilirlix gdstermesi irin olusumundaki etkenlerdir.

Benzen ve izo oktan g¢oézlcli olarak amino asitler-
le ayri ayri etkilegtirildiginde ise reaktifler d:i-
sinda hic¢bir Uriline rastlanmadi. Tamponla doygun olma-
sina karsgsin amino asitlerin bu ortamlardaki gézﬁnhr—
likleri de az bulundu. |

Tripsin enziminin lizin-arginin gibi bazik amino
asit badlarina karg: keskin hidrolaz aktivitesi bi-
linmektedir. Ancak enzimin, peptidasyon ve esterifi-
kasyon aktivitesi galigmalar: yeni baglamigtir. Bizim
galismamiz da bu c¢aligmalara ka;kl nitelidindedir.

Serbest tripsin enzimi denedidimiz az sulu orga-
nik ortamlardan yalnizca izo propanol ile prolin, ti-
rozin,»histidin ve triptofan amino asitleri az oranda
esterlesme reaksiyonlar;nl katalizledi.

Peptidlegme reaksiyonlarinda; Izo amil alkol ¢d&-
ziicisli kullanilanlarda glisin-prolin arasinda %10 ve
daha ¢ok tampon igeren reaksiyon karigimlarinda pep-
tid olustu. Glisin-tirozin ve glisin-histidin arasin-
da %15-20 1lik karisimlarda peptidler elde edildi. Gli-
sin-triptofan arasinda ise %5,10,15,20 tamponlu g¢dézel-

tilerde peptidler meydana geldi.



85

Izo propanol ¢bzicisti kullanilan reaksiyonlarda
%15'1ik karigimlarda tirozinin-glisin peptidi, %15,20
lik karisimlarda da histidin ve triptofanin glisin
peptidleri diigiik oranda sentezlendi. Kadit ve ince ta-
baka kromatografilerinde bu peptidlerin yaninda daha
bnce belirttigimiz esterler de gdzlendi.

Etil metil keton kullanilan reaksiyon karigimla-
rinda glisin-prolin arasinda %10,15 tamponlularda, g-
lisin-tirozin arasinda %5,10,15,20 tamponlularda, gli-
éin—histidin arasinda %10,15,20 tamponlularda, glisin
triptofan arasinda %10,15,20 tamponlularda peptidleri-
ni olusturdular. Ayrica ketonun glisinle olugturdudu
renkli bilegik bitin karigimlarda mevcuttu.

Benzen ve izo oktan karigsimlarinin hig¢birinde
peptidlesme reaksiyonlari olugmadi. Ayrica amino asit-
lerin bu iki ¢ézilicideki ¢bzunlirlikleri tampon eklenme-
sine ragmen diger ¢dzliclilere gére daha azdi.

Ince tabaka ve kag:it kromatografisine g&re orga
nik ortamin cinsine gére tripsin katalizatérligiinde
gerceklegtirilen reaksiyonlarda peptid olugumlari; ka-
&1t kromatografisine gdére Tablo 4.33.de, ince tabaka
kromatografisine gdére Tablo 4.34. dedir.

Tamponla doygun organik ortamlarin reaksiyondan
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Once ve sonraki gaz kromatogramlarindan Sekil 4.35. de
ki izo amilalkol ortamlarinda 1 nolu standarda gére
digerlerinde belirgin bir farklilik Dbulunmamaktadar.
Cikig zamanindakl kig¢ik farkliliklar enjeksiyon sire-
sinden kaynaklanmaktadir. gekil 4.36. daki izo propa-
nol ortamlarinin kromatogramlar1hda,'sekil 4.37. deki
metil etil ketonlu, Sekil 4.38. deki benzen ve Sekil
4.39. daki izo oktanl:i kromatogramlarda da g¢éziliciilerin
bir dedisiklige ugramadig: gdérilmektedir.

Sonug¢ olarak; Tripsin enzimi katalizatdrliiglinde
korunmayan amino asitlerle gergeklegtirilen esterles-
lestirme reaksiyonlarinda en 6nemli etken kullanilan
alkolin polarligi ve molekil biylklugudir. Karbon sa-
Y181 azalmasi ve polarite amino asitlerin ¢oézlinirli-
guinld arttirirken etkilegme hizini da artt;rlr. Orta-
min su igerigi 6nemli etkendir. Az su igeriyorsa ¢b6-
ziinlirldglin azalmasindan, daha ¢ok su igeriyorsa hid-
roliz hizinin artmasindan dolayi denge esterifikas-
yon aleyhinedir. Her alkol i¢in su igeriginin opti-
mizasyonu gerekir.

Ayni biyokatalizatérle gergeklegtirilen degisik
ortamdakl peptidlegmelerde; peptid sentezine etkiyen

etkenler, amino asitlerin kimyasal yapilari, ¢ézinir-~
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likleri, ortamin polaritesi ve su igerigidir. Amino
asitlerin yapisi enzim bakimindan dnemlidir. Tripsin
enzimi protein ve peptidlerdeki lizin ve arginin bag-
lariny C-terminalinden spesifik olarak hidrolizler.
Ancak enzimin fizyolojik sartlarda hangi amino asit-
leri, hangi ortamda peptidasyon igin substrat kabul
ettigi dedisik gruplarca aragtirma agamasindadir.

Biz de oda sicakliginda 0.1 M, pH:8 olan fosfat
tamponlu izo amilalkol, izo propanol ve etil metil ke-
ton'un %10-15 su iceren reaksiyon ortamlarinda tripsin
enzimi tirozin, histidin ve triptofanin; glisin ile
peptidasyonunu katalizledi.

¢ cgoziicide en gok glisin-triptofan peptidi sen-
tezlenirken, en az glisin-prolin peptidi olugtu. Izo
oktan ve benzen ortamlarinda tripsin hi¢ peptidasyon
aktivitesi géstermedi. ¢ézict cinsi bakimindan en ylk-
sek peptidlesme orani etil metil keton ¢éziictlt ortam-
da, sonra 1izo amilalkol ve izo propanollid ortamlarda
oldu.

Organik ortamlarda ctz'i orandaki suyun, enzimle-
ri koruyarak denatlirasyonunu énledigi Dbilinmektedir.
Enzim, ¢ézldclu cinsleri ve reaksiyonun amacina bagli o-

larak su igeridinin optimizasyonu gerekir. Caligmamiz-
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da peptidasyon ig¢in optimum su igerigini g 6rganik
¢8zict i¢in yaklasik %10-15 bulduk.

Bundan sonra amino asitlerin bir gruplarini koru-
yarak ve tripsin enziminin modifikasyon veya immobili-
zasyonla dayanikliligini arttirarak galigmalara devam

etmek istiyoruz.
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