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ABSTRACT

Bioconjugates can be synthesized by reaction of synthetic peptides and polyelectrolytes. They are
biologicallay important molecules. Their application on biology and nanotechnology fields has great potential.
There are lots of researchs related to functional biopolymer systems in last years. These researchs are about
synthesis, characterization and application properties of biologically important polyelectrolytes.

This work is aimed to giving information about polyelectrolytes, bioconjugation, microwave energy, solid
phase peptide synthesis
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SENTETIK  VIRAL  PEPTIiDLER KULLANILARAK POLIiELEKTROLIT  ESASLI
BiYOKONJUGATLARIN GELIiSTIiRiLMESi

OZET

Biyokonjugatlar sentetik peptid ve polielektrolitlerin reaksiyonu ile sentezlenebilirler. Biyokonjugatlar
biyolojik olarak 6nem tasiyan molekiillerdir. Biyokonjugatlarin biyoloji ve nanoteknoloji alanlarinda
kullanim biiyiik potansiyel tasimaktadir. Son yillarda fonksiyonel biyopolimer sistemlerle ilgili pek ¢ok
aragtirma yapilmaktadir. Yapilan arastirmalar sentez, karakterizasyon ve biyolojik 6zelliklerinin
uygulamalartyla ilgilidir.

Bu calismada polielektrolitler, biyokonjugasyon, mikrodalga enerjisi ve kati1 fazda peptid sentezi hakkinda
bilgi vermek amaglanmustir.

Anahtar Sozciikler: Biyokonjugasyon, kati fazda peptid sentezi, mikrodalga, polielektrolit.

1. GiRiS

Biyokonjugat, biyolojik kaynaktan ve farkli bir kaynaktan (xenobiotic) gelen molekiillerin bir
araya gelmesi ile olusan molekiiler yapidir. Organizmada bu islem molekiillerin suda
¢oziinebilmesi ve hiicrede boliimleme i¢in uygulanir [1]. Kimyasal agidan konjugasyon islemi
uygun fonksiyonel gruplari (-COOH, -NH,, vb.) iizerlerinde tasiyan, farkli kaynaklardan gelen
molekiillerin bir araya getirilmesidir.
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Ringsdorf’un oncii ¢aligmalarindan bu yana [2], biyokonjugasyon reaksiyonlar1 ilag
caligmalarinda merkezi bir konu haline gelmistir [3]. Biyokonjugasyon sayesinde, ilag
molekiillerinin  enzimatik bozulmaya karst korunmasi [4-10], dolasimdaki maddelerin
diizenlenmesi, hiicreye girisinde (penetrasyonunda) yeni yollarin gelistirilmesi ve son derece
spesifik tanisal ajanlarin gelisimi miimkiin olmustur [11-14]. Biyokonjugasyon i¢in ¢ogunlukla
protein molekiilleri ile ¢alisilmis ve bunlarin benzersiz avantajlarindan yararlanilarak yeni ilaglar
gelistirilmistir [15].

Dogal ve sentetik makro molekiillerin biyokonjugatlari tip, ila¢ ve miihendislikte ilag
taginmasi, enzim immobilizasyonu ve hiicre biyoreaktorleri gibi 6zel uygulama alanlarina sahiptir
[16-19].

Doganin peptidlerle dolu olmasi, agikga biyoaktif 6zellik tasimalar1 ve biyobozunur
yapida olmalart sentetik peptidlerin sentezi i¢in iyi nedenlerdir. Bununla birlikte peptidlerin in
vivo sartlarda taginmasi cesitlilik gostermektedir. Enzimatik degradasyon peptidlerin yasam
stiresini azaltmaktadir. Bu degradasyonu engellemenin bir yolu da peptidlerin polimerlerle
konjugasyonunu yapmaktir [20].

2. POLIELEKTROLITLER

Biyokonjugatlarin hazirlanmasinda, tastyici olarak siklikla polielektrolitler kullanilmaktadir.
Polielektrolitler yapilarinda pozitif veya negatif yiiklii gruplar bulunduran makro molekiillerdir
[21-28].

Polielektrolit terimi kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplart ve bu gruplara
bagli “counter” iyonlari olan polimer sistemleri i¢in kullanilmaktadir [21]. Tiim monomerlerinde
ayni isaretli yiiklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit adi verilmektedir. Hem anyonik
hem de katyonik gruplarin kovalent olarak bagh bulundugu makro molekiiller ise poliamfolitler
olarak isimlendirilmektedirler. Dogada bol miktarda protein yapili poliamfolit bulunmakla birlikte
sentetik yollarla da poliamfolitler elde edilebilir. Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda molekiil
iizerindeki net yiik toplamu sifira esittir.

Polielektrolitler, her bir tekrarlayan birimi (monomeri) bir elektrolit grup tasiyan
polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu ¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri yiikli hale getirirler.
Polielektrolitlerin 6zellikleri hem elektrolitlere (tuzlar) hem de polimerlere benzemektedir ve
bazen poli tuzlar olarak adlandirilmaktadirlar. Cozeltileri, tuzlar gibi, elektrigi iletir ve polimerler
gibi, viskozdur. Polipeptidler, proteinler, DNA gibi ¢ogu biyolojik molekiil polielektrolit
formundadir.

