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OZET
Doktora Tezi

AKCIGER YUZEY PROTEINI SP-C BENZERI
SENTETIK PEPTOIDLERIN SENTEZI
Elif (SARI) LOGOGLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Atilla OKTEMER

Biyomedikal uygulamalarda ister dogal kaynakl olsun, ister sentetik olsw
ciger yiizey proteinlerine ihtiyag duyulmaktadir. Bu proteinler polime
yapisindadir ve uzunluBu ve amino asit sirast kontrolliidiir. Akcigere ai
yiizey aktif maddeler lipit bir karisim olup nefes alip verme isleminde ye
alirlar. Yiizey aktif olma &zelliklerinden dolayr hava gerilimini diigiirmel
suretiyle hava keseciklerinin genislemesi i¢in gerekli olan basinc: azaltu
Yirmi dokuz haftadan daha 6nce dogan bebeklerde bu proteinlerii
salgilanmsi heniiz akciger yiizeyinde baslamamistir ve yiizey akti
proteinlerin yerlestirme tedavisi yapiimadigy takdirde bebek 6lecektir. Bi
calismada, akcigerde bulunan yiizey aktif proteini-C (SP-C)‘nin taklid
biyomedikal uygulamalar igin geligtirilmistir. Bu nedenle amino asitlerit
analoglarinin yan zincirleri koruma gruplan ile bloke edilmigtir. Blok
olmus amino asit analoglan alt birim yontemiyle SP-C'nin sentezinde
kullamlmigtir. Alt-birim sentez y6ntemi Zuckermann ve arkadaglar
tarafindan 1992 de geligtirilmistir. Caligmada son basamak olarak
sentezlenen SP-C'nin yapiss HPLC, NMR, Kiitle spektropileri il
aydinlatilmaya calistimugtar.

2001, 60 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Amino asitler, peptit, peptoid, yiizey aktif
protein-C



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

SYNTHESIS OF SYNTHETIC PEPTOIDS SIMILAR TO LUNG
SURFACE PROTEIN SP-C
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Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr Atilla OKTEMER

In biomedical applications, we need lung surfactant proteins whether it is
natural or synthetic. These synthetic proteins are in polimer structure and its
length and amino acid sequence are controlled. Pulmonary surfactant is a
mixture of proteins and lipids that enables normal breathing. By virtue of its
unique surface active properties, lung surfactant markedly decreases the
surface tension at the air-liquid interface of the myriad tiny air-sacs.
Preterm infants who have gestated for less than 29 weeks (7 4 months)
typically have not yet begun to secrete lung surfactant into alveolar space
and will suffocate after delivery without surfactant replacement therapy. In
this study, biomimetic lung surfactant C developed for biomedical
application. For this reason, amino acid side analogous side chains
protected with protecting groups. Finally, this amino acid analogous used
for SP-C synthesis in submonomer protocol. The sub-monomer synthesis
protocol developed by Zuckermann et al at 1992. At the end of study; The
latest step is identification SP-C structure with HPLC, NMR, Mass
spectroscopy.

2001, 60 pages
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1. GIiRiS

Biyomedikal uygulamalarda kullamlmak iizere amino asit sirast ve molekiil
agirhigh belli olan dogada bulunmayan polimerlerin sentezlenmesine ihtiyag
vardir. Bu maddelerde aranan baghca ozellikler; dogal proteinlerin
yapilanm ve etkinliklerini iyi bir gekilde taklit edebilmesi, immunojenik
olmamasi, cani ortamda kararh halde bulunabilir olmasidir. Bu tiir
polimerlere taklit etme Ozelliginden o6tiirii, biyomimetik proteinler
denmektedir (Biyomimetik yunanca taklit anlamina gelmektedir).
Biyotaklit polimerlerin tasariminda, dogal proteinler bu agidan iyi bir
model olusturmaktadir. insan insiilininin sentezinde buradan hareketle
sentez basanlmistir (Akaji , 1993).

Bu ¢alismada, akcigerde bulunan yiizey aktif 6zellikli yiizey aktif proteini -
C (SP-C)’nin taklitleri, medikal uygulamalarda kullamlmak amaciyla
tasarlanmustir. Bu galigmanin en heyecanlandinici yamu, biyokimya ve
polimer kimyasinin esaslarinin bir araya getirilebilmesine sans tammasidir.

