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| OZET

Bu galigmada, her biri 39 amino asidden olugan tg yeni peptid'in
(XXIV-XXVI; Tablo 2.2) kati faz ytntemi ile sentezleri yapilmistir. Sen-
tezlerde kullamlnek {zere hazirlanan N-t-butilcksikarbonil-p-kloro-l-
fenilalanin (XXVITa) ve N—t—butlloks:l.karbonll-L-z-ammoheptayonlk asid
(XXVIIIa) de literatiire yeni gegecek maddelerdir.

Sentezleri gerceklegtirilen bu peptldler, bam r,;ek:l.rdekll hlicre-
le.rde bulunan ve sitokram ¢ adr ile bilinen protemin "hemsiz" peptid
pargasimin benzerleridir. Bilindigi gibi, gesitli hiicrelerden elde edi- -
len sitokram ¢ molekiillerinin amino asid sayy ve sirasinda farkliliklar
goriilebilmektedir. Atlarin kalp hiicrelerinde bulunan sitokram ¢ (XXI),
bir "hem c" grubu ile 104 amino asidden kurulu bir polipeptid zincirin-

den olugur. Bu zincirin 66'nci ve 104'cii amino asidleri-arasinda kalan
pargasina hemsiz peptid (XXIII) adi verilir. Callsmada sentezleri yapi-
lan peptidler bu hemsiz peptid (XXTII) pargasmdan birer kanumda farkl:.—
dax. Birinci peptid'de (XXIV) zincirdeki tirozin-67 yerine p-kloro-L-"
fenilalanin; ikinci peptid'de (XXV) tirozin-74 yerine p-kloro-L-fenila-
lanin; tclncti peptld'de (XXVI) ise llzm-79 yerme L-2-anu.noheptanoy1.k
asid bulunmaktadir. ~ -
 Sentezleri yapilan pept.l.dlerm, atlarin kalp hiicrelerinden elde
edilen sitokrom c'nin (XXI) 1-65 "hemli" peptld (XXTIb) pargasi ile bir-
o lest.irilmesinden yary sentetik protemler ‘elde edilebilir. Bu protelnle-
rin 8zelliklerinin incelenmesi,- hiicrelerde oks:.JenJ.n suya 'indirgermesin- :
‘ de ve adenosin trifosfat!in tiretiminde elektron ta$lYlClllgl gorevmi ya-
- pan sitokrom c'nin ylikseltgeme ve indirgeme reaksiyonlarln:m mekanizma-
sma agiklik getirecek ve sitokram c'nin yapisi ile gdrevi arasindaki i-
~ ligkilerin anlagilmasini salayacaktir. . - :
. Kata faz ytnteminin uygulandig bu gal:.smada, her pept:l.din sente—
zi 1gm, peptldln serbest karboksil grubunun bulundudu amino asid (104)
u gruptan. yararlanarak kati fazi olugturan polimere kovalan bad ile bag-
- lanmig; ondan sonra gelen amino asidler (103-66) tek tek bu amino aside
peptid bagla.r:. ile eklemmigtir. Sonunda, pol:mer ile peptid arasindaki
kovalan ba§ koparilmig ve peptid ¢dzelti ig¢inde elde edilmigtir. Bu ¢b-
zeltlden liyofilizasyan yoluyla kati halde elde edilen pept:.d, jel kro—
matograflsi ile aritilmgtar, . R AUV R ER RN



- SUMMARY!

. In this work, the syntheses of three new peptides (XXIV-XXVI,
'I'able 2 2), each containing 39 amino acids, are reported. N-t-butyloxy—
carbonyl—p-chloro—L—phenylalan:me (XXViIa) and ’\I—t-butyloxycarbonyl-L-Z-
am:moheptanoic acid (XXVIIIa), necessary for the above syntheses, have
also been prepared for the first time.
| - Thesé peptides are analogs of the “nonhene" peptide of cytochrame
c which is a prote:.n found in all cells having anucleus, Cytochromes c
from different species are known to show differences in their amino acid
sequences. Horse heart cytochrame c (XXI) consists of one "heme c" group
and 104 amino acid’ residues in a single polypeptide chain, The 66-104
fragment of this chaln, containing 39 amino acids, is known as the non-
- heme peptide (XXIII). The peptides synthesized differ from this nonheme
peptide (XXITI) only in one position. In the first peptide (XXIV),
tyrosme—67 has been replaced by p—chloro-L-phenyla]amne, in the second
cne, (xxl:v) tyrosine-67 by p—chloro-L-phenylalanlne, and in the third
one (XXVI) , lysine-79 by L-2-aminoheptanoic ‘acid.

Canbinatlon of these analogs with the native 1-65 heme peptide
(XXTIb) of horse heart cytochrcme ¢ (XXI) would yield semi-synthetic .
proteins. Studies on these semi—synthetic proteins would then give °
J.nfomation about cytochrame ¢, which functions as an electron~-transport
protein in the cells for the reduction of oxygen to water and the '
synthes:Ls of adenosine triphosphate. Specifically, this information would
be useful in determining the mechanism of oxidation-reduction reactions
of cytochrame ¢ and in understandmg the structure—function relation-

‘ shlps in the molecule.

In the solid phase method applled in the swthes:.s of each.
peptide, the amino acid (104) which contains the free carboxyl group of
the peptide has been attached to a polymer, known as the solid support,
by forming a covalent bond between this carboxyl group and the polymer;
and then all the other amino acids (103-66) have been added cne at a time
in a ‘stepwise manner to this amino acid on the polymer After the cample-
tion of addition, the free peptlde has been released into solution by
: ,cleavage of the covalent bond between the peptnde chain and the polymer.
Flnally, the peptide, cbtained in the solid form by . lyophilizatlon of
the solution, has been purified by gel chromatography.
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Sekil 1.1. Kata Fazda Peptid Sentezinde Kullanllah Temel Plan

Y—NH-?H—COZH + X-POLIMER

R |
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i
YfNH-?H-C—O-POLIMER
Ry o ,_
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R
Sekll 1. 2 Hem Hem ¢ (Pirrol halkalari aligilagelmig sisteme g6~

re numaralandlrllmlstlr. Kukurt atomlari protelnln
sistein'lerinin yan dallarina alttlr)(l7)




9.

Ton balidinin Sitokrom c'sinin Indirgenmis Halinde
v _PQlipeptid;Zincirinin Kivrllma-Modeli(17).‘

Sekil 1.3,
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- gekil 2.2, sitokrom c'nin (XXI) ‘Hemsiz Peptid (XXIII) Pargasi-
‘ nln ve ﬁg Benzerlnln (XXIV-XXVI) Kata Faz Yontemly-

le Sentezlerinde Yararlanllan Reaksmyonlar
0
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N o

I 0 f‘ilLu_A | o
(CH3) 3C—O-C-NH-(EH-C-NH'—C':H -'-C-O-CH2 POLIMER

R . . R2 Rl l ‘ !'"‘ ﬁ - n-2
G o 0. 0 e 0 ot nene oo
' (cHL) onm CH‘Ic': NH-CH '(': NH-CH lé'o CH. POLIMER
(085 10-0-Ca= oG-t -C-0-0,(O)-

Kopérma
HF
| . i ' | I
HZN-(l'.‘H-C ------- NH- %IH-C—NH-?H-COzH + F-—CH2 POLIMER
'R R R : o
n o 2 l + CH3—C|: = CH2
o ' CH

3
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”_Tablo 2.1; At Kalbindeki Sitokrom c¢'nin (XXI) Amino Asid Sayi
' ve Slra51(l7)' (Tim amino asidler sol (L) amino

asidlerdir ve bunlarain kisaltilmig 1slmler1 kul-
lanllmlgtlr)(l)‘

|1-65 Hemli Peptid (XXIIa)?

CH3-CO-NH G}l-Asp—Val-Glu-le Gll-le-le-IlOS Fen-Val-

5 10

Glu. NHZ-le-S}s-Ala—Glu NH2-Sls—Hls-Tre -Val—Glu-le Gll-Gll—

S 13 hem c—8 20 ‘

Liz-His=Liz- Tre-Gll—Pro-Asp NH2—Los-H1s-G11-Los-Fen-Gll-Arg-
25 .30 ; 35 .
Liz-Tre~Gli-Glu.NH -Ala—Pro—Gll-Fen-Tre-Tlr-Tre-Asp-Ala—Asp NH..
2 . 2
40 © 45 : 50 -
JLiz-Asp. NHZ—le Gl1-Ilos-Tre-Trl-Llz-Glu-Glu-Tre-Los-Met '

55 60 : : 65"

66—104 HemsiZ'ngtid ('XXIII)b

Glu-Tlr-Los—Glu-Asp NHZ—Pro-Llz-Llz-Tlr-Ilos-Pro-Gl1-Tre-le- ‘
66 70 - 75
'Met-Ilos~Fen—Ala-Gll-Ilos—le-Llz-Llz-Tre-Glu—Arq-Glu-Asp—
80 85 : 90
Los-Ilos—Ala—Tlr-Los-le-Llz-Ala—Tre-Asp NHZ-Glu—COOH
95 100 , L 104

;3§L 65 inci konumda metionin yerine homoserin: XXIIb
.b) 67'nci konumda tirozin yerine p-klorofenilalanin: XXIV
74'lincli konumda tirozin yerine p-klorofenilalanint XXV

79'uncu konumda lizin yerine 2-aminoheptanoyik asids XXVI
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Yonteml

66-104 Hemsiz Peptld (XXIII) ve Ug Benzerlnln
© (XXIV~-XXVI) Sentezlerlnde Kullanllan Blrlestlrme :

Adim

Reaktdif

Qalkalama
sure51

Tekrar
savisi

3 CH,C1,

'ﬂw4: (C2H5)3N/CH201

61'Korunmus Amino Asid /CH Cl

R R CH,C1

2772

2 CF3C02H/CH 012 (25:75)

2

2 (10:90)

2772

5 e CH,C1

2
DSKI /CH Cl2 ‘

71 CH,CLl,

8] SRR C,H OH

25
2772

9| cmcl,

2a |

104"

2a
‘id ,
4;6g7I3
2a
2a
24

3

a)

b)

N-t-Biitiloksikarbonil ve Varsa”yén‘dal\fénkéiyonei”grﬁbu’ 

korunmus amino asid

.DSKI DlSlkthekSilkarbOdllmld (XXXII)
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Tablo 2,3. 66-104 Hemsiz Péptid (XXIII) ve UY¢ Benzerinin
(XXIV-XXVI) Amino Asid Analizleri®
66-104 p—Cl—Fen— p—-Cl-Fen-|2-Aha-79'
Hemsiz 67'1i - 74'11i  |lu Benzer
Amino Asid ' Peptid | Benzer | Benzer (XXVI)
(XXTII) (XxIV) (XxV)
Sayi|Oran Say:l. Oran |Say1 |Oran |Sayi |Oran
p-Klaro-I~fenilalanin (X%vItb) | .-| | 1 |,0 | 1 |o,72
Lizin (Va) gl79] sl7,6| 87,9 77,0
Arginin (%a)® 10} 11,0 | 12,0 13,0
Aspartik Asid (T¥a)<'9d 3|30 330 330} 3|30
Treonin (IITa) "312,9| 32,8 ("3|2,9] 3|29
Glutamik Asid (Ia). 51521 s5|s0| 51|51]| 5 |4,6
Prolin (XIVa) 21,9 21,8 | 22,1 | 2|16 |
Glisin (xta) 2020 2|9 | 2|21} 2|1,8]
- |Alanin (IVa) -~ . 33,1 -3.13,1]..313,3| 33,1
Metionin (XIITa) ‘1 |0,95{. 1 |o,65| 1 [0,42 1 {0,47].
tzolssin (VIIIa) 43,8 43,8 439 als1]
Issin (VIa) 33,0 33,1 ] .3{3,2] 3|30
Tirozin (VIIa) 30,9 21,4 21,2 3|10
Fenilalanin (XIIa) 11,1 | 10,92 1 |0,96] 1 |0,94
I~2~Amincheptanoyik Asid. " . o
(XXVIITb) 10,73}

a) Bu ve asagldakl ag:.klan'alar tim analiz tablolar:L 1q:m gegerl:.dir. o
Amino asidlerin yazilis s:l.ralarl, ba21k aminio asidlerin kisa iyon de-

- gigtiriei kolcndan, asidik ve nétr amino a51d1erin de uzun 1yon—deg1$—
tirici kolondan inig siralarina goredir...

b)

Bazik amino asidlerin (arginln ve ondan once gelenler) analizinde o~ -

* ‘ranlar, arginin miktaranin argJ.nln say:Ls:Lna eslt oldugu kabul’ edllerek

. ‘hesaplandi.
c)

Asidik ve nof:f émino asidlerin (aspartik as:Ld ve ondan sonra gelenler)

 ““analizinde oranlar, aspartik asid- m:ktarln:m aspartik asid sayls:l.na
-egit oldugu kabul edilerek hesaplandi.:

d)

' ’anallzde aspartik as:l.d olarak gonmur. -

Asparagin (IIa) hidroliz sonucu aspartik a51d'e (IXa) domistuﬁdnden,
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BOLUM I

ON BILGILER

l1.1. Peptidler ve Proteinler

Cesitli amino asidlerin peptid bagi ile birbirine zin-
- cirleme baglanmasi sonucu ortaya gikan bilesiklere genel ola-
rak "peptid" denir. Peptid baglari, bir amino asidin a-kar-
boksil grubu ile diger bir amino asidin a-amino grubu arasin-
da bir molekiil su kayba sonucu olusgur. Peptidler, yapilarlnda
bulunan amino asid saylslna géré\di-, tri-, tetra- ve\poli—
‘peptid olarak adlandarilar. \ '

Temel yapilari polipepfid olan proteinler, genellikle,
basit Ve bilegik proteinler olmak lizere iki gruba ayrilar.
Basit proteinler bir veya daha fazla polipeptid zincirinden
.olU§ur. Bilesik proteinlerin kimyasal yapllarlnda ise poli-
peptid zinciri veya zincirleri disinda "prostetik gfup" ola-
rak tanimlanan diJer organik veya anorganik bilegikler vardar.
Prbteinlerin temel kimyasal yapasini olugturan uzun polipep-
tia zincirlerinin kismen hidroiizi*sonﬁcu daha kaisa peptid
zincirleri elde edilir. Kimyasal yapilari tam olarak. bilinen
proteinlerin polipeptid zincirleri ¢ogunlukla 100-300 amino
~asidden kuruludur. Bunlarin molekiil aélrllklari ise 12 000~
»136 000 arasindadar. brnegln, tek polipeptid 21nc1r1nden olu-
san rlbonukleaz A, sitokrom ¢ ve miyoglobin molekullerlnde ‘

{
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~100-155 amino asid vardlr.'Kimyasal yapisi nedeniyle protein
olarak kabul edilen antldlyabetlk hormon insulin'in biri 21
ve dlger1 30 amino asidden olugan iki polipeptld zinciri bu-
1unur ve molekiil agirlaiga 5.700'dur. Bu deger ile 1nsu11n,

proteln olarak tanimlanan polipeptidlerin en kiigiklerinden-.
dir. |

Polipeptid ve_proteinler’ara31ndaki,basllca ayricalik,
yapilarinda bulunan amino asid saylsina.dayanlr;'Yapllar;nda—
ki amino asidlerin sayica fazla olmasi Qe bu amino asidler a-
rasinda hidrojen bagi, disiilfid baga veya elektrostatik etki-
‘ler gibi bir takim etkenlerin artmasi sonucu, proteinlerin

kendilerine &zgii li¢ boyutlu gekilleri (konformasyon) vardair.
Polipeptidler de ise bdyle bir konformasyon gdriilmez.