Son zamanlarda sentetik polielektrolitlerin fizyolojik aktifligi ve bunlarm ilag
preparatlar1 igin tasiyict olarak kullanilmasi, bu tlir polimerlerin sentez ydntemlerinin ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesini gerekli kilmaktadir [28, 29]. Sentetik polielektrolitler,
proteinleri kovalent baglarla modifiye etmekte, antijenik proteinlerin bagisiklik sisteminde
immiinojenliginin arttirilmasinda (ya da azaltilmasinda) [30-32] ve viicuttan atilma siirelerinin
uzatilmasinda (prolongation) sik¢a kullanilmaktadir. Bununla birlikte, viral antijenlerin (viriislerin
organizma tarafindan taninabilen kismi1) polielektrolitlerle konjugatlart giiglii koruyucu 6zellikler
gostermektedir [33] ve yeni nesil sentetik as1 bilesikleri olarak diisiiniilmektedir.

Polimerler igerisinde, yapisinda (+) ve (-) yiik bulunduran makro molekiiller gerek suda
¢oziinmeleri gerekse biyomakromolekiillerle etkilesimleri agisindan 6zel bir yer teskil
etmektedirler. Canli organizmada var olan biyomakromolekiillerin (proteinler, niikleik asitler,
polisakkaritler vb.) veya organellerin (hiicre membran yiizeyi, doku yiizeyleri vb.) (-) yiiklerinden
dolay1 biyomakromolekiillerin, (-) yiiklii polielektrolitlerle etkilesiminin incelenmesi ¢ok etkin
olarak yapilmaktadir [34-36].

Polielektrolitin organizmada kullanilabilmesi igin biyobozunur &zellige sahip olmasi
gerekir. Bu 6zellik sayesinde polimerin organizmadan atilmasi daha kolay olmaktadir [37—40].
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3. MIKRODALGA ENERJiSi

Mikrodalga radyasyonu gorece diisiik manyetik spektrumda bir enerji formudur. Bu tip 1s1ma X-
ray, UV, goriiniir ve infrared enerji spektrumlarinin asagisinda ve 300 ile 300,000 megahertz
(MHz) frekans araligindadir. Bu frekans araligindaki enerjiden molekiiler donme hareketi
etkilenir, molekiiler yap1 etkilenmez. Yani mikrodalga 1simasi X-rays, UV ve infraredden bile
diisiik frekansta oldugundan kimyasal baglari kiramaz, sadece dondiirebilir.

3.1. Mikrodalga Enerjisinin Tarihgesi

Mikrodalga teknolojisinin gelisimi II. Diinya Savasi sirasinda RADAR cihazlarmin sabit
frekansta mikrodalga iiretmesi i¢in magnetron tasarimi caligmalart ile baglamistir Raytheon
sirketinden Percy LeBaron Spencer mikrodalga enerjisinin yiyecekleri isitabildigini radar
dalgalar1 ile deney yaparken cebindeki cikolatanin erimesi ile kazara kesfetmistir. Daha sonraki
caligmalar mikrodalga firinlarin, geleneksel firinlara gore yiyeceklerin i¢ sicakligini daha gabuk
arttirdigini gostermistir. Bu gelismelerden sonra, 1954 yilinda ilk ticari mikrodalga firin evlerde
kullanilmaya baglamistir [41, 42].

20. yy. sonlarina dogru modifiye edilmis evsel mikrodalga firinlar ile laboratuvar da
deneysel caligmalar yapilmaya baslanmistir. Mikrodalga radyasyonunun organik sentezlere etkisi
1980°lerin ortasina kadar incelenmemistir. Mikrodalga destekli organik kimya alaninda ilk iki
makale 1986°da yayinlanmistir [43, 44]. Bundan sonra pek ¢ok organik kimyaci mikrodalga
enerjisi kullaniminin sentetik reaksiyonlari tizerine olan yararli etkilerini kullanmigtir. Mikrodalga
destekli organik sentez alaninda (MAOS) 3000’den fazla makale yayinlanmistir ve bu alandaki
caligmalar artarak devam etmektedir [45]. Mikrodalga enerjisi kullanilarak gergeklestirilen
organik reaksiyonlarla ilgili pek ¢cok makale ve kitap yaymlanmistir [46—48].

1980’lerde laboratuvarlarda kullanilmak {izere 6zel tasarlanmis endiistriyel mikrodalga
firinlarin tiretimi baglamigtir. Bu ¢oklu mod (multi-mode) sistemler sicaklik ve basing sensorlii,
otomatik giivenlik kontroliiyle donatilmis, sikilastirilmis kapi ile kapatilmis korozyona dayanikl
celik bir kutu seklindeydi. Bu sistemler biiyiik 6l¢ekli laboratuvar ¢alismalari igin idealdi fakat
kiigiik 6lgekli sentetik kimya islemlerinde bazi temel sinirlamalart vardi. Son zamanlarda, tek
mod (single-mode) teknoloji ile daha birérnek (uniform) ve yogunlastirilmis mikrodalga giicii
tiretmek miimkiin hale gelmistir. Bu yeni sistemler mikrodalga sentezde yeni kapasiteler saglayan
bilimde ¢1g1r acabilecek kilit faktdrde 6zelliklere sahiptir [49, 50].