Akcigere ait yiizey aktif proteinler, memelilerin akcigerlerinin i¢ yiizeyini
kaplayan lipit ve proteinlerden olusan bir kangim olup nefes alip-verme
igleminde yer alir. Cigerde bulunan yiizey aktif proteinler, hava
keseciklerindeki hava-siv1 ara ylizeyinin yiizey gerilimi iizerinde énemli
etkide bulunurlar. Ara yiizeyin ylizey gerilimini diigiirmek suretiyle hava
keseciklerinin geniglemesi igin gerekli basing miktan azalr ve bunun
sonucu olarak nefes alma iglemi daha az bir enerjiyle gergeklegir.
(Clements, 1957; Clements, 1958).

Bunun yamsira akciger yiizey aktif proteinleri, hava-siv1 ara yiizeyinde
yogun ve oldukca diizenli bir film tabakas: olugturmaktadirlar, Boylelikle
yiizey gerilimi hemen hemen sifira inmek suretiyle nefes alma iglemi
diizenli olarak gerceklesmektedir (Clements 1958; Putz, 1994).

Dogal akciger yiizey aktif proteinler %90-95 yaglar (6zellikle posfolipitler)
ve % 5-10 yiizey proteinlerinden (SP) olugmaktadir (Notter, 1997,
Creuwels, 1947). Hem protein hem de fosfolipit kisimlar, akciger yiizeyinin
fiziksel aktivitesinde kritik rol oynamaktadirlar (King, 1972).

Bu kanigimin (vag ve akciger yiizey proteinleri) faz davranis: son yillarda
pek cok bilim adam tarafindan ¢ahgilmstir (Nag 1998, Wang 1995, Wang
1996, Lipp 1996, Lipp 1997).

Akciger yiizey aktif proteinleri ve onlann ara yiizey ile etkin olan
etkilesimleri yeni yeni anlagilmaya baslanmigtir. $imdiye kadar elde edilen
bilgilerin 1181nda, yiizey aktif protein SP-C*nin 6zellikleri s6yle
stralanabilir;



e Hava-sivi ara yiizeyinde fosfolipitin ( 6zellikle fosfatidil kolin ve
dipalmitoilfosfatidilkolin) absorbsiyonunu hizlandurr.

e Solunum déngiisiinde, alveol yiizeyinde fosfolipitlerin tek tabaka
balinde yeniden dizilmesini kolaylagtinr.

s  Bu fosfolipit tabakanin faz davramsgl, hava keseciginin (alveol) yiizey
gerilimi en diigiik olacak sekilde diizenler.

Alveol yiizeylerinde bu proteinlerin eksikligi, énemli saghk sorunlarma
neden olabilmektedir; 6regin endiistrilesmis iilkelerde, bebek oliimlerinin
nedenlerinin en baginda “Yenidogan Solunum Bozuklugu” NRDS
(Neonatal Respiratory Distress syndrome) gelmektedir ve artik sendromun,
cigerlerdeki bu yiizey aktif proteinlerin eksiklifinden kaynaklandif
bilinmektedir. Bu proteinlerin yoklugundan dolay1 yiizey gerilimi énemli
derecede artarak akcigerdeki alveoller hasara ugramakta ve Oliimle
sonuglanmaktadir. Genel olarak, 29 haftahiktan (7,25 ay) daha az hamilelik
doneminden sonra dogan bebeklerin alveol yiizeylerinde, cifer yiizey
gerilim proteinleri heniiz olugmarmuglardir (Georke 1986). Bu durumda
cigerler yetersiz kalir ve nefes verme igleminde igeriye dogru ¢okme
egilimi gosterirler. Solunum Bozuklugu Sendromundan (RDS: Respiratory
Distress Syndrome) miizdarip hastalara mekanik yolla hava verilemez;
ciinkii ciger dokular1 bu durumda hasara ugrar. Dogum esnasinda yapay ya
da hayvansal bazli bir yiizey aktif yerlestirilme islemi uygulanmadig:
takdirde hasta 6lecektir. Giiniimiizde cigerin diizgiin sekilde ¢aliymasina en
uygun hayvan yiizey aktif proteinler, sifir ve domuz kékenlidir, Tabii, hig
kugkusuz, hayvan kaynakl yiizey aktif protecinlerde en basgta aramilan
ozellik, viicudun bagigiklik sistemi ile uyumlu olmasidur.

Insan yiizey aktif proteinleri SP-B ile SP-C‘nin iglevlerini tam olarak yerine
getirecek  sentetik maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢aligmada,
polipeptoid yapidan yararlanilarak, SP-C taklidi gelistirilmeye calisilmustir.
Bu yapay polimer, polipeptitlere benzemekte ise de, yan zincirler a-karbon
iizerinden degil, ana zincir tzerindeki azot iizerinden olmaktadir. Bu
polipeptit-taklidi yapimn avantaji, bunlarin peptitlere gére yan zincirlerle
birlikte diigiik maliyette daha kolay sentezlenebilir olmalandir. Ayrica
peptit zinciri lizerine ‘amino asit’ yan zincirleri eklenmis bu N-siibstitiie
polipeptoidier, proteaza karsi olduk¢a dayamklihk géstermektedirler ve
canh ortamda bafisikik sistemi bu maddelere karsi gok $nemli bir tepki
gostermezler ( Simon, 1992) .