Her tiirld hiicrenin yapisinda ve galigmasinda vaégegil—
mez unsurlar olan proteinler (drnegin, enzimler,’hormonlaf}'
- toksinler, koruyucu ve tasiyici proteinler ve diéerleri)btﬁﬁ
hiicrelerde bulunan 6rganik bilesiklerin en biiylik ¢ogunlugunu.
meydana getlrlr. DoJjadaki tiim proteinler, kaynaklarina ve go-
revlerine bakmaksizin toplam 20 kadar temel, sol (L) a=-amino
51dden (Formiiller Ia—XIVa, XV-XX)(l) kurulur. '

Proteinlerin klsmen,hidrolizi'sonucu elde edilen g¢ok
:isayida kisa peptid disinda dogada, proteinlerle ilgili olma-
yan blrgok peptid daha vardir. Eu tiir peptidler, goéunlukla
~'yapi olarak protelnlerden elde edilen peptidlerden farklidir.
rnegin, bunlarin 'yapisinda B-amino asidler, sag (D) a=—amino

asidler veya Y- peptid baglari bulunabilir.

'1.2: Kati Fazda Peptid'Sentezi

Klasmk sentez yonteml 1le peptldler gozeltl 1glnde, a-
'mlno asidlerin tek tek blrblrlne eklenmesiyle veya birkag a-
' mino a31dden olugan pargalarln blrlestlrilme51yle ha21rlan1r.
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- du Vigneaud ve diéerlefinin(Z) 1953 yailainda: bagardigi oksito-
sin sentezi bu alandaki en Snemli agamalardan biridir. O za=-
mandan bu yana 1nsulln(3) gastrln(4) glukagon(s) sekre-

ve blyolelk yonden &nemli birgok pep-
 3gt1d bu klasik yontemle ha21rlanm1$t1r. Bu ydntem uzun zincir-
fll, ¢ok sayida amino asidden olugan. peptldlerln ha21rlanma51
ﬂtlgln pek elverisgli de§ildir. Bunun nedeni, amino asid sayisi
‘artt1g1 zaman kargsilasilan gozunurluk ve aritilma ile ilgili-
‘teknik zorluklardir. 1960'larda R.B: Merrifield(8/9) wkagy
‘fazda peptid sentezi" denilen yeni bir yontem gellstlrml$tlr-
Bu ydntem peptid sentezini bliylik 8l¢iide ba91tle$t1rm1$ ve -
hizlandirmaigtir. Bir tetrapeptid olan L-L051l-L—alanlle—gli-
sil-L-valin bu y&ntemle hazirlanan ilk peptiddir (Kurallara
gbre, peptidin serbest amino grubunun ‘bulundugu amino aside
N-sonu, peptidin serbest karboksil grubunun bulundudu amino
‘aside ise C-sonu amino asid denir ve N-sonu amino asid sol . -
bagta, C-sonu amino asid de sag. bagta yazilir). Bu yeni ydn-
tem daha sonra bradlklnln(lo) (9 amino asld),_angloten51n(ll)
(14 amino asid) ve daha birgok peptid, hatta. lnsulln(lZ) (bi-
ri 21, digeri 30 amlno asidden olugan iki 21n01r), ribonukleaz
a(13) (124 amino asid) ve lisozim(14) (129 amino asid) glbl bir-
kag proteinin sentezlerinde kullanllmlstlr.»-

Kati fazda peptid sentezi kavram olarak basittir (Se—-
kil 1.1). Peptld zincirindeki ilk amino. asid,. . kovalan bir bag
ile kati bir dayanaga baglanir. Diger amino asidler, 1sten1—
,{ien amino asid- sayl ve sirasi elde edilinceye kadar, tek tek
" kata dayanak lizerindeki bu amino aside peptid baglar:i ile ek-
’lenir.'Sentezin,sonunda ortaya:' ¢ikan peptid kati dayanaktan- .
koparilir. Bu yéntemde her amino’ asidin eklenmesi ile:ortaya
c¢ikan yeni reaksiyon liriind katl dayanada bagli olarak . elde e-
dildiginden, bu yeni.iirlinii ortamda bulunan diger madde ve yan
lirtinlerden aritmak igin yalniz yikama ve siizme iglemi yeter-
lidir. Ayrica, sentez ile ilgili'tﬁm reaksiyon ve iglemler ay-
n1 6zel deney kabi 1glnde yapildigindan:sentez igin gereken
.zaman da biiylk olgude kisalir.



rasainda kovalan blr bag kurulur ve boylece amlno asld 1le5"
), 11mer birblrlne baglanmls olur. Bu reaksmyon glra51nda amlno“
 -asidin a-amlno grubunun szel blr grup (Y) 11e korunma51 gere-

’klr,'ak51 halde a=amino grubu pollmerle reak51yona glrebillr.
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Kat1 dayanak, gdzunmeyen, uzerlnde fonk51yonel grubu

'(X) olan sentetik bir pollmerdlr. Bu fonksiyonel gruptan ya-.

rarlanarak pollmer ile ilk amlno a51d1n a-karbok51l grubu a-

Ayrlca, bu N-koruyucu grubun amlno asid 1le pollmer ara51ndd-
ki kovalan bagi klrmadan glkarllabllecek bir grup olma51 ge-

_reklr. Bu koruyucu grubun glkarllmas1ndan sonra, ilk amlno a-
‘31d1n serbest kalan a-amlno grubu ile N-koruyucu grubu. olan

ikinci amino - as1d1n a-karbok51l grubu ilk peptld baglnl ve-
rir. Bu iki’ adim (koruyucu grubu ¢ikarma. ve blrlestlrme) |
tekrar edilerek istenilen sayr ve siradaki amino asidler ka-
ti1 dayanak lizerinde biraraya getlrlllr. Bundan sonra ilk ami-
no a51d1 polimere blrlestlren kovalan bag ayri bir reaktif i-
le kOparlllr ve serbest kalan peptld gbzelti ig¢inde elde e-
dilir. Sonunda peptld uygun b1r ydntemle arltlllr. brneéln,

'kromatografl (jel, ince tabaka veya iyon-degigtirme) , elek-

troforez veya karsl akimla daglllm teknigi kullanllabilir.

Kati faz yonteminde degigik kati dayanaklar, koruyucu
gruplar (amino ve yan dal fonksiyonel gruplari ig¢in), birleg-
tirici reaktifler, ¢dziicliler ve ilk amino asid ile pollmer a-

rasaindaki badi koparaici reaktlfler kullan:t.lab:l.l:l.r(15 16) :
'Bunlardan hangilerinin kullanllacagl sentezi - yapllacak pepti-
“di olusturan amino asidlere baélldlr.

. Bu ybntemin kullanildidi ilk sentezde, peptidin C-sonu
amino asidinin serbest a-karboksil grubu kati ‘dayanaga bagd-
lanmig, ondan sonra da‘N-koruyucu grubu ‘olan amino asidler

'péptidin N-sonuna dodru tek’ tek eklenmigtir. Bu C'den N'ye
" do§ru siralama halen en g¢ok kullanilan ﬁygulamédlr. Bﬁhun'ya-

nlnda deglslk siralamalar da gellstlrllmistlr, drnedin, N—so—

nu’ amlno asidinin serbest amino grubunun polimere ba§lanma51
“vebN den C'ye dogru 51ralama,vyan dal fonk51yone1 grubu olan
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bir amino a51d1n bu yan dal grubunun polimere baglarmas1 ve
c' den N’ ye veya N'den C'ye dogru siralama.

Kati fazda sentez 51ra51nda birgok problemler ortaya
glkablllr Bunlar kati dayanakla 1lg111 "olabilir; orneqln, po—1
limer Uzerindeki fonksiyonel: gruplarln daclllml, bu gruplarlnd,
,blrblrlerlyle etkilesmeleri veya dayanaga bagli peptidin eri-
silebili:li@i ile ilgili problemler. Bundan bégka, peptidin
degigik yerlerinde istenmeyen yan reaksiyonlar-olabilir; &r-
‘negin, karboksil sonunda (polimére geé baglanma, polimerden
e?kén kopma) , bir'a-karbon atomunda (rasemizasyon), amino so-
nunda (yetersiz koruyucu grup ¢ikmasi, ndtrlestirme veyé bir-

le$me), bir peptld baginda veya bir yan dal fonk81yonel gru-
bunda.

Tim kolayliklari ve problemleri ile kati fazda sentez. |
« hala gellsmekte olan bir yontemdir. Oldukga uzun bir peptidin"‘
bu yontemle ha21rlanma31, bu ydntemln gellstlric1s1 R.B.
,Merrlfleld taraflndan da kabul ed11d1g1 gibl, hala biyik blr
gaba gerektlrlr. :

l 3 Sitokrom c

o Tum geklrdekll hucrelerde (okaryotlar) bulunan sitok-
rom ¢, bir "hem c" (Sekil 1. 2) grubu ile bu prostetlk gruba
| kovalan olarak ba§11 ve 103-113 amino a51dden kurulu tek blr

_polipeptld 21nc1r1nden olusan bir protelndlr.

, Sltokrom c, dogadakl yayglnllélndan dolay1 protelnler
ara81nda amino asid. sayi ve ‘sirasi Uzerinde en gok gallsma :
yapllan protelndlr. Halen 67 tiir bitki, hayvan ve mikroorga-
nizmada. bulunan sitokrom c'lerin amlno asid sayl ve sairasi
‘.,blllnmektedlr(17) Bu 67 tir 1glnde 60 degigik amino asid sa-
y1 ve sirasi tespit edllmlstlr. Ton ‘baliginin kalbindeki 103

"amlno a51dden kurulu sitokrom c standard olarak kabul edlldi-‘
'glnde, dlger turlerln gogunda karbok51l sonunda 1-2 fazla a-
f_gmlno a51d, omurgasiz hayvanlarln biiyiik bir gogunlugunda ‘ve.
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bltkllerde ise amino sonunda 4 9 fazla amlno a51d gorulur. T
vomurgall hayvanlarln ve ba21 bltkllerln amino sonlarl asetll
 grubu ile bloke edllmistlr (CH, —CO-NH ). 6g1ena nin sitokrom
;C si Zln01r iginde deglslkllk (aradan glkarma veya ekleme) |
‘gOSterdlgl blllnen tek 8rnektir. Bu nedenlerden dolay1 . 51to—
krom # proteinler 1glnde en az evrimsel degisiklik geglren i
proteln olarak kabul edilir. ’ o _ ‘;f
, Ton ballglnln 51tokrom c'sinin hem 1nd1rgenm1= (ferro)r
"hem de yukseltgenmls (ferri) sekillerinde polipeptid zinciri-
nin ayni kaivrilma modellne ($ekil 1.3) sahip olduju tespit e-
dllmlgtlr(l8 19). Bu klvrllma modeli, tim diger 51tokrom c'-
- ler igin de gegerli kabul edlleblllr.;dul 1.3'de de kolayca,ﬂ
gorulebllecegl glbl, oldukga kisa olan pOllpeptld zinciri bir 1
demir porflrln olan "hem c" grubunu bu gruba hidrofobik bir |
ortam verecek sekilde sarar. Boylece, "hem c" grubu molekiiliin
Lig klsmlna gomiilii durur ve dlsarlya, yalnlz ikinei pirrol |
vhalka51n1n kenari ile ikinci halkayl tglincd halkaya baglayan
Ikenar boyunca agiktir. "Hem c" grubu polipeptid zincirine
Slsteln (XX) =14 ve -17'de kovalan silfid baglari ile tutunur
"Hlstldln (XVII)- 18'in e-azot atomu ve ‘metionin (XIIIa) .
I—80'1n kiklirt atomu da demlrln iki ligand bagini kurarlar.
En 1gte gomulu olan dérdiincii pirrol halkas1 lUzerindeki propi-
yonlk asid yan dala hldrOJen baglarl 1Lat1rozin (VIIa)- -48,
:trlptofan (XVIII) -39 ve asparagin (IIa)- =52'ye baglidair, Uctlin-
cli halka tizerindeki ve klsmen aglkta olan proplyonik asid yan
ﬁdall ise treonln (IIIa)=-49 ve -78 e hidrojen baélarl 'ile bag- §
’lldlr. Yukarlda adl gegen tim amino asid konumlari, ikisi (49 |
ve 14) diganda, 67 tiir Bkaryotun hepsinde aynidir. Bu tirlerin
‘yarlslnda 49\ncu konumda, treonin (IIIa) kadar kuvvetli hidro-
,Jen bagl kurabllen serin (XIX) bulunur.‘Ikl turdel4Hxxx1ko—
’numda s1ste1n (XX) yerlne alanln (IVa) Vardlr. Bu da,‘"hem c"
bile pollpeptid ZLn01ri arasindaki kovalan sulfld baglarinain
‘molekuler kararllllk yonﬁnden vazgegllmez olmadlglnl gbsterir.

 Ttim bu konumlardan baska daha birgok konumda her zaman ayni
\amlno a51dler bulunur. 67 tur lginde konumu deglsmeyen amino
‘a51dler1n t0plam saylsl 28 dir(17)
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‘Sitokrom c¢'nin biyolojik yénden ¢ok 8nemli bir gdrevi
vardir: Mitokondriyonlarin solunum zincirindeki iki makromo-
lekiiler kompleks arasinda, oksijenin suya indirgenmesi ve a-

- denosin trifosfat'in. liretimi igin elektron tagiyiciligi yapar.
Yiikseltgeme ve indirgeme reaksiyonlari bu iki makromolekiiler
kompleks iginde olur. Bunlar ayni zamanda sitokrom c'nin bi-
yolojik ylkseltgen ve indirgeni olarak galigirlar. Bu komp-
leksler, mitokondriyonun ig zaranin.ig ydzeylnde' sitokrom ¢
ise ayni zaran. dig ylizeyinde bulunur, Sitokrom c ile bu komp- 
leksler arasindaki ve bu kompleksler 1g;ndeki-elektron trans-
ferlerinin mekanizmalari h&1l4 pek iyi bilinmemektedir.

Son zamanlara kadar sitokrom c'den ve sitokrom c'ye e-
lektron transferi ig¢in ®ne siirtilen iki dedigik mekanizma var-
di. Bunlardan ilki Dickerson ve di§erleri(2° 23) -tarafindan
at ve ton balidinin kalbindeki sitokrom c'nin yiikseltgenmisg
ve indirgenmig haldeki. yapllarlna dayanarak ve polipeptidin
‘?hem" grubunun sol tarafindaki amino asidlerinin-dedismezli-.
gini gbzdniine alarak &ne silirtilmligtii. Bu mekanizmaya alte:naf 
tif olarak Salemme ve‘diéerleri tarafindan ilk defa bakteri-
yél_sitokrom czfiginxéne,sﬁrﬁlen.bir’mekanizma daha vardi. Bu
mekanizmada ise "hem" gﬁkuru gevresinde hidrojen béélafindan
olugan bir a§ 6n gdriiliiyor, ayr;éa biyolojik indirgen ve ylik=-
seltgenin molekiile "hem" gukuru tzerinden yaklast1§1 savunu-
luyordu. Fakat ton ballglnln sitokrom c'si lzerindeki son
kristal gallsmalarl(l8 19) ve diger sitokrom c'ler ﬁzerindeki
yeni gal;smalar‘zs 26).bu genel mekanizmalarln;tum.ypnle:iﬂi—
le gegeriiiiéini“sﬁpheYe dﬁ$ﬁrmﬁ§tﬁ:,_, ‘

 simdiye kadar elde edilen bilgiler, sitokrom c'nin bi-
yolojik ylkseltgen ve indirgeninin "hem" gukuru gevresinde
sitokrdﬁ_c?ye iki ayr;‘Yerden‘tutundugunu;;sitokrom d'den ve
Sitgkrom c'ye elektron transferlerihin de yine "hem" gukuru
: ge?reéihde, biyilk bir olasilikla ayhl'yoidan, olduéunu belirt- v
mektedir. Ayrlca, bu elektron transferleri sirasinda biyolo- |
jik yilikseltgen ve indirgenin “hem" gukurunun kenarinda bulu-
nan amino asidlerin olusturduéu pozitlf ylkli halka ile etki-

lestigi sanllmaktadlr.
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BOLUM IT

AMAC, SENTEZLER VE ELDE EDILEN SONUCLAR

2.1. Amag

Sitokrom c'lerin, genellikle,-"hemli" peptid ve: "hem-
siz" peptid denilen iki parcgadan meydana geldigi kabul edi-
lir(27) Tablo 2.1'de amino asid sayi ve ‘girasi gbriilen at
- kalbindeki sitokrom c'de (XXI) hemli peptid (XXIIa) 1-65 ami-
'no asidlerinden, hemsiz peptid (XXIII) de 66~104 amino asidle-
rinden kuruludur. Sitokrom c ile ilgili~mekanizmalarda 6nemli
olan amino asidlerin biiylik bir gogunlugu hemsiz peptid parga-
sinda bulunur. S

Yukaradaki bilgilerin 1§1g1nda bu arastlrmaya iki a=-
mag ile baglanmlstlr. ‘

1) Sitokrom c'nin yiikseltgeme ve indirgeme reakéiyon—'
larinin mekanizma51 ile ilgili bilgiler verebilecek ve bdyle-
ce sitokrom c'deki yapl gbrev 111§kiler1n1n anlasllma51na
“yardimci olabilecek 66- -104 hemsiz peptid'in (XXIII) p-kloro-
I-fenilalanin-67 (XXIV), p-kloro-L-fenilalanin-74  (XXV) ve
L-2-aminoheptanoyik asid-79'lu (XXVI) dg benzerinin (Tablo
2,1) sentezlerl, (O RE

2) Bu sentezlerin de ilk;defa,ﬂbelli;bir«planfiginde
miink iin oldugu kadar aynl.zamanda,‘katl:faz ybnteml ile gercek-
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“lestirilmesi. - .