3.2. Mikrodalga Cihazlar:
Tekli mod ve ¢oklu mod olmak {izere 2 ¢esit mikrodalga cihazi bulunmaktadir.
3.2.1. Tekli Mod Mikrodalga Cihazlar1

Tekli mod cihazinin en ayirt edici 6zelligi, alanlarin karigimi ile sabit dalga ornekleri olusturma
kabiliyetidir. Bu alanlar aym genislikte fakat farkli salinim ydnlerine sahiptirler. Bu ara yiiz
mikrodalga enerjisinin siddetinin sifir oldugu noktalarda diigim (node) diizenleri olustururken,
mikrodalga enerjisinin biiylikliigliniin en yiiksek oldugu noktalarda antidiigiim (antinode)
diizenleri olusturur.

Bir tekli mod cihazinin tasarimini yoneten faktér magnetrondan numunenin uzakligidir.
Bu uzaklikla sabit elektromanyetik dalga Orneginin antidiigiimiinde (antinode) numunenin
yerlestirilmis olmasimi kesinlestirmelidir. Sekil 1’de CEM firmasmin Discovery tekli mod
mikrodalga cihazi ve magnetronda iiretilen mikrodalganin merkeze yonlenmesi goriilmektedir.
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Sekil 1. Tekli mod mikrodalga cihazi [49] (Discovery, CEM).

Tekli mod cihazlarinin avantaji yiiksek 1sitma oranidir. Bunun nedeni numunenin
mikrodalga radyasyon yogunlugunun en yiiksek oldugu noktaya yerlestirilmesidir. Tekli mod
cihazin dezavantajlarindan biri her seferinde sadece bir numune kabi igin uygulama
gerceklestirilmesidir. Bu cihazlar hacmi 0,2-50 ml olan kapali kap kosullar1 (250 °C, 20 bar) ve
150 ml ye kadar ki agik kap kosullar1 i¢in uygundur [47].

Bu cihazlarda reaksiyon karigiminin sogutulmasi basingli hava veya 6zel bir diizenekle
stv1 azot kullanilarak yapilabilir. Bu sogutma sistemi cihazin énemli bir dzelligidir. Sonug olarak
cihaz daha kullanisli olmaktadir. Tekli mod mikrodalga 1sitma donanimlari yaygin olarak kiigiik
miktarlardaki ilag sentezi, otomasyon ve kombinatoriyal kimya uygulamalari igin
kullanilmaktadir.

3.2.2. Coklu Mod Cihazlar1
Coklu mod cihazlarin en temel 6zelligi numuneye sabit dalga 6rnegi gonderme uygulamasindan
kaginilarak iiretilmis olmalaridir. Sekil 2°de ¢oklu mod mikrodalga cihazinin igindeki diizenek ve

Milestone firmasinin MicroSYNTH c¢oklu mod mikrodalga cihazi ve kumanda paneli
gosterilmektedir.
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Sekil 2. Coklu mod mikrodalga cihazi (MicroSYNTH, Milestone).

Amag cihazin iginde olabildigince mikrodalga radyasyonunu dagitabilmektir.
Mikrodalga radyasyonu ne kadar dagitilabilirse o derece yayilir ve cihazda isitma daha etkili
gerceklesir.

Sonug olarak bir tekli mod mikrodalga cihazinda sadece bir reaksiyon kabi
bulunabilmesinin aksine bir ¢oklu mod mikrodalga cihazi, i¢ hacminin genis olmasindan dolay1
¢ok sayida reaksiyon kabini ayni1 anda bulundurabilir. Bu 6zellik sayesinde ¢oklu mod mikrodalga
cihazi hacimli 1sitma ve kimyasal analiz yontemleri i¢in kullanilabilir. Coklu mod cihazlarinin
bircogunda, birkag litrelik reaksiyon karigimlarimin 1sitilmasi saglanabildigi gibi bu reaksiyonlar
acik ya da kapal1 kap kosullarindan her hangi birisine de sahip olabilir. Giiniimiizdeki arastirmalar
ile tekli ve ¢oklu mod cihazlarinda kilolarca madde hazirlanmasina imkén saglayacak kosullarin
gelistirilmesi i¢in dnemli sonuglar alinmustir.

Coklu mod cihazinin en 6nemli dezavantaji dagitilan radyasyonla 1sitilan numunelerin
verimli sekilde kontrol edilememesidir. Bu nedenle de art arda isitilan benzer ya da aymi tip
numuneler i¢in esit 1sitilma kosullart saglanmayabilir.

4. PEPTID SENTEZi

Peptid bir kimyasal yap1 olarak, amino asit monomerlerinden olusmustur. 100’den fazla amino
asitten olusan yapilara protein adi verilmektedir. Peptidler yapilarinda bulunan amino asitlerin
fonksiyonel gruplarina ve dizilisine gore farkli 6zellikler gosterebilirler [51].

Peptid ve proteinlerin yer aldig1 biyolojik islemlerin ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi
olmak, bu islemlerin kontrolii ve sonuglari bakimindan biiyiitk 6nem tasimaktadir. Peptidler hiicre-
hiicre haberlesmesi, metabolizma, immiin cevap ve lireme gibi pek ¢ok biyokimyasal islemde yer
almaktadirlar [52, 53]. Peptidlerin fizyolojik ve biyokimyasal islemlerdeki ¢ok biiyiik rolii onlarin
potansiyel ilag adayr olmalarini arttirict etkiye yol agmustir [48]. Son 10 yilda peptid
aragtirmalarinda biiyiik artis olmustur. Peptid arastirmalar alaninda yilda ortalama 20.000 makale
yayinlanmaktadir [51].

4.1. Peptid Sentezi Tarihcesi

Peptid sentezinin tarihgesi 1881 yilinda Theodor Curtius’un doktora tezi sirasinda ilk N- ucu
korunmus dipeptid olan benzoylglycylglycine’i glisinin giimils tuzunu benzoil klorid ile
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reaksiyona sokarak elde etmesi ile baglar [54]. Yine ayni tarihlerde Emil Fischer’inde [55] peptid
sentezi ¢aligmalart vardir [S6-58].

0 0o o E Jl CO,H
2H2N\)k + 2 cl > Nﬁ( oH " + 2AgCl
OAg H
o)
A

0 0

< H

S N\/lk
HN NH HCI conc CIHLN /w( OH
AR

(0]
B
Sekil 3. A Theodor Curtius’un ¢alismasi, B Emil Fischer in ¢alismasi.

Sonraki yillarda 6zellikle organik kimyacilarin peptid sentezine ilgisi devam etmistir.
1932 yilinda No koruma grubu olan Carboxybenzyl (Z, Cbz) gelistirilmistir [59]. 1953 yilinda du
Vigneaud halkali bir peptid olan Oxytocin hormonunu sentezlemistir [60]. Bu ¢aligmasi ile du
Vigneaud 1955 yilinda Nobel Kimya 6diiliine layik goriilmiistiir.

1962 yilina kadar peptid sentezi ¢6zelti fazinda gergeklestirilmekteydi. 1962 yilinda
Bruce Merrifield, yeni bir ¢igir acan kat1 fazda peptid sentezi (Solid Phase Peptide Synthesis,
SPPS) metodunu gelistirmis ve 1963 yilinda yaymlamistir [61]. Bu ¢aligmasiyla 1984 yilinda
Nobel Kimya ddiiliine layik goriilmiistiir [62]. Merrifield ayn1 zamanda ilk yar1 otomatik peptid
sentez cihazini da gelistiren kisidir [51].

Peptid sentezi gelencksel olarak iki kategoride toplanir. Bunlardan biri klasik ¢ozelti
yontemi, digeri ise, kati faz yontemleridir. Klasik metotlar, 20. yy. basindan bu yana
kullanilmakta olan bir yontemdir. Son yillarda ¢dzelti yontemi ile kisa peptid dizilerinin sentezi
ilag sektoriindeki 6nemini korusa bile SPPS yontemi ile peptid sentezi (6zellikle uzun peptid
dizilerinde) yayginlagmustir [51].

SPPS’nin prensibi oldukca basittir. Biiyiiyen zincir (peptid veya baska tiir bir oligomer
olabilir) stabil ve kat1 bir pargacik (kat1 faz, regine) lizerine tutturulur. Ve sentez siiresi boyunca
bu regine iizerinde bagl kalir. Sentez sirasinda diger ¢oziinebilen kimyasallar filtrasyon ve
yikama ile uzaklagtirilirlar. En son asamada istenilen iiriin kati fazdan ayrilir. Saflagtirma ve
karakterizasyon iglemleri istenilen {iriiniin serbest ¢ozeltisi icinde devam ettirilir [63].

SPPS’de kat1 faz olarak genellikle yaklagik 100-200 mesh (150-75 pum) boyutlarinda
polistiren regine kullanilmakta ve peptid zinciri bu regine ilizerinde amino asitlerin birbirlerine
eklenmesi ile uzamaktadir. Yine bu metotta amino asit yan zincirleri (R) ve amino asitlerin N-
uglart koruma gruplar ile korunmaktadir. Koruma gruplari ile hem amino asidin yan zincirleri
birbirleri ile reaksiyondan korunur hemde dizinin dogru olmasi (yani her amino asit eklemesinde
dizinin sadece 1 amino asit uzamasi saglanir).

Koruma gruplarinin peptid sentezinde kullanilmasi biiyiik bir gelismeye neden
olmustur. ilk gelistirilen ve bugiin bile yaygin olarak kullanilan koruma grubu Benziloksikarbonil
(veya Cbz)’dir [59]. Cbz, gelistiricisi olan Leonidas Zervas’in adina ithafen Z olarak da
adlandirilir.