- Caligma sonunda bu amaglara erigilmig; heriiig peptidin
sentezleri ilk defa gergeklestirilmig’ ve bunun igin de yine
ilk defa kati faz yantemizkullanllmlstlf..Sentezlerde'kulle-
-*nilmak lizere ha21r1anen-N-t-bﬁtiloksikarbcnil-p—klorOvL—fe—u“
nilalanin (XXVIIa) ve N-t—bﬁtiloksikerbenilrL-2raminoheptano-

yik asid (XXVIIIa) de daha once: lite_ratiire,gegmemi$ti"r.'

c. 2,2, Sentezler -

39 amino asidden olusan 66- .104 hemsiz peptld in (XXIII)
p-kloro-L—fenllalanln-67 (XXIV) p—kloro-L-fenllalanln-74
" (XXV) ve L-2-aminoheptanoyik asid-79'lu (XXVI) dg benzerlnin”_
kat: fazda sertezleriyle beraber, kontrol amaci ile kullanil-
mak lizere hemsiz peptid'in (XXIII) de sente21 Sekll 2, l dek1
plan 1glnde gergekleetlrilmlstlr. v : ‘ ' I' s

‘Bu dortli sentezde katu dayanak olarak Merrlfleld
Resin'i(8,9) dlye billnen, uzerlnde klorometll fonk51yonel I ‘
'grubu (X = Cl- CH2 ) bulunan stiren Ve’ % 2 d1v1nilbenzenden o=
lusan kopollmer kullanilmistar. C den N ye 51ralamada i1k a-
mino asid olan glutamlk asid (Ia)- .104, o=amino ve y-karbok--“
silik asid fonksiyonel gruplari korunmus olarak (Formiil Ib)
Gisin' in(29) yéntemi lle polimere baglanmlstlr. Bundan sonra-
ki tim amino aSIdler, ‘a~amino ve varsa yan dal fonk51yone1

gruplar1 korunmus olarak (Formuller Ia—XIVa) Tablo 2.2'de” gds-
eterllen blrlegtlrme yontemlyle tek tek, kat1 dayanaga ester
'bagl 1le bagll bu amlno a31de eklenmistlr. N

| Sekil 2.1'deki fplan'a" uygun olarak ilk asamada 19 amino
asidlik 86- 104éPolimer pargasinin sentezi yapllmls, bunun i-
gln de Tablo 2.2' ' deki ybntem aynen uygulanmlstlr. DBrtli’ sen-
tezin' geri kalan Kisminda ise Tablo 2.2'deki’ ikinci’ adlmln sti-
resi 20 dakikaya, kullanilan trlfloroasetlk aSLd-diklorometan
gozeltlslndekl trifloroasetik asid orani % 40'a glkarllmls-
tir. Ayrica, kati dayanak izerindeki son amino asid ile eklen-



Lmek 1stenen amino asidi birlestlrme adimi’ (adim 6) -4-6 ve. 18-

4‘24 saatllk sureler olarak 1k1 defa tekrar edllml$tlr.

tkinci asamada, ug amino asidin eklenmesinden sonra
83~ 104-Pollmer pargasi elde edilmis; 79'lu ve belki’)82'li
benzerlerin ha21rlanmas1nda kullanllmék lizere belli bir mlk—
tar pollmere bag11 peptld reak51yon kablndan ‘alinmaistar.. Bun-v
‘ dan sonra 75-104-Polimer parcasi sekiz amino aSldln eklenme-
51yle elde edilmig ve yine belli bir miktar pollmere bagla
pept1d_74 14 benzerin sentez;y;gln ayrllmlstlr.-Gerlye ‘kalan
f75—104-Polimer’par9351na‘Yedi amino asidin eklenmesiyle 68-
104#Poiimer parga51‘haz1rlanm1$*Ve‘yine belli bir miktar. po-
limere bagla peptidih‘alelmasindan sonra, iki ‘amino asidin
‘eklenmesiyle 66-104 hemsxz peptld (XXIII) pollmere bag11 ola—‘
‘vrak elde edllmlstlr. i

N 67'1i ve 74'ld benzerlerin (XXIV ve XXV) sentezifigiﬁ~~
gerekli N-t-biitiloksikarbonil-p-kloro-L-fenilalanin (XXVIIa)
p—kloro-DL—fenllalanln den li¢ adimda hazirlanmigtir. Once DL—

fenllalanln in N-asetil tfirevi (XXIX), bunun enzimle rezolds-:

‘yonundan da p—kloro-L—fenllalanln (XXVIIb) elde edllmiqtir(3°)
‘ N-t-Butlles1karbon1l-p-kloro-L—fenllalanln (XXVIIa) ise bu
"sol (L) amino asidden Stewart'in(31) yéntemi ile hazirlanmig-~

tir.

Sentezin figlincli agamasinda 68-104-Polimer pargasina, -

_67'nci{amino agid tirozin'in (VIIa) yerine N~-t-biitiloksikarbo-
fnil—p-kloro—L—fenl1alan1n (XXviia) kullanilarak p-kloro-L-fe-
:nllalanln (XXVIIb) yerlestirilmig; 56'nca amino asidin de ek-

ilenme51yle 'p-kloro-L- fen11alan1n-67'11 benzerin (XXV) polime- ‘

:‘re bagll olarak sente21 tamamlanmlstlr.

75- 104—P011mer parga51na,74ﬁmcu amino asid tirozin'in
“(VIIa) yerlne, yine N-t -butllok51karbon1l—p-kloro-L—fenllala-
’nln (XXVIIa) ‘kullanilarak p-kloro-L—fenilalanln (XXVIIb) yer-
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‘lestlrllme51 ve . ondan sonra gelen sekiz amino asidin eklenme-
siyle. p-kloro-L—fen11alan1n-74 14 benzerln (XXV) polimere . .
bag11 olarak sentezi dorduncu a$amay1 olusturmustur.“ o

. Besin01 asamada ise L-2- amlnoheptanoylk aS1d-79 lu Ll
,bbenzerln (XXVI) sente21 yapllmlstlr. Bunun igin dnce DL-2-ami=-
,noheptanoylk a51d'1n asetik asid ve asetanhidrldl kullanarak"
 N-asetil tiirevi (XXX), bunun enzimle rezolusyonundan da L-2-

‘amlnoheptanoylk asid (XXVIIIb) elde edllmlgtlr(Bz) N-t-Bili-
' tllok51karbon11 L-2 -amincheptanoyik asid (XXVIIIa) bu sol (L)
' amlno asukkm yine Stewart'ln(Bl) yontemi ile ha21rlanm1$tlr-
83~ 104-Pollmer parga51na U¢ amino asuiu;eklenmes1nden sonra,
79‘uncuzmﬂno asid lizin'in (Va) yerine, N-t-biitiloksikarbonil-
L-2—am1noheptanoy1k a51d (XXVIIIa) kullanllarak L—2-am1nohep-
tanoylk asid (XXVIIIb) yerlestlrilmis ve ondan sonra gelen
onbes amino asidin eklenmesiyle de L-2-am1noheptanoy1k asid-

79'1u benzerln (XXVI) pollmere bag11 olarak sentezi gergekleg-
tlrllmlstlr.

N Tum sentezlerin kontrolu 1gln genellikle her dg veya
dort amlno asidin eklenme51nden sonra polimere ba§11 peptid
pargalarlndan drnekler allnmlg, bu 8rneklerin hidrolizinden
‘sonra analizi (amlno a51d analiz makine51 ile) yapllmlstlr.

Yukarlda sentezleri anlatllan ddrt peptld (XXIII-XXVI),
-'polimere bagll olarak elde edlldlklerinde, son (66'nci) amlno a-
s1din lizerinde o-amino grubuna bagla t-butiloksikarbonil gru—'
bu, yan dal fonk51yonel gruplarl olan amino asidlerin uzerln-

- de de bu fonk51yonel gruplara bagli diger koruyucu gruplar bu-
lunur. Bu nedenle, peptldlerin polimerden koparilmasinda, hem
pollmerle peptid ara51ndaki kovalan ester bagini. klrabilen,";
hem de tiim koruyucu gruplar1 glkarabilen hidroflorik a51d kul-
'lanllmlstlr(33 34) Hidroflorik asid ile olan reaksiyonun so- -
nunda peptidler, 11yofiiizasyon ile, katy halde elde edilmig- .
lerdlr. Bunlar, Jel kromatograflsl kullanllarak Sephadex G-50
“ile doldurulmus kolonlardan geglrllmek suretlyle ar1t11m1$-

lardar.

, BOBAZIG) DNIVERSITES! KUTUPHANES|
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2.3. Elde Edilen Sonuglar -

Sitokrom c nln (XX1) 66 104 hem51z peptld (XXIII) par-
ga51nln g benzerlnln (XXIV—XXVI) kat1 faz yontemlyle sentez-
 ler1 sitokrom ¢ ile 11g111 elektron transfer reaksiyonlarinin
mekanizmasina agiklik getirebilecek katkllérda bulunmék amacl
ile yapilmig, bu peptldlerln henuz literatiire gegmemi$ 01m351
bunlarln sentezler1 1gln ayr1 blr sebep teskll etml$tlr-

‘Bu tur katkylar: miimkiin kllacak b1r yontem Harbury ve
.Corradln(27 35,36) tarafindan gell$tlrllml$tlr. Bu yontemde,
at kalbinden elde edilen sitokrom c 'nin (XXI) pollpeptld zin-
ciri 51yan03en bromiir ile metionin (XIIIa) -65'de, 1-65 hemli
peptid benzeri (XXITb) ve 66-104 hemsiz peptid (XXIII) deni-
~ len iki parcaya ayrilmistir. 1-65 hemli peptid benzeri
(XXIIb) hemli peptld den (XXIIa) yalniz sswnglkonumda fark-
lldlr, bu konumda metionin (XIIIa) yerlne homoserin (XXXI)
Vardlr (Homoserln ile metionin ara51ndak1 tek farkllllk, ho-
moserln'de metlonln in -SCH3 grubu yerine ~oH grubu bulunma-
‘51d1r) Daha sonra bu iki parga tekrar Lovalan bir bay. ile
blrle$tlrllml$ 've at kalbinden ayrilan sitokrom c 'den" (XXI)

bir konumda fark11 (metlonln-GS yerine homoserln—GSV fakat
51tokrom

’ tumuyle etkin bir protein elde
c 'nin ydkseltgeme ve indirgeme

1le llglll gallsmalar yonunden'

fer etkinliéinln (aktiv1te) bu
gorulmu$tur.
”/ﬁ“; | Bu yontemln degigik bir

siz peptld in (XXIII) ilk defa
yapllmls ve bu sentetik hemsiz
sitokrom ¢'nin (XXI) siyanogen

edllmlstlr. Ayrlca,
reaksiyonlarlnln mekan1zmasm
gok Snemli olan elektron trans-
1ki protein igin ayni ‘oldugu

:ﬁYgulaméSL'olérak'66’104 heﬁr

sentezi kata faz ydntemi ile

 peptid, at kalbinden ayrllan
‘bromiir ile reak51yonundan elde

vedllen 1—65 hemll peptid benzeri (XXIIb) 1le birlegtlrilmis-
_ tir(37 38) Bu yarl-sentetlk protelnln 1ndirgenm1$ ve yukselt—
: genmls hallerde bu ybntemln ilk’ uygulama51nda elde edllen si-
tokrom c'den farkszz oldugu gorulmﬁstur. 6rnegln, ok31jen> '
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tiketimi olaran olgulen b1y01031k etklnllklerl, polarografl'
ile olgulen elektron transfer etklnllklerl, abborp51yon spek-
trumlarl, dlkr01zm (c:rcular dlchr01sm) spektrumlarl: amlno

: asld anallzlerl ve antlkor baglanmalarl aynldlr.

-, Boylece, taraflmdan qentezlerl yapllan 66 104 lu ug
peptld'ln (XXIV—XKVI),‘at kalblnden ayrllan 51tokrom c nln‘
(XXI) alyanOJen bromur ile reak51yonundan elde edllen l 6R'll
peptad (XXIIb) 1le b1r1e$t1rlleb11mesx ve eger bu Uerqekle--
olrse, elde edllen yar1 sentetlk qltokrom c benverlerlnln o-

lerl ve elektron transfer mekanlzmalarl hakklnda bllgller VP-
rebllecektlr. ‘ ‘

' O7elllkle bu ug peptld'lr (XXIV-XXVI) qentezlerlnln' 

yapllma51nda blrxag neden vardir. Birinci bolumde de belir-
tlldlgl glbl, bugiline kadar mekanizmasi hakkinda kesin bir _
bilgi elde edinilmemis ise de, sitokrom c ile biyolojik yiik-
seltgen ve indirgen arasindaki' elektron transferlerinde "hem"
gukurunun ve. bu gukuruﬁ kenarinda bulunan: amino asidlerin: o~
lusturdudu pozitif yiikld halkanin. gok Onemli oldugu bilinmek-
’ tedlr(l7 25) .- 79'uncu konumdaki lizin (Va) "hem" ¢ukurunun .

nkenarlndakl bu pozitif, yiiklt halkada bulunur. Bu.lizin'in: ye-

rine 2-aminoheptanoyik asid konulmasiyla lizin'in pH; 6=7'de.
"fpozitif ylklli.olan polar amino yan dali polar;oimayan,;hidro-
fébik‘metil grubuna déniistiirilmiis olmakta, -b8ylece, pozitif -
yuklu halkanln ‘bu pozitif ylikii. azaltllmaktadlr. Bu-, 1$1em, L
sitokrom c'ye iki ayra yerden. tutunduklarl billnen b1y01031kn
yukseltgen ve 1nd1rgenden hangisinin nereye tutunduéunu gbs=-
termekte,yararll olabilir, Ayrica, bu defigtirmenin ylkselt-—
vgeme,venindirgeme reaksiyonlarini da etkilemesi beklenir.