Merrifield’in gelistirdigi metotta her amino asit eklenmesinde N- ucundaki (No)) koruma
grubu olan Boc’i, kaldirmak i¢in TFA kullanmak gerekmektedir [64]. TFA ¢ok giiclii bir
kimyasaldir ve havadaki buharlari, saglik i¢in tehlikeli bir kimyasal olan HF’i olusturur [65].
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Bu zorluklar daha kolay uzaklastirilabilen bir No koruma grubu olan Fmoc (9-
Fluorenylmethoxycarbonyl) koruma grubunun peptid sentezinde kullanilmasi ile bir dlciide
giderilmistir [66]. Fmoc koruma grubu bazlara kars1 duyarli oldugundan piperidin, piperazin gibi
bazlarla kolayca uzaklastirilabilir.

o B

Boc Fmoc
tert-Biitoksikarbonil Fluorenyl-9-methoxycarbonyl

0]

Sekil 4. Boc ve Fmoc Na koruma gruplariin kimyasal yapilari.
4.2. Amino Asitlerin Adlandirilmasi

Peptidler amino asitlerin kondenzasyonla birlesmesi ile olustuklarindan, amino asitlerin
adlandirilmas: ve o&zelliklerinin bilinmesi peptidler hakkinda bilgi sahibi olmak agisindan
6nemlidir.

“Amino asit” terimi genellikle aminoalkanoik asit ifadesi yerine kullanilir ve Sekil
5°teki gibi gosterilir. Bu gdsterimde n=1 i¢in a-amino asitler ve n=2 i¢in B-amino asitler elde
edilir. Sekil 5’te R' ve R?, amino asit yapisinda bulunabilen yan gruplari temsil etmektedir.

+
1p2 -
H;N—(CR'R?),—CO,
Sekil 5. Amino asitlerin genel formiil gésterimi.

Amino asitlerin ve peptidlerin adlandirilmas1 1983’te Uluslararas1 Biyokimya Birligi
(International Union of Biochemistry) tarafindan kabul edilen adlandirma ve semboller kurallart
cergevesinde yapilir [67]. Genelde amino asitler yaygin isimleri ile adlandirilirlar.

Dogada 700’den fazla amino asit tanimlanmis olup bunlarin ¢ogu o-amino asittir.
Bunlarin tamamina yakini serbest halde ya da biiyiilk molekiillere bagli olarak (peptid veya
proteinlerin bir bileseni olarak ya da bagka tiirlii yapilarin pargasi seklinde), bakteri, fungi ve
alglerden saglanir.

20 amino asit (gercekte, 19 a-amino asit ve 1 a-imino asit) genlerin kontroliinde protein
sentezi i¢in canli hiicrelerde kullanilir. Bu 20 amino asit biitiin yasam formlarinda peptid ve
proteinlerin en temel yap1 elemanlari olduklar1 i¢in ¢ok 6zel bir yere sahiptirler.

“Kodlanmis amino asit” terimi, bu 20 amino asit i¢in “protein amino asidi” yada
“birincil protein amino asidi” terimlerinden daha iyi bir tanimdir ve cogunlukla bu terim
kullanilir.
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Sekil 6. Amino asitlerin toplu halde sematik gosterimi.

4.3. Peptid Tanimi ve Adlandirilmasi

Peptidlerin adlandirilmasinda da bazi temel kurallar vardir. Amino asitlerin peptid bag ile bir
araya gelmesi ile peptidler olusur. Iki aminoasidin (aa) bir araya gelmesi ile dipeptid, ii¢ aa’in
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biraya gelmesi ile tripeptid yapilar1 olusur. Sekil 7°de bir di peptid olan glisilglisin ve 3 boyutlu
yapisi gosterilmektedir.

H H O
eo A e
HN"[>C” >C” OH
H i |
O H

Glisilglisin dipeptidi

C-N: 1,33 A
N-C: 1,472 A

A

N-C: 1,45 A

Sekil 7. Peptid baginin ve bag uzunluklarinin Glisilglisin di peptidi {izerinde gosterimi.

Peptid bag1 rezonanstan dolay ¢ift bag karakteri tasir ve bag uzunlugu (C-N 1.33 A),
sp> hibritlesmis karbonla azotun yaptig1 bagdan (1,45 A) daha kisadir. Peptid bagmm cift bag
karakterinden dolay1 bu baga katilan atomlar ayni diizlemdedirler.

Olusan bu peptidlerin adlandirilmas: da standart hale getirilmelidir. Bu standarda gore
peptid dizisi yazilirken dizinin amino ucu (N- ucu) SOLDA ve karboksil ucu (C- ucu) SAGDA
olacak sekilde yazilir.