- At kalblndekl sitokrom c! de 67'nci ve: 74'uncu konumlar—
da tirozin (VIIa) bulunur.,Amlno a51d sayl ve sirasi .tesbit:
edllen 67 -tir, okaryotta gorulen 60 degdigik, amino asid sayl Ve
sirasinin ellidokuzunda 67'nci konumda, ellisekizinde de 74'

' uncd konumda tirozun.vanhr(rn Bunlardan tirozin -67.. Whem,‘guku_
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- runa. gdmiili haldedir ve fenol yandali- ile "hem" grubuna da-

yalidar, Tirozin-74 isev“hem"'gukurunavygr;,gémﬁlﬁ dufﬁf}ee‘

| Ayrica her iki tirozin de molekiiliin biiyiik . olgﬁde leinsei
‘deglsmezllk gosteren sol yan:.ndad:.r(18 19). Bu t1r021n'le—”v

rin yerine p-klorofenilalanin konulmasiyla tirozin' 1n fenol

- yan dalinan hidrojen baglaxl kurabllenrhldrokel;_grubuhfenll_g

halkasinin etkinligini azaltan;klorfatomh*ile defistirilmis
" olmaktadir. Bu islemin, heffiki.tiréziniinfgépevléridie&é:eth
lektron transfer yolu lizerinde olup leadlklerlnl eﬁ;aﬁeﬁ;é;w
yararli olmasi beklenir. Bu,konulérda,kesin bilgiler YégebiTk

lecek olan yari-sentetik proteinlerin hazirlanmasi igin, .sen-

tetik 66-104 hemsiz peptid;pargalar;_(XXIV—XXVI)“ile at kgl—;
binden ayrilan sitckrom: c'nin siyanojen bromiir ile reaksiyo—_

nundan ‘elde edilen 1-65 hemli peptld parga51n1n (XXIIb). blr-?.

lestmrxlmesx ile ilgili g¢alismalar. halen Harbury taraflndan
yurdtulmektedlr. ’ :

, >i Katl faz yontemlyle gergeklestlrllen dortlu sentezde B
kullanllan reak51yonlar Sekll 2 2'de gosterllmistlr. ‘Bu sen-
tezde ilk adim olan 104 tincil amlno asid glutamlk a51d'1n (Ia)

pollmere baglanma31 igln, once Glsin ln(29)

mino ve y-karbok51llk as1d fonk51yonel grubu korunmus gluta-““

mik a51d'1n (Ib) sezyum tuzu ha21rlanm1$, bunun Merrlfield

Re51n'i(8 9) ile reaksmyonu sonucu glutamlk asid (Ib) 104 letf,

pollmer ara51nda kovalan blr ester bagl kurulmustur. Bundan

sonrak:. tim reaks:.yon ve 1slemler aym. ozel deney kabi 1<;J.nde ya- |
pllmlstlr. Amino a51dler1n eklenmeSLnde Tablo 2.2'deki birles-

o tirme yontemi, bazen gok az farkla, uygulanmlstlr. Bu yontem-

de, boncuk yap111 pollmerl slslrlp, pollmer uzerindekl pepti-
dl reak51yonlar 1gln erlsllebllir hale getlrmek (adlm I ve 9)
ve yan urunler ile artlk reakt1fler1 atmak (adlm 3, 5 ve 7).

1gln dlklorometan kullanllmlstlr. Ayllea dlklorometandan gozd-‘\
cu olarak (adlm 2, 4 ve 6) da yararlanllmlstlr. Her amlno aSL-*

dln eklenme51nden once, pollmerln uzerlndeki son amlno asidin
a—amlno grubunu koruyan t-butlloksikarbonll grubunu glkartmak
gln pollmerle peptld ara51ndak1 bagl klrmayan ve yan dal

vfonk51yonel grubu olan amlno asidlerln koruyucu gruplarlnl et-

_'kllemeyen trlfloroasetlk ‘asid tercih edllmlstlr (adlm 2). Bu

yonteml 1le a-a-A'
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ikinei adimda ilk 19 ‘amino asidlik 86-104-Polimer pargas1n1r
sentezinde % 25 trifloroasetik a51d -diklorometan gdzeltisi ve
710 dakikalik bir slire yeterli olmustur. Buna karslllk peotid
zincirinin oldukga uzamasi nedenl ile bundan sonra: yeterclz
birlesme gorilmistir (amino asid analizi yolu ile). Dolayi-
siyla, trifloroasetik asid orani % 40'a yiikseltilmis, reaksi- .-
yon sliresi de 20 dakikaya. gikarilmigtir. Tim amino. .asidlerin |
N-koruyucu grubu olan t-butl;ok51barbonll grubunun ¢ikarilda-
g1 ikinci adimin sonunda o-amino grubu bir proton eklenmig o-
larak elde edildiginden, o~amino grubunu tam serbest birakmak
igin % 10 trietilamin- ~diklorometan- gozeltlsl kullanllmlstlr
(adam 4). Polimerin izerindeki a~amino grubu serbest son ami-
no asid ile eklenmek istenen o-amino ve varsa yan dal fonksi-
yonel gruku korunmus amino asidin peptid bagi ile birlestiril-"‘
mesinde, disikloheksilkarbodiimid (XXXII) kullanilmistir (édlm .
6) . Bu adimin farkli uygulandigi tek amino asid olan asparagin
'(IIa), peptid zincirine B—amld grubu (H2N-CO=-) p-nltrofenll
vgrubu ile korunmug olarak (IIb) dimetil formamid ig¢inde ve:
birlegtirici reaktif disikloheksilkarbodiimid (XXXII) olma=-
dan, eklenmigtir, Ayrica, bu eklemeden .6nce ve sonra dlmetil-
formamid ile yikama yapllmlgtlr. Bu altinci gdlmda ilk. 19 ami-
no asidlik parganin sentezinde 4-6 saatlik bir reaksiyon siire-
- si. yeterll olmustur. Ondan sonra yeter51z blrlesme gorildiglinden, bu adun,’
4- 6 ve 18-24 saatlik siireler olarak iki defa tekrar edllmlstlr.
.,Seklzln01 adimda diklorometanla ¢dzeltiye girmeyen bazi yan i-
.runlerl atmak ig¢in etanol kullanllmlstlr.

_Benzerlerinusentezinde»gerekii.N-tebﬁtilokéikarbonil-
p-kloro-L-fenilalanin (XXVIIa) ve-Net—bﬁtiloksikarbonil4L-2-
aminoheptanoyik asid'in (XXVIIIa) hazirlanmasinda DL-amino
asidlerin‘N-asetil tirevlerinden (XXIX ve XXX) yararlanilmig;:
bu,tﬁrevlerin enzimle - (Asilaz) rezoliisyonundan- L-amino asid-
lerin elde edilmesinde p-kloro-L-fenilalanin (XXVIIb) igin
:fenilalanin?le\(XXIIa)~kullan11an,yontem(30),~L-2-am1nohep-
tanoyik asid (XXVIIIb) igin de 1&sin'le (VIa) kullanilan y&n-

tém‘32)_uygdlanm1$t1r. Her iki L-amino asidin N-t-butiloksi-

(31)

*Ikarbonil tiirevlerinin hazirlanmasinda ise@Stewart'ln glu-
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tamik asid igin uyguladigi, L-amino asidin t-butiloksikarbo-
nilazid ve trietilamin ile dimetilsiilfoksid iginde reaksiyo-
~ nundan yararlanllmlstlr. BSylece, bu iki L-aminoasidin N-t-

biitildisikarbonil tlirevlerinin ilk defa sentezlerl vapilmisg
olmaktadair.

D&rtli sentezin sonunda polimere bagdli olarak elde e-
dilen peptidlerin (XXIII-XXVI) polimerden koparilmasi ve ayni
zamanda tiim kofuyucu‘gruplarlnkglkarllma51 igin hidroflorik
asid kullanllmlstlr(33'34). Koparilmig peptidlerden bazilarzi-

igin, amino asid analizi sonuglarina dayanarak bu reaksiyon
iki defa tekrar edilmistir, Elde edilen peptidlerin aritilma-
- sinda jel kromatografisinden yararlanilmigtir. Molekiiler e-
lek teknigi de denllen jel kromatograflsl uzun zincirli sente-
tik peptldlerin arltllma51nda baslanglg adlml sayllablllr. Bu
yontem bazi tuzlarln, amino a51d turevlerlnln, kisa peptld’
pargalarlnln ve polimerlesmis maddelerln esas peptldden ay—'
rilmasinda yararlidir. Bundan sonra baska arltma yontemleri-
nin (6rnedin, ince tabaka, ka§1t veya 1yon-de§1$tirme kroma—
tograflsl, elektroforez veya gerl akimla . daglllm glbl) kulla-
nllma51 gerekir. Tarafimdan sentezleri yapllan peptidlerln '

(XXIII-XXIV) arltllma51nda yalnlz jel kromatograflsi kullanll— \

 _mas1nda belli blr neden vardlr. Bu peptldler at’ kalblnden ay-
rllan 51tokrom c'nin siyano:en bromur lle reaksiyonundan elde
edllen 1-65 hemli peptld pargaSL (XXIIb) 11e birlestirilecek-~

,‘,;lerdlr. Daha oncekl deneylerden, bu birlestlrme reak51yonunun

bir tiir arltma yonteml gibi etkili oldugu bllinmektedlr(37 38)
Bu nedenle jel kromatograf1s1 yeterll gdrulmus, peptldler
Sephadex G-50 ile doldurulmus kolonli:3~r jvglrllmlslerdlr.
Bunun i¢in de akan faz olarak 0 2 Llasetlk asid kullanllmls—
tlr. Toplanan ayrlmlarln (frak51yon) 250 nm'dekl absorp51yonu’
mor Stesi (UV) spektrofotometre51 1le olgulmus, elde edllen
graflge dayanarak ayrlmlar blrle§tirllm1$lerdir; Bu blrlestl—
rilen ayrimlardan peptidler (XXIII-XXVI), liyofilizasyon ile
katl halde elde edilmiglerdir. Bu peptidlerden alinan Srnekle-
rin hidrolizinden sonra yapllan amino asid analizleri Tablo

2.3'de gdsterilmigtir.

1
\
o
1
+
\
\
-
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BOLUM ITT
DENEYSEL KISIM

‘3.1. Glutamik Asid (Ib) 104'tin Polimere Baglanma51

15g (44,5 millmol) N-t-butlloksikarbonil-y-o-benzil- »
'glutamlk a51d (Ib) ve 8,6 g (44,5 milimol) sezyum bikarbonat
bir litrelik tek boyunlu cam balona konuldu(zg). 32 nl saf e~
tanol ve 3,2 ml 1yonsuz su eklendikten sonra karigim oda sa-
cakllglnda bir saat kar1$tlrlldl. Elde edilen ¢bzelti '40°C
sicaklikta evaporatorde koyulastlrlldl. Bu iglem iki kere da-
'ha tekrar edildikten sonra korunmus glutamik asid'in (Ib) sez-
“yum tuzu kirli beyaz bir kati olarak elde edildi Bu tuz, al-
fgak basing altainda kurutulduktan sonra lizerine geri aklsll

- sogutucu ve kurutma tibli takaili g litrelik ug boyunlu cam
“balona konuldu. Buna, 415 ml saf dimetilformamid ve 57, Zg
Merrifield Resin'i(8:9) (1 millmol klor/1g polimer) eklendi‘”
Rarisim, 50°C sicaklikta’ 24 saat karlstlrlldlktan sonra soéu-
tuldu ve bdydk delikli' cam suzgegten geglrlldi Suzgec1n lize—-
rinde kalan glutamik asid (1b)-104-P011mer parga51, ‘dimetil-
formamid-su (9:1) karlsiml (3 x 300 ml), saf etanol (3 x 300
ml) ve diklorometan (3 x 400 ml) 1le ylkandlktan sonra algak
‘basang -altinda kurutuldu. Sonunda 61 4 g (% 96) glutamik asia
(Ib) 104-Polimer parga51 elde edlldi .



’Vlglnde potasyum hidroksit taneleri bulunan desikatore konul-
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‘3 z Glutamik Asid (Ib) 104—Polimer Parg951n1n Hldrollz
Yoluyla Analizi S ; v

. Bu yOntem tiim polimerekmgll peptldlerin ana1121 igln‘
de uygulanmlstlr.’ ‘ |

SRETINY 11,35 mg glutamik asid (Ib) 104-Polimer parga51 ve 1
'ml proplyonlk asid-derisik hldroklorlk asld (1:1) g&zeltlsi

1k1 mililitrelik bir ampul 1glne konuldu ve ampulun ag21 al— o

gak ba51ng altinda kapatlldl. Ampul l30°C slcakllkta 3 saat
151t11d1ktan sonra sogutuldu; ampulin a921 aglldl ve amPU1r-

du. Ampuliin igindeki savi algak basing altlnda uguruldu. Ge-
ride kalan amino asidin analizi amlno a51d analiz maklnesi '
(Beckman Model 120c) ile yaplldl. Elde edilen graflée gore
glutamlk a51d'1n (1b) pollmer uzerindeki sdbstltusyonu 0, 35
mlllmol/lg pollmer olarak hesaplandl,

3.3, 86- 104-Polimer Pargasinin Sentezi

103~ 86 amino asidlerinin 104-Polimer pargasina tek tek
eklenme51nde Tablo 2.2'deki yéntem uygulandi. Tilim reaksiyon:-
ve iglemler &zel deney kabinda gergeklestirildl. Bu cam kap,

Sekil 3.1'de de goruldﬁgu gibi, iki boyunlu, smlindire benze-

yen,” tabani biytk delikli cam silizgegten yapilmig ve. alttan -

¢ikisi olan bir kaptir. Bir boynu azot tanklna diger boynu da ‘

) bu. yéntemde kullanilan reaktiflerin bulundugu siselere baglan—

”._"dlgl igin tim reaksiyonlar azot atmosferinde yaplllr. Ayrlca

' reaksxyonlardan ve ylkama iglemlerinden sonra gerekli sdzme'ﬁ
1slem1 igin de azot bas1nc1n1n yikseltilmesi yeterlidir.

86-104-Polimer parga51n1n sentezi igin lOg (0 35 mili- -
‘mol glutamik asid (1b)- 104/lg polimer) 104-Polimer parga51 &=

zel deney kabina konuldu ve diklorometan (3 x 100 ml) ile 2
dakika galkalanarak yikandi ve silizlildi (adam 1). 100 ml tri-
floroasetik asid-diklorometan (25:75) gozeltlsa ile 10 dakl-

 kalik reaksiyon ve siizmeden (adim 2) sonra, diklorometan ilev"»‘

“yikama' ve siizme iglemi tekrar edildi (adim 3). Bundan son:a,u
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deney kabaina 100 ml trletllamln-dudgnmeuu1 (10:90) gozelt151
eklendi ve 2 dakikalik reaksiyondan sonra siiztildii; bu reaksi-
yon bir kere daha tekrar edildikten (adim 4) sonra yine dik-
lorometan ile yikama ve slizme iglemi yapildi (adam 5). Amino
asidlerin eklendigi 6'nci adimda, lOB‘ﬁhcﬁ amino ésid asparav;c,
gin'in (lla) eklenmesi dlgerlerlnden farkli olarak yapaildi.
Bunun igin kabin ig¢indeki: parga &nce dlmetllformamld (3 x 100
ml) ile 2 dakika galkaiandi’ ve slizildii; ondan sonra da N 2t-bii-
t1loks1karbon1lfNIp-nitrofenllasparagln in (11b)100 ml dime- |
tilformamid igindeki g¢dzeltisi deney kabina konuldu ve kabin
igindekiler 72 saat g¢alkalandi. Bu siirenin sonunda ve sﬁzme

" igleminden sonra, dimetilformamid (3 x 100 ml) ile'ylkama‘ya-
pildi. Tim diger amino asidler igin bu 6'nca adimda agirlik-
lari Tablo 3.1'de verilen korunmug amino asidlerin (10,5 mi-
limol) 50 ml diklorometan igindeki ¢ézeltisi ve 1,96 g (9,5
milimol) disikloheksilkarbodiimid'in (XXXII) 50 ml diklorome-
tan igindeki gdzeltisi deney kabina konuldu ve karisim 4-6
‘saat galkalandi. Bu silirenin sonunda ve stizme isleminden son-
ra, deney kabinin ig¢indekiler diklorometan (3 x 100 ml) ile 2
dakika (adim 7), saf etanol ( 2 x 100 ml) ile 2 dakika (adim
8) ve yine diklorometan (3 x 100 ml) ile 2 dakika ¢alkalan-
di ve stizildi (adim 9). Bu yéntemin tekrari ile 86'nci amino
asidin eklenmesinden sonra deney kabainan iginde birakilan po-
limere bagdla peptld parcasi desikatdrde ve algak basmng altain-
da kurutuldu. Sonunda 18g 86 104-P011mer parcgasi elde edildi.