Amine (N) necu Karboksil (C) ucu

N
WDRHKQRIIAPAKQLQ

Sekil 8. Bir peptid dizisinde N- ve C- uglarinin gosterimi.
4.4. Amino Asitlerin ve Peptidlerin Fizikokimyasal Ozellikleri

Amino asitlerin fizikokimyasal 6zellikleri agagida siralanan maddelere gére belirlenir.
(a) 0-14 pH araliginda bulunan gruplara (amino, karboksil, tiol, fenolik hidroksi, guanidino ve
amidazole),
(b) hidrofobik gruplarm (alkil, aril ve indol) varlig1 veya yokluguna,
(c) nétral hidrofilik gruplarin (alifatik hidroksi ve yan zincirdeki amid gruplart) varlig1 veya
yokluguna baglhdir.
Peptidlerin dzellikleri de ayni faktorlere baglidir. Fakat hatirlanmalidir ki n amino asit
iceren bir diiz (lineer) peptid zincirinde 1 adet amino ucu ve 1 adet karboksil ucu bulunmaktadir.
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4.5. Peptid Sentezinin Mekanizmasi

Kat1 halde peptid sentezini (SPPS) gergeklestirebilmek i¢in kat1 hal olan re¢ineye ihtiya¢ vardir.
Regine, lizerinde ilk amino asidin baglanabilecegi aktif gruplar tasiyan kiiresel formda bir polimer
yumagidir. Genelde bu kiirenin ¢apt 100-200 mesh (150-75 pm) 6lgiisii civarindadir. Regine
tizerindeki aktif gruplarin sayist (substitution) sentezlenecek peptidin teorik verimini hesaplamada
ve bu sentez igin gerekli kimyasallarin (korumanin kaldirilmasi, aktivasyon, baglanma) miktarini
belirlemede dnemlidir.

SPPS de kullanilan kat1 faz, kimyasal olarak inert, mekanik olarak saglam, kullanilan
solventlerde hicbir sekilde ¢oziinmeyen ve kolayca filtre edilebilir olmalidir. Kuru resin
tanecikleri peptid sentezinde kullanilan solventlerle (DCM, DMF, vb.) 5-6 kat biiytikliiklerine
kadar sigsme ozelligine sahip olmalidirlar.

Regine materyaline ilk amino asidin baglanabilmesi i¢in kimyasal fonksiyonel grup
iceren linker adi verilen kimyasal yapilar baglanir.

OMe NH, Me NH,
MeO o MeO e 0 QO

1: Rink amide resin 2: Palresin 3: Sieber resin
X OMe
HO HO H e aa®
/\/\“,NO
0 Y J
4: X =H, Wang resin 6: HMPB resin 7: X = H, Trityl chloride resin
5: X = OMe, Sasrin resin 8: X =C1, 2-Chlorotrityl chloride resin

Sekil 9. Peptid sentezinde kullanilan regine tiirleri.

Sekil 9°da 1, 2, 3 numarali regineler amid tiirii sentezde, 4 [68], 5, 6, 7, 8 numarali
recineler ise asit tiirii sentezde kullanilan reginelerdir [69]. Amid tiirli sentezde kirma (cleavage)
isleminden sonra C- ucunda -NH, grubu bulunur. Asit tiirii sentezde ise kirma (cleavage)
isleminden sonra C- ucunda -COOH grubu bulunur.

Bu regineler ticari olarak temin edilebilmektedir. Sentezde kullanilan regineler
yiiklenmis (pre-loaded) ve yiiklenmemis (unloaded) olabilirler. Yiikleme tabiri re¢ine {izerine ilk
amino asidin baglanmasi igin kullantlir.

Regine lizerine ilk amino asidin eklenmesi igin 6zel prosediirler uygulanmaktadir.
Ayrica SPPS metodu ile ilk amino asidi recineye tutturmak giictiir. Bu nedenle yiiklenmis recine
kullanmak daha avantajlidir. Ciinkii yiiklenmis recinelerde dizinin ilk amino asidi regine iizerinde
onceden eklenmis olarak bulunmaktadir [63].
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o
O L

Sekil 10. Fmoc korumali Ala amino asidi yiiklenmis Wang Reginesi.

Yiiklii reginelerde kendi aralarinda farklilik gosterirler.
a)  Azyikli (Lower loaded)
b)  Cok yiikli (Higher loaded)

Yiiklemeden kaynaklanan bu 6zellik sentez igin ¢ok 6nemlidir. Ciinkii ¢ok yiiklii regine
kullanildiginda regine {iizerinde biiyliyen peptid dizilerinin agregasyonu (6zellikle uzun ve
hidrofobik etkilesime yatkin) artacak ve bu istenmeyen bir durum olan eksik amino asit
eklenmesine (deletion) yol acacaktir. Bu nedenle genellikle az yiiklii regineler tercih edilirler.

Sekil 11. Sentez sirasinda regine iizerinde peptid zincirinin durumu.

Kat1 halde peptid sentezi temelde 3 asamadan olusur. Korumanin kaldirilmasi
(Deprotection), karboksil grubunun aktive edilmesi (Activation), peptid bagmin olusmasi
(Coupling). Bu islemler bir dongili halinde istenilen dizi elde edilene kadar devam eder. Son
adimda, en son eklenmis aminoasidin koruma grubu kaldirilarak (final deprotection) N- ucu
serbest birakilabilir. Bu islem yapilmazsa peptid dizisinin N- ucu koruma grubu kaldirilana kadar
inaktif olarak kalir. Son islem olarak asetilasyon (Capping) da yapilabilir. Asetilasyonla peptidin
N- ucu asetillenmis ve korunmus olur.
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Korumamn kaldinimasi

Sentez

= i Aktivasyon
IWI dongusu _

Sekil 12. Peptid sentezi dongiisii [49].