Bu 19 amino as1dlik peptldln sentezinde, kontrol 1gin,
100'i{incii, 95'inci, 91'inci ve 86'nci amino asidlerin eklenme-
sinden sonra srnekler (10 mg) alindi; bu Brneklerin Kisim o
3,2'deki gibi hidrolizinden sonra amino asid analizi yaplldl.'
En son analiz sonuglara (19 amino asidfigin)-Tablo 3.2fde g6s-
'teriimigtir. ' : | ‘ '
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Sekil 3.1, Kati Fazda Peptld Sentezinde Kullanllan
Ozel Deney Kabi = ' e :
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"  Tablo 3.1. 86- -104-Polimer Parga51n1n Sentezinde Kullanilan
- Korunmus Amino Asidlerln Aqlrllklarl,

- |konum|2mino Asid - Ag‘(;}m Konum|Amino asid . < .- Agf;)hk R

1103 |Asparagin (mo) 3,71 | 94 |wssin (vIb) 2,83
| 102 |Trecnin (IIIb) | 3,25 | 93 Aspartlk Bsid (IXb) 3,39
.| 201 |Alanin (o) | 1,9 | 92 |Glutamk Asid (Ib) 3,54
| 100 |Lizin (W) | 3,99 | 91 Arglnin () 4,50

| 98 |ssin (vib) 2,43 | 89 |Treenin (IIm) . | 3,25
T_97:‘T1r021n (VIIbf‘ 3,90 88 LlZln (Vb) ] '3;99’

95 |tzolosin (vitm)| 2,43 | &6 |uzin (b) | 3,99 |

Tablo 3.2. 86-104-Polimer PafgaSihin“AminoEASid Analizi =~

Amino ASid‘ 4\‘ ‘, Say; Oran

Lizin (Va) ‘ 5 |4,9
Arginin (Xa) 1,0

o

oo |
11,4 |
3,2
11,8
0,95
2,1
0,62

Aspartik Asid (IXa) =
Treonin (IIIa) '
Glutamik Asid (Ia) |-
"~ |alanin (IVa) |
tzoldsin (VIIIa)
Lsin (VIa)
Tirozin (VIIa)

=N H N W N

99 |Lzin (W) | 3,9 | 90 |Gluamik Asid () | 3,54 |

96 |Alanin (1) | 1,99 | 87 |Lizin (Vb). B X
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~ 3.4. 83-104-Polimer Pargasinin Sentezi =

83-104-Polimer parga51n1n sente21 1gin 15g 86-104-Po-
"llmer pargasi 6zel deney kablna konuldu ve Tablo 2,2'deki
- yontem gok az farkla Kisim 3.3'de olduyu gibi uygulandl. 2'nci
»adlmda kullanilan trifloroasetik asid orani % 25'den % 40'a;
reaksiyon siiresi de 10 dakikadan 20 dakikaya ¢ikarildi. Ayri-— =
ca, amino asidleri birlestirme adimi (adim 6) ve ondan sonra
- gelen adimlar her amino asid lgln iki kere tekrar edildi ve
ikinci tekrarda 6'nci adimin reaksiyon sliresi 18-24 saate oh B
kari1ldi. Bu 83-104-Polimer pargasinin sentezinde kullanilan
korunmug amino asidlerin a§irliklara (5,88 milimol)vTablo'B.B
de gdsterilmigtir (Bu agirliklar 15g 86-104-Polimer parga51h1n_
8,4 g 104~Polimer pargasindan elde edildi§i kabul edilerek
hesaplandl). Ayrica, 6'nci adimda her amino asid,igin 1,10 g
(5,29 milimol) disikloheksilkarbodiimid (XXXII) kullanilda.
¢ amino asidin eklenmesinden sonra elde edilen 83-104-Poli-
mer pargasindan bir Srnek (10 mg) alindi; bunun Kisim 3.2'de-
ki gibi hidrolizinden sonra amino asid analizi yaplldl. Bu a-
) nalizin sonuglari (22 amino asid lgln) Tablo 3.4'de gbsteril-
'mistlr.

)

Sentezin témamlanmasmndan éonra elde edilen polimere'
bagla peptid pargaszndan 4g, daha sonra benzerlerin sentezin-
‘de kullanllmak izere deney kabindan g¢ikarildi; gerisi senteze_
devam etmek igin deney kablnda birakalda. '
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Tablo,3;3. 83-1044Polimer PargaSLnln Sentezinde Kullanilan
Korunmug Amino_Asidlerip~A§;:llk1ar1,¢

Konum | Amino Asid - | Aqﬁgi*k“ -
85 tzoldsin (VIIIb) | - 1,36°

- 84 | Glisin (XIb) ~ - | 1,03 -
83 Alanin (IVb) -~ | 1,11

Tablo 3.4. 83-104-Polimer Pargasinin Amino Asid Analizi

Amino Asid - . = . | Sayr Qran,.“,, t
Lizin (Va). - | 5:} 4,9°
Arginin'(Xa) 1 1,0 ' <
Aspartik Asid (IXa) | 2 | 2,0

Treonin (IIIa) 2 .;;6 |
Glutamik Asid (Ia) 3 |30 |
Glisin (xTa) | 1 | 0,83

Alanin (Iva) 3 | 2,5

fzoldsin (VIIIa) -2 1,7

Losin (VIa) 2 | 2,0 \
Tirozinl(V;Ia) 1 0,70 , '\
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3.5. 75-104-Polimer Pargasiﬁln Sentezi

Kigam 3.4'de anlatildigi gibi deney kabinda bairakilan
83-104-Polimer pargasina Tablo 2 2'deki yénfem Kisim 3.4'de
oldugu gibi uygulanarak sekiz amino a51d eklendi; boylece 75-
’104-Pollmer pargasl elde edildi. Bu sentezde birlestirme ada-
minda (adim 6) kullanilan korunmug amino asidlerin agirlikla-
r1 (4,34 milimol) Tablo 3.5'de gdsterilmistir (Bu adirliklar
kullanilan 83-104-Polimer pargasinin 6,29 104-Polimer parga-
sindan elde edildigi kabul edilerek hesaplandi). Ayrlca,»bﬁ
6'nci adimda her amino asid igin 0,81lg (3;9lfmilimol) disiklo-
heksilkarbodiimid (XXXII) kullanildi. Sentezin kontrolu igin
79'uncu ve 75'inci amino asidlerin eklenmesinden sonra drnek-
ler (10 mg) alindi; bu &rneklerin Kisim 3.2'deki gibi hidro-
lizinden sonra amino asid analizi yapildi. En son amino asid
analiz sonuglari (30 amino asid igin) Tablo 3;67da gbsteril-
migtir, | B ' ' -

Bu sentezin sonunda elde edilen polimere bagli peptid
.parga51ndan 2g, daha sonra bir benzerin senteZLnde kullanil-
mak iizere deney kabaindan g¢akarildi; gerisi senteze devam et-
mek igin deney kabinda barakailda.



o Tablo 3 5 ~75- 104-Polimer Parga51n1n Sentezinde Kullanllan
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- Korunmug Amlno Asidlerin A§1rllklar1

- [ronum

Amino Asia . |A%rlik)

(9

Kenum

e miaq | |mocla]
quno'A$l¢1ﬁ7w,, @

82
81
80
79

Fenilalanin (XIIb)|
Izolssin (VIIIb) -
Metionin (XIIIb) -
Lizin (Vb) "

g l‘,OO
1,087

1,65

78"
7
76

1zoldsin (VIIIb) 1;b0~7

Glisin (xwb) - | 0,760 | ="

Tablo 3.6.

75-104-Poliner Pargasimin Amino Asid Analizi

Lizin (Va)

Arginin (Xa)

1,0

o

Alanin (IVa)

Ldsin (VIa)

Aspartik Asid (IXa)
Treonin (IIIa) ) ;»
'Glutamik Asid (Ia)

”Prolin (XIVa)
Glisin (XIa)

Metionin (XIIIa)
tzolésin (VIIIa)

Tirozin (VIIa)
Fenilalanin (XIIa)

: 2r°l:i
|23
1 3.0
1 0,65
1,6
2,5
1 t0,47
3,1
2,0
0,62
0,72

RN OB H W R Ww N
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3;6-”68-104*PolimervPaggasin1n~8entezi;{y,*

‘ Bu parganin sentezi igin Kisim 3.5'de’ belirtildigi gi-
bi ‘deney kabinda barakilan 75-104-Polimer pargasina Tablo
 2 2'deki yontem Kisam 3 4! de oldugu gibi uygulanarak yedl a-
mlno a51d eklendl. Bu sentezde blrlestlrme adlmlnda (adim. 6) o
" kullanilan korunmug. amlno a51dler1n a§1r11k1ar1 (3, 50 mlllmol)
Tablo 3.7'de gosterllmistir (Bu aglrllklar, kullanllan 75-104-
‘ Pollmer parga51n1n 5,0g(104fPo;1mer parga51ndan elde_edlldlglk
- kabul edilerek hesaplandz);;Ay;;ca,:birlestirme adimlnda as—’~
" paragin (IIa) disinda her amino asid‘igih 0 65”g’(3‘15‘mili-"
" mol) disikloheksilkarbodiimid (XXXII) kullanilda. Asparagln -
in korunmug olarak (IIb) eklenme31 ise KlSlm 3. 3'de oldugu
glbl gergeklestlrildl. Sentezin kontrolu 1gln 71'1nci ve 68 '~
inci amino asidlerin eklenmesinden sonra Srnekler (10 mg) a-.
1linda; bu orneklerln KlSlm 3. 2'deki glbl hidrollzlnden sonra

amino asid analizi yaplldl. En son analiz sonuglarl (37 amlno L

~asid igin) Tablo 3.8'de gosterilmistir.L

| SenteZLn tamamlanma51ndan sonra elde edllen 68—104-Po-'
limer parga51ndan 2g, deney kablndan glkarlldl, gerisi sente-
- ze devam etmek 1gln reaksiyon kablnda blraklldl. -
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Tablo 3.7. 68-104-Polimer Pargasinin Sentezinde Kullanilan
“Korunmug Amino Asidlerin Agarlaklari |

Konum|Amino Asid MﬁﬁkmmmMMo&ﬁ'   &%§&>‘
74 |Tirozin (VIIb)| 1,30 70 |Asparagin (IIb) 1,24
73 |Lizin (Wb) 1,33 69 |Glutamik Asid (Ib)| 1,18
72 |Lizin- (Vb) 1,33 68 |I8sin (V)  ~ | 0,809
©.71 {Prolin (XIVb) | 0,753 ‘

7Tabld’3.8. 68-104-Polimer Pargasinin Amino Asid Analizi

Amino Asid Saya | Oran
Lizin (Va) o 8 | 7,8
Arginin (Xa) 1 1,0
Aspartik Asid (IXa) 3 3,0
Treonin (IIIa) 3 2,3
Glutamik Asid (Ia) 4 4,1
Prolin (XIVa) 2 1,5
Glisin (XIa) 2 1,6 3
Alanin (IVa) 3 2,6
Metionin (XIIIa) 1 0,35
tzoldsin (VIIIa) 4 3,2
LOsin (VIa)’ 3 3,1
Tirozin (VIIa) 2 1,2
Fenilalanin (XIIa) 1 | 0,92
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3.7. 66— 104 Pollmer Pargasznln Sentez1

66 104 Pollmer parga51n1n sente21 1gln, K131m 3 6 da
belirtildigi gibi, deney kabinda birakilan 68-104-Polimer
~pargasina Tablo 2.2'deki yontem uygulanarak iki- amlno a51d

eklendi. Bu sentezde birlestirme adiminda (adlm 6) kullanllan.

korunmus amino a51dler1n aglrllklarl (2,74 mlllmol) Tablo 3,9'

da 9°Sterllml$tlr (Bu aglrllklar, kullanllan 68~ 104- Pollmer
 pargas1n1n 3,9g104- Pollmer parga51ndan elde edlldlgl kabul 7
edilerek hesaplandi). Ayraica, birlegtirme adiminda, her amino
asid ig¢in 0,51g (2,47 milimol) disikloheksilkarbodiimid kul-
lani1ldi. Sentezin sonunda 6,8 g 66-104-Polimer parcasi elde
edildi. Bu parcgadan bir 6rnek (10 mg) alainarak Klslm’3 2'deki

gibi hidrolizi, ondan sonra da amino asid anallz1 yaplldl. Bu, 

analizin sonuglara Tablo 3.10'%a- gosterllmlstlr.«

Bu sentezin tamamlanmasl‘ile amaglanan'dértlﬁ sentezin -

ilk b&limii, sitokrom c'nin (XXI) hemsiz peptid (XXIII) parga-
sinin sentezi,katl,dayanak.ﬁzerinde gergeklestiriimis oldu.
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Tablo 3.9. 66-104-Polimer Pargasinin Sentezinde Kullanilan

V,KorunmusbAmino Asidlerin Agairlaklari

Konum Amiﬁé‘Asid““"

Adairlaik

(@

67 "Tirozin (VIIb) .

1,02
0,924

T?bio 3.10. 66f104-Polimer Par§éé1n1ﬁ Amino Asid Analizi -

66 Glutamik: Asid  (Ib)

Amino Asid

Sayx

Oran

~Lizin (Va)
Arginin (Xa)

P

1-1,0.

1,7

Aépartik Asid (IXa)
Treonin (IIIa)
Glutamik Asid (Ia)
Prolin' (XIVa)
Glisin (XIa)
‘Alanin (IVa)

Lésinr(VIa) _
‘Tirozin (VIIa)
| Fenilalanin (XITa)

‘Metionin (XIIIa) .
tzoldsin (VIIIa) - -

1,8

wapl—:'whmwmwgw

2,2
1,7
1,8

3,1

'ﬂoisjf,fl” 

3,3
: 3'0 H

3,0”‘
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- 3.8. N-Asetilﬁp+kloro—DL-fenilalanin'in'(XXIX) Sentézi i

|
|
\
9,5g (0, 048 mol) p-kloro-DL-fenllalanln ve 45 ml ase—' |
tik- asid sllfli erlene konuldu, erlenln boynuna kurutma tubu
takalda. Karlslm yavas ‘yavag karlstlrllarak kaynama noktas1na
getlrlldlkten sonra 3 dakika’ sogutuldu. Bu surenln sonunda
7,0 ml (0,075 ml) asetanhldrldl azar ‘azar karlslma eklendl.?
Elde edilen ¢ozelti: isitilarak kaynama ‘noktasina“ getlrlldl ve
‘2 dakika bu 'sicaklikta tutulduktan sonra sogutuldu, 40°C si-"
caklikta’evaporatdrde ‘koyulagtirildi. Geride kalan sarimsi 51-“”
Vlya 10 ml su eklendi ve su 40°C sicaklikta evaporatorde ugu-
ruldu. Bu iglem iki kere daha tekrar edildikten sonra N-asetil-
p-kloro-DL-fenllalanln (XXIX) sarimsi renkte b1r kat1 olarak -
elde edildi. Bu kat1“500 ml asetonda ¢&zlildii. ¢Szelti biraz
bulanik oldugundan sﬁzﬁldﬁ} aseton,evaporatﬁrdeﬂuguruldu;,E1? 
de edilen saramsa kati 50 ml'eterleayikanarak aritaildiktan
'sonra algak basing altinda oda sicakliginda kurutuldu.: :Sonun-
da 10,5 g (% 91) saf- N-asetil-p-kloro-DL-fenilalanin * (XXIX) be-
yaz krlstaller halinde elde edildi. Bu.iriinlin ergime nokta51
181.5 - 182.59crair(39), - » |

‘a3.9.,NbAsetilépbklorohDLbfenilalanin!in-(XXIX)»Enzimle-xug,
s " Rezoliisyonu; p-Kloro-L-fenilalanin'in “(XXVIIb)  Sentezi -

9,68 g (0,040 mol) N-aéeﬁil;p-kdor64DL¥fénilélanin‘ 
(XXIX) 320 ml su ile karlstirildl‘ve‘buﬂkérlslmiﬁ“pﬁ 1“Yava$
yavas 2N lityum hidroksid eklenerek 7,10'a‘ glkar11d1(3°)
pH'da’ tiim amino asid gozundu._Bundan sonra gozeltlnln hacmi’
su eklenerek ‘400 ml'ye: tamamlandl, boylece 0,1 molar amlno '
asid g¢ézeltisi elde edlldl. Bu ‘0,1 molar gozeltlye 250" mg en—
zim® (Asilaz) eklendi ve karlsun 50°¢ s;cakllkta 96 saat bekletildi. Reaksi-
yonm1km.mnenﬁ1samnﬁh umamaamus oldudu, reaksiyon sirasinda degi
gik zamanlarda alinan Srneklerin amlno asid (p-kloro-L-fenil— oo
alanin olarak)’ anallzl yaplldlglnda son iki Srnekte amlno asid
mlktarlnda hig deglslkllk gorulmemesinden anlaslldl. Bu sii- '