Dizideki peptidler sirasiyla (Fmoc grubundan itibaren); serin (ter-biitil eter korumali),
lizin (e-O-tert-biitil carbamate korumalr), glisin (tert-biitil eter korumalr)’dir. Fmoc grubunun, yan
zincir korumali bir iiglii peptidin N- ucundan, E1g, reaksiyonuna gore eliminasyonu Sekil 14°te
gosterildigi gibidir. E1, reaksiyonu 2 asamalidir ve ara tiriinii bir karbanyondur [71].
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Sekil 13. SPPS’nin akim semasi [69].
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Sekil 14. Fmoc gubunun piperidinle eliminasyon mekanizmasi [70].
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Peptid sentezinin basarisi, gegici (Fmoc, t-Boc) ve kalict (yan zincir koruma gruplar)
koruma gruplarinin diizenlenmesi ile peptid zincirinin uzamasi igin segilen aktivatorlerin
etkinligine baglidir. Zaman iginde yeni aktivatorlerin gelistirilmesi ile aktivatdr etkinligi
arttirllmistir [72].

| Karbodiimidler |
Q Et 4(
N=C=N N=C=N / N=C=N
O \/\/N\ 7/
DCC EDC DIC

Baglanma ajanlari

|
(l)H (l)H o
N OH
N Nz NG
N, N, | L
N N N7

HOBt HOAt HODhbt
Fosfonyum reaktanlari | Uronyum reaktanlari
0©
NMe, X N/
O—P—NMe, ~ | \N
/ \ . 7
X N NMe, N
b A
@ /
| N SNEON
NN ol
PF¢
X=CBOP X=N AOP X=CHBTU X=N HATU

. L) ®
PF¢ @P/ NQ 04<N °
o—P—
\ \
Xx_ N N X N N& P
=z \ ~ \
[ x<J PR
A N/ X N
X=C PyBOP X=N PyAOP X=CHBPyU X=N HAPyU
Sekil 15. Peptid sentezinde kullanilan aktivatorler.
Karbonil grubunun aktivasyonu Sekil 15°te gosterilen Karbodiimidler ile yapilabildigi
gibi yeni gelistirilen Uronyum ve Fosfonyum tiirii aktivatorlerle de yapilabilir. Giliniimiizde bu

yeni tiirdeki aktivatorler, rasemizasyona daha az yol agtiklar icin tercih edilmektedirler [51].
Sekil 16°’da HBTU ile yapilan aktivasyon ve baglanma reaksiyonlari gosterilmektedir.
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m FmocN
N N\

' |
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Sekil 16. Peptid sentezinin aktivasyon ve baglanma agsamalarinin mekanizmasi.

Karbamik asitten bir mol CO, ayrilmasi ile peptid molekiilii son halini alir. Reaksiyon
E1 reaksiyonudur ve karbokatyon {izerinden yiiriir. Sekil 17°de C- ucundaki amino asit olan glisin
tersiyer biitil eter korumali olarak gdsterilmistir. Daha genis kapsamda diistiniirsek TFA ile kirma
“cleavage” islemi ile peptid dizisi re¢ineden de ayrilir.
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Sekil 17. Peptid sentezinde yan zincir koruma gruplarinin TFA ile eliminasyonunun mekanizmasi

[70].
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Sekil 18. Peptid sentezinde gegici ve kalici koruma gruplarinin eliminasyonu [58].

Sekil 18’de gosterildigi gibi baglayicinin peptide baglandig: kisim kimyasal olarak yan
zincir koruma grubunun ki ile aynidir ve TFA etkisi ile peptid re¢ineden bu yolla ayrilir.

Kirma islemi sirasinda meydana gelen katyonik iiriinlerin, yan zincirleri elektronca
zengin Trp, Tyr ve Met gibi amino asitlere atak etmesini engellemek i¢in “scavenger” ad1 verilen
EDT, fenol, thioanisol vb. gibi ek maddeler kirma kokteyli ortamina eklenir. Bu maddeler genelde
yumusak (soft) niikkleofildirler [73]. Scavenger’larin eklenmesinde dizide yer alan amino asitler
dikkate alinmalidir. Ornegin dizide Trp amino asidi oldugunda kirma kokteyline EDT eklemek
Trp’yi oksidasyona karsi biiyiik dl¢iide koruyacaktir [74, 75].

4.6. Peptid Sentezinde Mikrodalga Kullanimi

Peptid sentezinde mikrodalga kullanimi ilk kez 1992 yilinda yapilan bir ¢alisma ile olmustur. Bu
calismada ev tipi bir mikrodalga firin gesitli modifikasyonlarla sentez yapilabilir duruma
doniistiiriilmiistiir [76]. Sekil 19°da ilk mikrodalga destekli kati-faz peptid sentezinin yapildig: ev
tipi mikrodalga firin ve giiniimiizde kullanilan otomatik mikrodalga destekli peptid
sentezleyicilerden biri (Liberty, CEM) beraber gosterilmistir [77].
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a b
Sekil 19. a) Mikrodalga firin ve 6zel yapim kati-faz reaksiyon kabi [76].
b) Otomatik mikrodalga (tekli mod) destekli peptid sentezleyici (Liberty, CEM).