PR TR
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renin sonunda asetik asid eklenerek karigimin pH'i 5,0'e dli-
~ glirtildd, 1lg kdmir tozu kOnuluP~kar;stlr11di.;Bundan}sonra ka-
risim stizgegten gegirildi,~kﬁmﬁr(ﬁozlarlna_ﬁakllan protéin
slizgecin lizerinde kaldigindan duru bir ¢zelti elde edildi.
Bu gozeltlnln hacmi 40°c sicaklikta evaporatorde 40-50 ml'ye
= 1nd1r11diglnde beyaz kristaller ayristi. Elde edllen karigim
0°C'da 24 saat bekletildikten sonra siiziildi; siizgecin uzerin—
de kalan kristaller eterle (2 x 25 ml) ylkandlktan sonra al-

¢ak basing altinda kurutuldu wve 2,969 (3 74) p-kloro-L—fenllala-
Anln (XXVIIb) elde edildi. .- _ DT |

3.10. W- t—Butllok51karbon1l-p-kloro—L—fenilalanln'in
’ - (XXVIIa) Sentezi » , —

2, 1969 (14 8 millmol) p-kloro-L-fenllalanln (XXVIIIb)
ve 74 ml dlmetllsulfoks1d 250 mllilitrelik erlene konuldu,

4,1 ml (29, 6 milimol) trietilamin ve 2, l ml (14 8 mllimol)

t-butllok51karbon11a21d eklendi ve . karlslm oda 51cak11§1nda

20 saat kar1$t1r11d1(3l). Elde edllen gozeltiye 240 ml.su eklen-:

dikten sonra eter (3 x 60 ml) ile ayr1m1 yap11d1. Geriye ka-
lan sulu fazin pH'1l kati sitrik a51d eklenerek 3,0'e diigiriil- -

'dﬁ; gozeltl, etil asetat (3 x 100 ml) ile’ayrastairilda. Elde
dllen etil asetat gozeltlsi, su (3 x 50 ml) ile ayrlstlrlldlk-k%
tan sonra sudan arik magnezyum sulfat ile ‘kurutuldu ve sitiziil-

‘ rdu. ‘Bundan sonra etil asetat 40 % 51cak11kta evaporatorde u-

fguruldu. Gerlde kalan koyu saviya petrol eterl (50 ml) eklen-”

dlglnde beyaz kristaller ayrlstl. Bu krlstaller algak ba31ng

- altanda kurutuldu; sonunda 2,9 g (% 49) N-t-btitiloksikarbo- .
hil-p;kloro;L;fenilalanin (xxvxxa)”élde“edildi; Bu‘amiho asi-
din saf olduju, ince tabaka kromatografigl yaplldlélnda bir

tek nokta gdriilmesinden anlaslldlr.

Bu iirlinlin nmr spektrum degerleriqbbh? 3. ll'de verilmig
nmr spektrumu da Sekil 3.2'de gosterilmistlr.
v : ‘
Ergime nokta51 106-106.5°C olan N-t-bﬁtilok51karbon11- ;
:p-kloro-L-fenllalanln in (XXVIIa) analiz sonucu bulunan kar-

v



“ bon, hldrOJen, klor ve azot ylizdeleri % C, 55, 73, % H, 5 91,

4,94 olup C14 HlS ClNO, igin hesaplanan te—'
klor ve azot yiizdeleri % C, 56 09.

% Cl, 12,35; & N,

orik karbon, hidrojen,
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% H,,6 05; ¢ Cl 11,83 ve & N,‘4 67" dir.

 Tablo 3,11. N-

Degerleri

t-Butiloks1karbon11-p-kloro—L—Fen1lalanln in S
(XXviIa) » Nikleer Manyetik Rezonans Spektrumv

Tepenin Kayma
Degeri (Hz)

Tepe Katlilig:

Tepenin Belirledigi] .

Proton(lar)

73

150

178

246

439

Birli
Ikili
teld

Cok katli

Birli

"

(CH3) 5 C=0-C=

-CH=~

wNH -
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“3.11. Q_Kloro-L-fenllalanln-67'11 66 104-P011mer Parga51n1n
Sentezi- T BT S . inn

Bu 66~ 104 hems1z peptid benzerlnln (XXIV)- polimere‘
bagli olarak sentezi igin 2, 1 g.68-104-Polimer pargasi (Kisim

3.6) dzel deney kabina konuldu ve Tablo 2. 2'dek1 yontem Kisim B

3.4° dek1 gibi uYgulandl, yalniz, kullanilan parganln agirligi
az olduju igin -tiim sivi ve gdzeltilerin hacmi 100 ml'den 75

ml'ye indirildi. Bu sentezde kullanllan korunmus amlno asidle-

rin agirliklara (0 84 mlllmol) Tablo 3,12'de gosterilmistlr
(Bu aglrllklar, kullanilan 2,1 g 68-104-Polimer: pargaslnln
1,2 g 104-Polimer pargasindan elde edildig§i kabul edilerek
hesaplandl) Ayraica, birlegtirme adiminda (adim 6) her amino
asid igin 0,157 g (0,76 milimol) d181klohek51lkarbodilmid 7
(XXXII) kullanildi. Sentezin sonunda .2, 0 g p-kloro-L—fenlla- :
‘lanin-67'1li 66-104-Polimer- parga51 elde edlldi. Bu pargadan
bir drnek (10 mg) alinarak Kisim 3.2'deki gibl hidrolizi, on-
dan sonra da amino asid analizi (39 amlno asid 1gin) -yapailda.-
Bu ana1121n sonuglarl Tablo 3. 13'de gosterilmlstir.

.\/



- 49 -

Tablo 3.12. p-Kloro-L—fen11alan1n-67'11 66 104-P011mer ,

‘Pargasinin Sentezinde Kullanllan ‘Korunmus Amlno”l

Asmdlerln Aglrllklarl

Konum | Amino Asid 'Aéir};k
\g

67 | p-Klorofenilalanin‘(XXViIa) 0,252

66 | Glutamik Asid .(Ib) 0,283 '

Tablo 3.13. p-Kloro-L-fenilalanin-67'1li 66- 104-Polimerf e

f

Pargas1n1n Amino Asid Analizi

Amino Asid o Sayi | Oran
pKloro-I~ferilalanin (XXVI]}:) o1 0,92 |
Lizin (Va) - -8 ;7,9;ﬂ
Arginin (Xa) 1 | 1,0
Aspartik Asid (IXa) 3 3,0
Treonin (IIIa) 3 2,4
Glutamik Asid (Ia) 5 | 5,2

’ ’Prolin (XIVa) 2| 1,5
" Glisin (XIa) 2°11,8
‘Alanin (IVa) -3 [ 30 .
Metionin (XIIIa) 1 0,29
Izo0l8sin (VIIIa) 4 3,5
Ldsin (VIa) 3 3,2
Tirozin (VIIa) 2 1,3
Fenilalanin (XIIa) 1 0,97
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3 12, Q_Kloro-L-fenllalanin-74'lu 66~ 104-P011mer Parga31n1n -

Sentezi -

Bu 66~104 hemgiz peptld benzerlnln (XXV) polimere baé--'

11 olarak sentezi igin 1, 05 g 75-104

70'inci amino asid asparagin (IIa) disinda her amino asid 1-‘
¢in 0,080 g (0, 38 milimol) dlSlkthekSilkarbodllmld (XXXII)

kullanildi. Asparagin'in korunmug olarak :(IIb) eklenmesi- Kl-A’

sim 3.3'de oldugu gibi gergeklegtirildi. Sentezin sonunda -

o, 950 g p—kloro-L-fen11alan1n-74'lu 66 lO4-P011mer parga51 .
elde edlldl._ * ‘

Sentezin kontrolu lgln 72'nc1, 68! inc1 ve 66 nc1 amino
asidlerin eklenmeslnden sonra 8rnekler (10 mg) allndl, ‘bu or-
neklerin Kisam 3. Z'deki ‘gibi hldrolizinden sonra amino ‘asid
analizi yapildi. En son analiz sonuglarl (39 amino asid igin)
 'fTablo 3:15'de gdsterilmigtir. ' o

-Polimer pargasi (Kaisaim -
3.5) ozel deney kabina konuldu ve. -Tablo 2,2' deki yontem KlSlm'

3. 4! dek1 gibi uygulandl, yalnlz,rkullanllan parganin aglrllé;

az oldugu lgln, tlm sivi ve gozeltllerln hacmi 100 ml'den 50

ml' ye 1nd1r11d1 Blrlestirme adlmlnda (adam 6) kullanllan ko—f
runmug amino asidlerin aglrllklarl (0 42nulimdn Tablo: 3 14' j

~de gosterllmlstlr (Bu aglrllklar, kullanllan 1 05 g 75 104-

- _Pollmer parga51n1n 0,6 g 104-Pollmer parga51ndan elde edlldl-%

gl kabul edilerek hesaplandl) Ayrlca, birlestirme adiminda :f
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Tablo 3.14. p-Kloro-L-fenilalanin-74"'1{ 66-104-Polimer-Parga--

Sinin Sentezinde Kullanilan Korunmusg Aminb Asid—
lerin A§irliklar: - ‘

" |Konum|Amino Asid Ag](';}lk Konum|2mino Asid | Ag:(.;)l:.k
74 |p—Kloro~I~fenilalanin ‘
[ (xxXVITa) 0,126 | - 69 |Glutamik Asid (Ib) | 0,142
73 |Lizin (Wb) 0,175 | 68 |Losin (VIb) 0,097
- 72 |Lizin (Vb) 0,175 | 67 |Tirozin (VIIb) - | 0,156
71 |Prolin (XIVb) 0,091 | "66 |Glutamik Asid (Ib) | 0,142
70 |Asparagin (I1b) 0,149 | |

‘Tablo 3 15. p-Kloro-L-fenilalanin-74'1l{i 66-104-Polimer

sinin Amino Asid Analizi

Parca-

Amino Asid Sayi | Oran
p-Kloro-L-fenllalanln (XXVIIb) 1 0,98
Lizin (Va) 8 | 8,5
Arginin (Va) 1 1,0
Aspartik Asid 3 3,0
Treonin - 3 | 2,7
Glutamik Asid 5 5,6
Prolin ‘ 2 2,0
Glisin 2 2,2 |
Alanin 3 3,5 |
Metionin | .1 fo,23 ]
1zol8sin 4 4,1
LOsin 3 3,7
Tirozin 2 11,2
Feniialanin' 1l 11,2
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3.13, N-Asetil-DL-2

20 g (0,14 mol) DL~2- -aminoheptanoyik asid'in 325 ml
sicak asetik asid icindeki ¢6zeltisi kaynama nokta51na geti-

rildi ve 29 ml (0,31 mol) asetanhldridi azar azar eklendi. El-

de edilen ¢odzelti 5 dakika kaynatlldlktan sonra oda 51cak11—’
glnda 2 saat bekletildi. Asetik asmd ve artik asetanhidridi

40°C sicaklikta evaporatdrde uguruldu. Geride kalan 81V1Ya 40

ml su eklendi ve damitma igslemi tekrar edildi, Elde edilen *'-\
kati-sivi karigimi 325 ml sicak asetonda gozuldu, bir miktar =

kémiix tozu eklenip galkalandiktan sonra suzgegten gegirildi.
Stiziilen ¢bzelti evaporatdrde koyulastirildiginda beyaz kris-
taller ayrigti. Karlgim 0°C'da 18 saat bekletildikten ‘sonra
slizlildi. Silizgecin uzerlnde kalan krlstaller, soguk aseton
(2 'x 25 ml) ve eterle (2 x 25 ml) yikandiktan sonra alcak ba-

sing altinda kurutuldu; 18,2 g (3 70) N-asetil tiirevi (XXX)
elde edildi.

3.14. N-Asetil-DL-2-aminoheptanoyik Asid'in (XXXf Enzim‘ile
Rezoliisyonu; L-2 -Aminoheptanoylk Asid'in (XXVIITb)
Sentezi

17,4 g (0,093 mol) N-asetil-DL-2-aminocheptanoyik asid

(XXX) bir litrelik erlene konuldu ve 750 ml su eklendi(32),

Bu karlslmln pH'1l derigik amonyum hidroksid kullanarak 7, 18'e
getlrlldl. Bu pH'da tiim amino asid ¢6zlindil. Bundan sonra, ¢&-
zeltinin hacmi su eklenerek 930 ml'ye tamamlandi; bdylece

0,1 molar amlno ‘asid ¢bzeltisi elde edildi. Bu 0,10 molar ¢&-
'zeltlye 120 mg enzim (Asilaz) eklendi ve karaigim 38°C ‘sicak-
likta 48 saat bekletildi. Reaksiyonun bu siirenin sonunda ta-

maﬁlanmls oldugu, reaksiyon sirasinda de§isgik zamanlarda‘ali-

nan- orneklerln amino asid (L-2-am1noheptanoy1k asid olarak)

analizi yapildiginda son iki Srnekte hi¢ degigiklik gdriilmeme-

sinden anlasildi. Bu siirenin sonunda karisima 10 ml asetlk a-

sid ve'l g komur tozu eklenip karlstlrlldl, sonra da slizgegten

- gegirildi. Stizlilen ¢dzelti oda sicakliyinda 24 saat bekletil-

di: Bir miktar protein daha ayristigindan kémir tozu ekleyip

-aminoheptanoyik asid'in (XXX) Sentezi = -
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vSﬁzmefislemi tekrar
yi kesmek igin 5 ml
ratdrde 60-70 ml'ye

edildi. Elde edilen: gdzeltiye:kopiiklenme-
2-oktanol katilip gézeltinin:hacmi evapo-
indirildiéinde;beyaz kristaller ayrista.
slizgecin lizerinde kalan kristaller 50 ml
eter ile yikandiktan sonra- agikta kurutul—
2- ~amincheptanoyik asid (XXVIIIb) ile. beraber ayri-

San ¢ok az mlktardaki proteini atmak igcin bu:kristaller: 750
ml sicak suda gozuldu,

Bu'karigim siiz{ildi,
saf etanol ve 50 ml
du. Saf L~

biraz komiir tozu eklenip karigtirilda.
Bu karlslm sicakken stizgegten . geglrlldl Stzlilen ¢ézeltide’ L
kristaller ayrismaga basladlglndan 750 ml sicak’ saf etanol
eklendi ve ¢ézelti 0°c'da 24 saat bekletildi. Bu siirenin so-
nunda kristaller ayrigtigindan karisam siiziildd. Siizgecin. Uze-
~rinde kalan kristaller 50 ml saf etanol ve 50 ml eter ile yi-
kandi. Elde edilen kristaller az oldudu igin, siizlilen ¢bzelti

7 evaporatorde 90-100 ml' kalana kadar koyulastlrlldl,mbeyaz
kristallerin ayrigtigi goriildd. Karlslm 09C'da 24 saat bekle-
t;ldlkten,sonravsuzuldd, krlstaller_SO m1~saf etanol ve 50 ml
eter ile yaikandiktan sonra tim kristaller birlegtirildi. Bun-
lar: algak basing altinda kurutuldugunda 4,3 g (% 64) L-2 aml- '
noheptanoyik asid (XXVIIIb) elde edildi,

3. 15 N-t-Biitiloksikarbonil-I,-2- amlnoheptanqylk A51d'1n
(XXVIIIa) Sentezi

4,22 g (29,1 milimol) L-2‘aminoheptanoyik asid (XXVIIIb),

:8 0 ml (58,2 mlllmol) trletllamln ve 4,1:ml"(29;1 mlllmol)
't-butllok51karbonlla21d in 145 ml dimetllsulfok51d 1glndeki
karisimi oda sicakliginda 18 saat kar1$t1r11d1(31) Bu ! slire-
' 'nin sonunda beklenlldlgl glbl bir gozelti elde edilmedlél i-
. ¢in 50 ml dimetllsulfok51d ve 0,84 ml (o, 6 millmol) t=-bilitil-
de51karbon11a21d eklendl ve karlslm oda 31cak11§1nda 24 saat
kar1$tlrlld1. Bu surenln sonunda da bir ¢6zelti elde edlleme-
d1, fakat yeteri kadar reak31yon oldu§u dugunulerek bir son-
raki adlma gegildi. Bunun igin karigima 690 ml su. eklenip e- -
‘ter (3 x 100 ml) ilé éyt1m1 yapild;.,Geridé'kalan sulu . fazin
va-l kéfi sifrik‘ésid ilave edilerek 3'e’dﬁ$ﬁrﬁ1dﬁ ve soq;gw,



' 1et1l asetat (3 x 100 ml) ile ayrigtirildi. Elde edllen etil
fhsasetat gozeltlsi su (3 x 50 ml) ile ylkandlktan sonra sudan'
. arik magnezyum silfat ile kurutuldu, suzuldu ve etil. asetat

v 40°C sicaklikta evaporatdrde uguruldu. Geride kalan 51V1ya

. -petrol eteri (50 ml) eklenlp, petrol eteri evaporatorde ugu-
ruldu, bu iglem iig kere tekrar edlldlgl halde krlstaller ay—.
. rigmadi. BOylece 2,36 g (% 56) N- t—butlloksikarbonll—L 2 ami—
. - noheptanoyik asid (XXVIIIa) ¢ok koyu bir sivi olarak elde ‘e-
- dildi. Bu amlno asidin saf oldugu ince tabaka kromatograf1s1
. - yapildiginda bir tek nokta gorulmes1nden anla$1ld1. ‘ ‘

Bu Uriinlin nmr spektrum dederleri Tablo 3 l6'da verll-
'mls, nmr spektrumu ise gekil 3.3'de gosterllmlstlr.

H

N-t-biitiloksikarbonil-L-2- amlnoheptanoylk a51d 1n ;

(XXVIIIa) analiz sonucu bulunan karbon, hidrojen ve azot yuz-\
deleri% C, 58,47; ¢ H, 9,38; % N, 6,02 olup Ci2 Ho3 NO4 1glni

hesaplanan teorik karbon, hidrojen ve azot yuzdelerl % C,
- 58,78; % H, 9,38 ve % N, 5,71 dir, :

:H»kTablo 3.16. N-t-Butlloks1karbon11-L—2-am1noheptanoy1k A51d 1n
(XXVIIIa) Niikleer Manyetik Rezonans Spektrum “:p

Dederleri 1
Tepenin kayma|. .. |Tepenin Belirledigil
Degeri (Hz) Tepe Katl1l1g} Proton(lar)
52 | teld : CH3-
97 Birli (CH3) 3C~
60-120 Cok katli - - (CH,) 4=
254 Genis, ¢ok
-katll.v -?H-
301 Genisg, ¢ok 4
katla - =NH=-
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73,16, L-2

-Amlnoheptanoylk Asid-79'lu 66— 104—Polimer FE
Parcasinin Sentezi L :

Bu 66-104 hemsiz peptid benzerlnln (XXVI) pollmere
bagly. olarak sentezi igin 1,00 g 83~ 104

deney kabina konuldu ve Tablo 2,2"
oldudu gibi uygulandl.

=Polimer pargasi. ozel
dekl yontem ‘Kisim 3. 12 de

lan korunmus amino ‘asidlerin agirliklari (0,59 mlllmol) Tablc

3.17'de gosterllmlstlr (Bu aglrllklar, kullanllan 1, 00 g 83‘
104-Polimer pargcasinin 0,56 g 104

dildigi kabul edilerek hesaplandl) Ayrlca, bu adlmda 70 1nc1

amlno a51d asparagin'in (IIa) dlslnda her amlno 1gln 0 110 g
(0, 53 mlllmol) dlslklohek51lkarbod11m1d (XXXII) kullanlldl.j |

Asparagln in korunmus olarak (IIb) eklenme51 1se Kisim 3, 3'de
| oldugu glbl yapilda, Sente21n sonunda 0 735 g L-2-am1nohepta—‘
noyik asid-79'lu 66- -104-Polimer pargasi elde edildi. |

Sentezin kontrolu igin 80'nci, 79'uncu, 75! nci, 70 'nci
ve 66'nc1 amino asidlerin eklenme51nden sonra Srnekler (10 mg)
allndl, bu drneklerin Kisim 3.2'deki glbi hidrollzinden sonra
amino as1d analizi yaplldl. En son amlno as1d analiz sonuglarl
(39 amlno a51d 1gln) Tablo 3. 18'de gosterllmlstlr.'

Blrlestlrme adlmlnda (adlm 6) kullanl’;

-Polimer’ parga51ndan elde e—;



- Tablo

-~57 -

3?l7 L-Z-Amlnoheptanoylk Asid-79" lu 66= 104-P011mer :
‘Parcasinin Sentezinde Kullanllan Korunmus Amlno
A31dler1n Aélrllklar1~
[ ssa K i pasa [Pl
82 |Fenilalanin (XTIb) 10,157 | 73 |rizin (vB) |. 0,245-
81 |tzolssin' (VIITb) 0,137 | 72 |Idzin (Wb) - .- 10,245
| 80 [Metionin (xIIm) | 0,147 | 71 Prolin (XIVb) 0,127 |
"79~2-HmumhepuumyncAsni o ' . A B
| {(XXVIIIa) 0,145 | 70 Asparag]_n (IIb) 10,209 |
| 78 |Treonin (IIIb) , | 0,183 | 69 |clutamix Asid. (Ib) 0,199
77 |Glisin (xIb) 0,103 | 68 |Lssin (VIb) 0,137
76 [Prolin (XTvb) . [ 0,127 | 67 Tirozin (VIIb) 10,129
| 75 |tzolssin (virm) 0,137 | 66 |Glutamik Asid ()| 0,199 |
74 |Tirozin (vib) | 0,129 o

Tablo

'

3.18. L-2-Aminocheptanoyik A51d-79'lu 66— 104-P011mer

« Parga51n1n Amino Asid Anallzl

Amino Asid " Sayi"I”Orén5-iﬂ
: Lizin S . 7‘,:f7ll@.,g
Arginin :l;;.;%(OCi
7Aspart1k ‘Asid 3| 3,0
" Treonin 3 2,7
| Glutamik Asid 5.4 5,7
Prolin ; 20 1,30
~Glisin L2 2,1
- | alanin 3450
"~ Metionin i Leen 20,35
tzoldsin - 4 4,1
Losin 3 | 3,7
TiroZinf 3 1;3 :'¢;'
Fenilalanin S A S ARl
© L=-2-Aminoheptanoyik Asid (XXVIIIb)- A B s B T
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3.17.

66 =104 Hem51z Peptld in (XXIII) Pollmerden quarllma—‘:
s1 (A) ' :

.\'_«;

1, 0 g pollmere bag11 66~ 104 hem51z peptld (Kisim 3, 7)

: ve 0 5 ml anlsol Teflon reakSLyon kablna konuldu ve 20 ml su—

3_-‘dan ar1k hldroflorlk asid, kobalt trlflorld ile karlgtlrll-‘ |

; 'IXXlle sogutulan reaksiyon kablna aktarlld (33,34,38)
W’?“’OOC

diktan sonra, alcak basing altlnda damltma yaluyla s1ivi azot

. Karlslm,

: ”ylne algak ba51ng altinda damltma yoluyla reaks1yon kahlndan
»‘allndl. Gerlde kalan karlslm 0 2 N asetlk a51d (3 X 30 nl) 1—

”rIllzasyon ile 410 mg peptld kat1 halde elde edlldi

Bu 66-104 hemsiz peptld'ln (XXIII) klsmen arltllma51

jilgln Jel kromatograflsl kullanilda. Bunun 1gln de 202 mg peD-

o tidin % 50 asetik asgid (3 ml) 1glndek1 bulanlk gnzeltlsl

f”ﬂlSephadex G-50 ile doldurulmus kolona (1 25 cm x 100 cm) konul-
_ J,fdu ve akan faz olarak 0,2 N asetik as1d (0 4 ml/daklka) kulla-
-]anlldl. Otomatik maklne ile toplanan ayrlmlarln (frak51von)

'"If(lG daklka/test tup) 250 nonametre deki absorp51yonu mor: ote-‘,

“177f51 (UV) spektrofotometre51 lle 8lclildli. Elde edilen: qraflﬁe

'»:(Sekll 3 4) dayanllarak ayrlmlar blrlestirlldi Ilk tepeyi o-i
. lusturan g ayrim (8-10) polimere bagl peptid gésterdiginden
L diger ayrlmlar iki grupta (13- 16 17- 19) b1r1e$t1ri1di (Daha

’kfﬂiisonrakl ayrlmlarda yalniz molekiil aglrllgl kUQUk olan yan urun—f

’f”aler bulundugundan bu ayrlmlar kullanllmadl) ‘Bu 1k1 biiytik- ay*'f

”ﬁ;rlmdan llYOflllzaSYOn ile 35 mg (13- 16) ve. 104 mg. (17-19) ka'X.-

‘ﬁrjiftl elde edildi. Bunlardan allnan orneklerln (l mg)' K151m 3 18! .

de peptidler igin anlat1ldiy: gibi hidrolizinden sonra amino

‘“»q;asld ‘analizi! yaplldl. Bu analizlerln sonuglarl Tablo 3. 19 da. i

}sonuglarl da’ verllmlgtlr."’

?gdsterllmlgtlr' Bu tabloda ayrlca, koparmadan sonrak1 analiz

T

Bu sonuglara bakarak pollmerden koparmanln ve arltll—-

- manln tam olarak gergeklegtlrllemedlgl gériildii; yalnlz, ilk:

ﬂbuyuk ayrlmda daha gok 66-104 hemsiz peptid (XXIII) bulundugu

bellrlendl.

'da 40 dakika karlstlrlldlktan sonra artlk hldroflorlk aSId;f;i



Sekil 3.4,

- 59 -

66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII)kPolimérdén dea-

rilmasindan (A) sonra Aritilmasinda Kullanilan Jel
) Kromatografisi Sonuglara ' ‘ '
1 : :
i
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~ Table 3.19,

-507—

Anallzlerl (a)

66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII) Amlno A51d

Amino Asid

"O0Oran- -

Sayi

Koparmadan
Sonra

Aritmadan Sonraki
Ayrimlar

13-16: .| 17-19

Lizin (Va)
Arginin (Xa)

=~ ¢

8,3 | 17,7
1,00 | 1,0

]Aspartik Asid (IXa)
| Treonin (IIIa)
Glutamik Asid (Ia)
|Prolin (x1va) -
|Glisin (XIa)
Alanin (Iva)
Metionin (XIIIa)
Izolésin (VIIIa)
Losin (VIa)
Tirozin (VIIa)
Fenilalanin (XIIa)

HoWw oW oa W NN O W W

3,0
2,9
5,3
1,6
1,8
3,2
0,75
g
3,1
1,8
0,92

3,0 "2 8
5,2 | ‘5,1

2,1 1,8
3,2 3,1
0,85 70,72
3,7 | 3,3
3,1 | 3,0
1,7 | 1,7
0,97 | 0,82

L7 e |
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3.18. Peptidlerin Hidroliz Yoluyla Analizi

Bu ydntem tiim peptldlerln analizi lgln uygulandai,:

1 mg Peptid ve 1 ml 6N hldroklorlk asid iki mililitre- -
lik bir ampul ig¢ine konuldu ve ampulin’ aﬁ21 algak basing al-
tinda kapatild:. Ampul 110°C sicaklikta 22-24 saat 1si1tild@ik-
tan sonra sogutuldu, Ampuliin agzi acilda ve ‘ampul, " lglnde Po-..
‘tasyum hidroksid taneleri bulunan desikatdre konuldu. Ampuliin

igindeki sivi deSLkatorde, algak ba51ng altinda uguruldu. Ge-'
- ride kalan amino asidlerih analizi yine amlno asid analiz ma-
kinesi (Beckman Model 120 c) 1le yaplldl.k" |

3.19. 66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII) Pollmerden Konarllma- ‘
g (B) . L -

l 0 g polimere bagll 66- 104 hemsiz neptldln (Klslm 3.7)
‘hidroflorik asid ile polimerden koparilmasinda ve kismen ari- 5
tllma51nda Kisim 3,17'deki ydntem uyguland:.(33 34 38). Yal—
naiz, kullanllan hldroflorik asid miktara azaUnldl (15 ml) ve
reaksiyon sliresi de 30 dakikaya 1ndir11d1. Sonunda, llyoflll—k
zasyon ile 452 mg peptid kati halde elde edildi.

.- Bu peptidin kismen arltilma51'igin 204 mg peptid yiﬂe ‘
ayni kolona konuldu; yalniz, toplanan ayrimlarain hacmi azaltll-
S dx (10 dakika/test tiip). Ayrlmlarln 250 nonametreé"deki absorp-
51yonlar1n1n 8lclilmesinden sonra elde edilen grafige (Sekil
3.5) dayanilarak ayrimlar iki grupta (22-25, 26-30) blrlestl-r
rildi. Bu iki biyik ayramdan, llyoflllzasyon ile 30 mg (22- 25)
ve 95 mg (26-30) kati elde edlldi Bunlardan allnan 8rnekle-
;rln (1 mg) Kigam 3.18"'deki glbl hidrolizinden sonra amino asid
iana1121 yapildi. Bu analizlerin sonuglari Tablo 3.20'de gds- ‘
~terilmigtir. Bu tabloda ayrlca,'koparmadan'sonraki analiz so?”vj

. nuglari da verilmigtir.

Bu sonuglara bakarak, ilk- koparma reaksiyonundan elde
edllen peptldln kolona konulmayan kismi (245 mg) igin kopar-

'7kma reaksiyonu tekrar edildi. Bu kez, 0,2 ml anlsol ve 10 ml

>.I hidroflorik asid kullanildi. Sonunda llyoflllzasyon ile 207
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mg peptid elde edildi.

Bu peptid kolona konuldugunda,

kolondan asagi duzgun
e b1r sekilde inmedigi gdriildii.

Ayrimlarin absorpsiyonu 81l¢iil-
- duginde elde edilen grafik (Sekil 3.6) de bunu dogruladidin-

- ‘dan ayraimlarain biiytik bir ¢ogunlugu birle§t1r11d1..Bunlardan li—v

’ yofilizasyon ile 155 mg peptid elde edildi.

Bu peptid tekrar
“kolona konuldu.

“Ayrimlarin absorpsiyonunun 8lglilmesinden sonra
~-elde edilen grafide (Sekil 3.7) dayanilarak ayrimlar iki grup-~

ta (23 25, 26-31) birlestirildi. Bu iki bdyuk ayramdan liyofi-"‘

lizasyon ile 20 mg (23-25) ve 65 mg (26-31) kati elde edlldl
»fBunlardan alinan Srneklerin (1 mg) Kisam 3.18'deki gibi hidro-

- lizinden sonra amino asid analizi yapildi. Bu analizlerin so-
"nuglarl Tablo 3.21'de gosterllmlstir.'