Bilindigi gibi mikrodalga firinlar ¢oklu mod &zelligindedir. Bu tip ¢oklu mod cihazlarda
sicak noktalar olusabildiginden homojen bir enerji dagilimi s6z konusu olamaz. Fakat tekli mod
cihazlar mikrodalga enerjisini bir noktaya yonelttiginden mikrodalga iletimi yoniinden daha
etkindirler.

Peptid sentezinde siirekli olarak mikrodalga enerjisi verilmemektedir. Mikrodalga
enerjisi sadece reaksiyon sirasinda belirlenen siirelerde veya belirlenen sicakliga ulasilana kadar
verilmektedir. Mikrodalganin dipol etkilesimlerden kaynaklanan titrestirme ozelligi peptid
sentezinde Onemli etkinlige sahiptir. Bu Ozellik mikrodalga enerjisinin i1sisal olmayan (non-
thermal effect) 6zelligi olarak adlandirilmaktadir [78, 79]. Mikrodalganin titrestirme 6zelligi
sayesinde re¢ine lizerinde bilyliyen peptid zincirinde meydana gelebilecek bir problem olan
zincirlerin girisimi “agregasyon” engellenmis olur. Siklikla uzun peptid dizilerinde karsilagilan
zincir girisimi dizide, eksik amino asit eklenmesi “deletion” gibi hasarlara yol acar. Sentez
sirasinda eksik amino asit eklenmesi sonug iiriinii direkt olarak etkiler.

a) mikrodalga uygulanmazken b) mikrodalga uygulanirken
Sekil 20. Mikrodalganin regine iizerindeki peptid zincirine etkisi.

5. BIYOKONJUGASYON
Bu caligmaya konu olan biyokonjugatlarin olusumu polielektrolitlerle peptidlerin reaksiyon

mekanizmasina benzer olarak Sekil 21°de gosterildigi gibi yiirlir. Burada aktivatdr olarak HBTU
kullanilmugtir.
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Sekil 21. Peptid polimer konjugatinin yeni yontemle sentezinin mekanizmasi.

84



Development of Polyelectrolyte Based Bioconjugates ... Sigma 29, 65-89, 2011

Polielektrolit olarak poliakrilik asit kullanildiginda peptidin -NH, grubu ile
polielektrolitin —COOH grubu arasinda kovalent bag olusur. Bu sayede peptid gibi biyolojik
kaynaktan gelen ve polielektrolit gibi farkli bir kaynaktan (xenobiotic) gelen molekiillerin bir
araya gelmesi ile biyokonjugat yapisi olusur.

Sekil 22. Polimer zincirine bagli tek tip peptidle sentezlenen konjugatin teorik sematik gosterimi
[81].

6. SONUC

Biyokonjugatlar kullanim alani ¢ok genis yapilardir. Sicaklifa, pH’a, vb. duyarli polielektrolitler
ile peptid, antikor vb. farkli 6zellikli molekiillerin bir araya getirilmesi ile sinirsiz kullanim
alaninda biyokonjugatlar olusturulabilir. Ayrica biyokonjugatlar nano teknolojik yaklagimlarin
gelisimine katkida bulunabilirler.

Amaca yonelik olarak tasarlanacak biyokonugatlarin nanoteknolojide kullanimi yakin
gelecegin arastirma konular1 olacaklardir.
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KISALTMALAR
aa Amino asit (Amino asitlere ait kisatlamalar Sekil 6’da verilmistir)
Boc BenzylOxyCarbonyl
Cbz Carboxybenzyl
DCC Dicyclohexylcarbodiimide
DCM Diklor metan
DIEA Diisopropil etil amin
DMF Dimetil formamid
DNA Deoksiriboniikleik asit
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid
EDC N.N'-Diisopropylcarbodiimide
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EDT Etan di tiol

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

HATU 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)--1,1,3,3-tetramethyl uronium
hexafluorophosphate Methanaminium

HBPyU O-(Benzotriazol-1-y1)-N,N,N',N'-
bis(tetramethylene)uroniumhexafluorophosphate

HBTU N-[(1H-Benzotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylene]-N-methylmet-
hanaminium hexafluorophosphate N-oxide

HCl Hidroklorik Asit

HCTU 1H-Benzotriazolium-1-[bis(dimethylamino)methylene]5-chloro hexa-
fluorophosphate (1-),3-oxide

HF Hidroflorik asit

HOAt 1-Hydroxy-7-azabenzotriazole

HOBt 1-Hydroxybenzotriazole

HODhbt 3-hydroxy-3,4-dihydrobenzotriazine-4-one

PyBOP benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate

RADAR Radyo yonlendirme ve siralama (Radio Direction And Ranging)

SPPS Solid Phase Peptide Synthesis

TFA Trifluoro asetikasit
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