Bu anallzlerden, ilk biiyiik ayrlmdan elde edilen 20 mg
' 66~104 hemsiz peptid'in (XXIII) 1-65 hemli peptid benzeri R
(XXIIb) ile birlegtirilebilecek saflikta olduju belirlendi.
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ki s Jds - / L i .
Sekil 3.5, 66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII) Polimerden Koparil-

masindan (B) Sonra Arltllma51nda Kullanalan Jel

KromatografiSi,Sonuglarl
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‘,  Tablo,3.20. 66-~104 Hemsiz Peptld'ln (XXIII) Amlno As1d

Anallzlerl (B)

" Oran
.'Amino asid Sayl‘K ‘ \Arltmadan_Sohraki -
: : onarmadan © Pyrimlar ;
Sonra - — ]
| , 22-25 | 26-30 |
lLizin (Va) 8 7,9
|Arginin (xa) 1 1,0
Aspartik Asid (TXa) 3 3,0 | 3,0 [ 3,0
 |Treonin (111a) 3 2,8 | 2,9 | 2,8 -
|clutamik asid (1a) 5 5,1 | 5,2 | 5,00
‘ Pvr‘olin (XIva) 2 1,6 11,9 , 1,6
- |e11sin (x1a) 2| 1,7 | 2,0 | 1,8
~ |Alanin (1va) 3 2,8 | 3,1 7 30
o Metionin (XIIIa) 1 0,75 v‘ d 95 ‘~0)817f
fzol8sin (VIIIa) 4] 3,8 3,8 '3}4°f‘
~|L8sin (VIa) 3| 3,0 | 30 | 3,10 ]
Tirozin (VIIa) | 30 L7 | L9 | 1,8 |
Fenilalanin (XIIa) 1] 0,9 | 131 | 0,90 "

g



Sekil 3.6.
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66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII) tkinci Koparllma‘

sindan (B) Sonra Ar1t11masmnda Kullanllan Jel
‘ Kromatografisi Sonuglarl ‘ '
1
::g 33
T X
5
"!q‘
- 3 LY & 1] 3 X 4' S
7 3 o =
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Sekil 3,7. 66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII) Polimerden Ikincl
| Koparilmasindan (B) Sonra . Aritilmasinda Kullanilan

Jel Kromatografisi Tekrarlandlglnda Elde Edilen
Sonuglar




Tablo 3.21,
e Analizleri (B)
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66-104 Hemsiz Peptid'in (XXIII) Amino Asid

Amino Asid

Sayai

Or an

1ki Kere Koparmadan ve

Aritma T ekrarlandiktant

Sonraki Ayraimlar

Lizin (va)
Arginin (Xa)

Treonin (IIIa)
Glutamik Aé&d (Ia)
_ Prolin (XIVa)
Glisin (XIa)
Alanin (IVa)
|Metionin (XIITa)
Izolssin (VIIIa)
Losin (VIa)
Tirozin (VIIa)
Fenilalanin (XIIa)

Aspartik Asid (Ixa)

H oW W s H W NN O W W

23-25 26-30
8,1 7,4
1,0 1,0
3,0 3,0
3,0 2,2
5,3 5,0
2,0 1,4
2,2 1,7
3,2 3,0

0,85 0,72

3,7 3,1
3,1 3,1

2,0 1,8
- 1,0 0,88
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- 3.20. mKloro-L-fenilalanin;w'11 66-104 Hemsiz. Peptld

Benzerinin (XXIv) Polimerden Koparllma51

0,738 g polimere bacll p-kloro-L- fenllalanln 67'11 e

- 66-104 hemsiz peptid benzerl ve 0,5 ml anisol Teflon reaksi-

yon kabina konuldu ve 15 ml sudan arik ‘hidroflorik asid, ko-

balt triflorid ile karigtirildiktan sonra, alcak basinc altin-

~ da damitma yoluyla sivi azot ile 'sogutulan reaksiyon kabina
(33, 34 8)
aktarilda

. Karisim 30 dakika 0°c'da karlgtlrlldlk—
tan sonra artik hidroflorik asig. yine algak ba51ng altinda

. damltma yoluyla reaksiyon kabaindan- allndl. CGeride kalan karl-
sim 0,2 N asetik agid (3 x-30 ml) ile ayr1$t1rlldl, suzulen a-

setik asid ¢Szeltisinden liyofilizasyon ile 346 mg Deptld ka—7
ti-halde elde edildi,

Bu peptidin kismen aritilmasi igin jel kromatocraflsl
kullanildi. Bunun igin de 202 mg peptidin % 50 trifloroasetik
asid (3 ml) igindeki bulanik- gbzeltisi Sephadex G-50 11e dol-
durulmus kolona (1,25 x 100 cm) konuldu ve akan faz olarak _
0,2 N asetik asid (0,4 ml/dakika) kullanlldl. ‘Otomatik - makine
ile toplanan ayrimlarin 250 nonametre'deki absorpsiyonu mor
v Stesi (UV) spektrofotometresi ile 6l¢lildii. Elde edilen grafi-
ge ($ek11 3.8) dayanilarak ayrimlar bir grup (22-32) olarak
birlestirildi. Bu hiiyiik ayramdan liyofilizasyon ile 158 mg
. peptid elde edildi.

Bu peptidin hidroflorik asid ile reaksiyonu, Kisim 3, 19’
da hemsiz peptid (XXIII) i¢in oldugu gibi, tekrar edildi.
Bu kez 0,2 ml anisol ve 10 ml hidroflorik asid kullanildi.
Sonunda llyoflllzasyon ile 118 mg peptid elde edildi.

Bu beptid aritailmak icin kolona konuldugunda otomatik
ayraim toplama makinesi ile ilgili problemler oldu;‘baél teSt‘
- tlplerin bog kaldigi, test tiiplerin gevresinde de kurumus ka-
- t1 bulundugu godriildi. Dlger ‘ayrimlarain ‘absorpsiyonu olgulduk-

. ten sonra elde edilen graflge bakarak blrlestlrllen ayrlmlar-

 .‘dan llyoflllzasyon ile yalnlz 9 mg kati elde edlldi Bu ne-
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. denle ilk kOparma reak51yonundan elde edilen 346 mg peptidin?* -
kullanilmayan kisma (143 mg) i¢in hidroflorik asid ile olan .

.k0parma reaksiyonu tekrar edildi, sonunda 122 mg peptid elde1 "‘
'edlldl. : ’

v Bu p-kloro-L-fen11alan1n-67 i 66 104 hem51z pePtid
5'_benzer1 (XXIV) yine jel kromatografis1 ile kismen ar1t11d1. :
fAyrlmlar, absorp51yonun olgulme51nden sonra elde edilen gra-/, .
1‘fflge (Sekil3.9) dayanllarak iki grupta (30-35, 36-42) birles- ‘TT
" ~t1r1ldi Bu iki biiytik ayrimdan liyofllizasyon ile 80 mg (30- o
35) ve 3 mg (36-42) kat1 elde edildi. ilk biiytik ayrimdan ali-
'nan 8rnegin (1 mg) Kisim 3,18'deki gibi hidr01121nden sonra -

5‘hgyapllan amino asid ana11z1 sonuglarl Tablo 3. 22'de gosteril- -

~migtir, Bu tabloda ayrica ilk koparmadan sonraki analiz so_.'ﬁ i

' nuglarl da verilmigtir, v
. ) \

© '67'1i.66-104 hemsiz peptid benzerinin (XXIV) 1- 65 hemli pep—"

‘ﬁ'fbelirlendi

|

|

|

|

i

|

|

|

‘Bu anallzden, elde edilen 80 mg p-kloro-L-fenilalanin—'3fﬁ-w
~ tid benzeri (XXIIb) ile blrlestirilebilecek safllkta oldugu
\

|
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$ekil 3.8, p-KLdro—L-fenilalanin-67 11 66-104. Hemsiz Peptid
: Benzerinin (XXIV) Polimerden Koparllma51ndan
Sonra ArltllmaSLnda Kullanllan Jel Kromatografisi

Sonuglara
2
. J :
G t R 2. &




e
ekil 3.9, p- . : A
¢ 7+ P-Kloro-L-fenilalanin-67'1i 66-104 Hemsiz ‘Peptid
Benzerinin (XXIV) Polimerden Tkineci Koparilmasin-

dan Sonra Aritilmasinda Kullanilan Jel Kromatogra-
fisi Sonuglary ’
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Tablo 3. 22, p—Kloro-L-fen11a1an1n—67'11 66~ 104 Hemsiz

Peptid Benzerlnln (XXIV) Amino As:.d Analizler:L

Amino Asid - L : Lo
1 53|11k Roparma=| ve Aritmadan.|
|| dan Sonra |Sonraki Ayrimlar|

0,88 1,0
7'5t ; LR 7’6 T

p-Kloro-I~fenilalanin (XXVIIb)
Lizin (Va) |
Arginin (Xa)

13,0 3,00
290 | 28 ]
i 5,2 o ,:_.:5;0';,“5.f,ﬂv
1,8 A 1,8
L9 1,90
B 3,1 e 3,1 1%
"'10;707" | 0,65
75‘3;4; A ”';*3,811*‘3‘v13
S 75 R EEE: 15 R
1,3 | vornal
0,93 0,92

- '|aspartik asia’ (1xa)
" “|Trecnin  (1ITa) |
|clutamik asid (1a)
“|Prolin (xxva)
Glisin (XTa)
Alanin (IVa)
Metionin (XTITa)
1zolésin (VIITa)
18sin (VIa)
Tirozin ' (VIIa)"
“|Fenilalanin (x1Ia)

PN W R W NN O W W oo e
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3.21. E:Kloro-L—fénilalaﬁln-
Benzerinin (XXV) Pollm

741 66-104 Hem81z Pentld
erden Konarllma51 '

0,430 g pollmere bagla p-kloro—L—

104 hemsiz peptid benzarlnln pollnerden

-3.19'daki yontem, 0,5 ml anisol ve 15 ml hldroflorlk asid -
‘kullanilarak uyguland1(33 34,38)

171 Mg peptid katl halde elde ed
6rnedin (1 mgq) KlSlm 3.18'deki g
asid analizi yapilda,
terilmigtiyr,

Geride kalan l70 mg peptld arltllmadan once,,hldroflo-k ;

rik asid ile olan koparma reaksivonu,
hldroflorlk a51d kullanllarak tekrar e

zasyon ile 160 mg peptld elde edildi.

Bu peptidin klsmen arltllma51 igin yine Jel kromatoq-,1‘

_'raflsl (Kisim 3. 19)kuLum1hhu

zasyon ile 110 Mg peptid kati halde elde edildi. Bu peptid
j“tekrar jel kromatograflsl ile aritildi. Ayrimlar, yine elde
.edilen graflge (Sekil 3 11) dayanllarak iki grupta (21-25

26- =31) birlestirlldl. Bu iki biiyiik ayrlmdan liyofilizasvon 1-~; ”
""le 56 mg (21-25) ve 25 mg (26-31) kat1 elde edlldi Bunlarln_ o
1lk1nden alinan bir 6rne§in (1 ng) Kisim 3,18! deki gibi hig-

'rolizinden sonra yapllan amino a51d analizi Tablo,3.23.de:_
ngosterllmlstlr. ‘ :

'
J

74" lu 66-104" hem51z peptld ‘benzerinin (XXV) '1-65 ‘hemli Dep-

:Q'tld benzerl (XXIIb) 1le blrlestlrilebllecek safllkta olduﬁu
-bellrlendl. J

fenllalanin—74'lﬁ T

koparilmasinda Klslm.";

. Sonunda, llyoflllzasyon ile. } ;
ildi. Bu peptidden alinan. bir,fj
ibi. hldrollzlnden sonra amlno-i;?
Bu analizin g sonuglary Tablo 3 23'de gos-vf

0,2 ml anisol ve 10 ml RS
dildi. Sonunda liyofilis

Ayrimlarin absorps1yonu olguldu-sff

: glinde elde edilen grafikten (Sekil 3.10) peptidin kolona duz—f ;?
»'gun konulamadlgl goriildii. Bu nedenle ayrimlaran buyﬁk blr  §?};

';w'gogunlugu (24-43) blrlegtlrildl. Bu biiylik ayrlmdan liyofill— _ fﬁ‘

Bu anallzden, elde edilen 56 mg p-kloro-L-fen11alan1n~f”“:
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Sekil 3,10, p-Kloro-L-fenilalanin—74 ' 66-104 Hemsiz Peptid
Benzerinin (xxv) Polimerden tkinei Koparilmasindan -

'Sonra Arltllmas1nda Kullanllan Jel Kromatografisi
Sonuglarl ‘ : : B -

B
H

r
-
1

1

|14
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Jekil 3.11- P-Kloro-L-fenilalanin~74'14 66-104 Hemsiz Peptid
. Benzerinin (xxv) Polimerden tkinci Koparilmasindan .
Sonra Aritilmasinda Kullanilan Jel Kromatografisi
Tekrarlandiyinda Elde Edilen Sonuglar
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Tablc 3.23, P"Kloro-L-fenilalanin-74flii 66-104. Hem:si‘z' pepﬁia
Benzerinin. (xxv) Amino Asid Analizleri. .

“oran

' : Iki Kere Koparma
11k Koparmadan| we Aritmadan
Sonra S onraki Ayrimlar
(21=25) -t

|Aamino asig Say1

0,74 b 0,720
9,2 e 75,9 o
L,0 . f 1,0

pKloro-I-fenilalanin (XxviIb
Lizin (Va) . _ S
|Arginin (Xa)

00

|Aspartik Asid’ (IXa)
- |Treonin (11 Ia)

- |Glutamik Asid (Ia)
Prolin (XIVa) -
Glisin (XIa)
Alanin R
‘|Metionin (XITTa) -
" |1zoldsin (VIIIa) -
118sin (VIa)
Tirozin (VIIa)
Fenilalanin (XIIa)

T30 | se0n v
3,1 Vfihmz;g‘iﬁﬁ ol
60 | BT

2,3 2,1
V"3,8'3  wlijJJ]3;3l;! o |
0390 |t opa

4,0 SEREREON & ;'%f3;9ﬁf;‘:iiig~

3,4 ‘ 3,2

1,3 | 1,2

0,87 0,9

HOND WA H WD O W W




- 77 -

3.22, L- ;Aminoheptanbyik Asid=79"1y 66-104 Hem51z Peptld
Benzerlnln (XXVI) Pollmerden Koparllma51 B

0,256 g pollmere bagll L- 2-am1noheptanoy1k asld-79'1u
66~ 1104 hemsigz peptld benzerlnln hidroflorik a51d ile polimer- o

‘den koparilmasinda KlSlm 3.19'daki (33,34, 38)

1 ydntem uyguland
:Bu kez,

0,3 ml. anlsol ve 15 ml sudan arik - hldroflorlb as16 ‘
4kullan11d1.

Aleca, iki ayri koparma reaksiyonu yerlne reak—'

j51yon sliresi -lO C'da 40 dakika ve 0°C da 60 dakika olarak u— 

,zatlldl Sonunda liyoflllzasyon ile, 99 mq peptid kat: halde

elde edildi,

Bu. peptidin kismen arltllma51' i¢in ylne Jel kromatog—'f
?raf351nden yararlanildi. Ayrlmlar absorpsiyonun olgulme51pden"vy

sonra elde edilen graflqe (Sekil 3.12) dayanllarak bir gruota
(29~ 35) blrle§tlrlldl. Bu buyuk ayrimdan llvoflllzasyon ile.

‘58 mg L- 2—am1noheptanoylk asid-79'1lu 66-104 hemsiz peptid L
benzeri (XXVI) elde edlldl. Bundan alinan bir ornegin (1 mg)

,KlSlm 3.18'deki gibi.- hidroliZLnden sonra yapilan: amino asid f‘f—ﬁ

;,;ana1121 sonuglara Tablo 3, 24 de gosterllmigtir.ji

Bu sonuglardan, elde edllen 58 mg L-2-am1noheptanOVik

 2sid-79'1u 66-104 hemsiz ‘peptid benzerinin (XXVI). 1-65 hemli -

|

\“;peptld benzeri (XXIIb) ile blrlegtlrilebilecek safllkta oldu—ﬁfﬂf
- gu belirlendl.; PERREE NS I » ~ t‘r'ﬁV??V4Vi:fi



lu 66-104 Hemsiz
imerden Koparilmasin-
anilan Jel Kiomatog-

78
.12, L-2-Aminoheptanoyik Agid-79'
Peptid Benzerinin (XXVI) pol
dan Sonra Arltllma51nda Kuli

Sekil 3
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- Tablo 3.24, L—2~Am1noheptanoy1k As1d-7q'lu 66 104 Her512

Peptld Benzerinin (XXVI) Amino Asid Analizi

Oran :
Amino Asid Sayi| (Aritmadan]|
: Sonra)
Lizin (Va) 7 7,0
Arginin (Xa) 1| 1,0
Aspartik Asig (IXa) 3] 3,0
Treonin (IIIa)' 3 2,9
Glutamik Asid (Ia) 5 4,6
Prolin (XIVa) 2 1,6
Glisin (XIa) 2 1,8
Alanin (IVa) 3] 3,1
Metionin (XIITa) 1 0,47
Izolssin (VIIIa) 4 4l
Lésin (VIa) -3 . 3,0
Tirozin (VIIa) 3 _.1,9
‘|Fenilalanin (XIIa) - .. . : 1 '0)94f
L-2-Aminoheptanoyik Asid (XXVIIIb) 1| 0,73
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