1.1. Polipeptoidler Hakkinda Genel Bilgi
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Sekil 1.1. N-Siibstitiic olmus oligomer veya polipeptoid (NSG)

Poli-N-siibstitiie glisinler (NSG, Sekil 1.1) yani polipeptoidler, bir peptit
poliglisin zinciri esasma dayali olup, dogada bulunmazlar ve 6zel olarak
dizilmis polimerdir. Polipeptite gére polipeptoidin farki , yan zincirlerin o.-
karbon iizerinde degilde amit azotu tizerinde bulunmasidir (Simon 1992),
(Zuckermann , 1992) (Sekil 1.2). Cesitli yan zincirler igeren bir gok
polipeptoidin hazirlanmas1 miimkiindiir, iistelik bu iglemler kolay ve ¢ok
pahali degildir. Polipeptoidler polipeptitlerle oldukga benzerlikler
gostermektedirler; 6yle ki baz peptit hormanlarma karsitk gelen
polipeptoid  bilesikleride biyolojik reseptorlere karst aym etkiyi
gostermektedirler. Ayrica N-Sibstitiie gruplarin bulunmasi, peptit ana
zincirinin proteaz enzimlerine karsi daha dayamkli olmasim miimkiin
kilmaktadir ~ (Miller, 1995). Bu da biyotaklit polipeptoidlerin, dogal
peptitlere gore canh ortamda kararh olacagim g6stermektedir.

Otomatik peptit sentezleyici kullanilarak, yiiziin iistiinde monomere sahip
Ozel swrahi, uzun zincirler % 98‘i bulan verimlerle elde edilmiglerdir
(Zuckermann 1992). Simdiye kadar reaksiyon yetenegi % 98‘den biiyiik
olan 30‘dan fazla monomerden olusan 6zel sirali, uzun zincirlerin sentezi
otomatik sentezleyicide gergeklestirilmistir (Zuckermann 1992).
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Sekil 1.2. R1, R2, R3 yan zincirli polipeptit ile polipeptoidin
karsilagtirilmasi

1.2. Yiizey aktif Proteinleri (SP)

Yiizey aktif 6zellikli olan dort farkl ciger yiizey proteinleri genelde alveol

“iizerindeki lipitlerle birlikte bulunmaktadirlar, Bunlar iki ana grup altinda
toplanabilirler. Hidrofilik 6zellikli SP-A ve SP-D yiizey aktif proteinleri ve
hidrofobik 6zellikli SP-B ve SP-C yiizey aktif proteinleri.

Yiizey aktif Protein B (SP-B): 79 amino asitten olugmus kiigiik, hidrofobik
bir proteindir ve gok fazla sistein kahinhs: igerir. Dogal SP-B proteini ii¢
molekiil i¢i ve birde molekil dist  olmak iizere dort disilfit baf
icermektedir. SP-B* nin yapis1 Sekil-1.3‘den gériilmektedir.

Yiizey aktif Protein C (SP-C): Ikinci 6memli hidrofobik yiizey aktif
proteindir. Eger proteinin aktif ylizey monotabakasi uzaklagtinhrsa, geriye
kalan 35 hidrofobik kalinti yalmizca organik g¢éziiciilerde, en ok %80
Asetonitril/su kangimu ile kloroformda ¢dziinmektedir.



Sekil 1.3. Yiizey aktif protein-B (SP-B)

Yiizey aktif protein A ve D (SP-A, SP-D): Hidrofilik proteinlerdir. SP-A
ve SP-D, solunum yoluyla alinan patojenlere kars1 itk savunma hatti gérevi
gorerek, bagisiklik agisindan 6nemli rol oynarlar. Biiyiik hacimli, glikozil
gruplan bagh ve karmagik yapiya sahip SP-A, fosfolipidin yeniden
dizilmesini diizenlemek ve alveoliin II tipindeki hiicrelerinin salgida
bulunmalanm engellemek suretiyle yiizey aktif metabolizmasim kontrol
ederler (Khoor, 1993), (Korfhagen, 1996), (Ikegami, 1997). SP-A ayrica,
agin yiizey aktif protein lipidlerinin “tiibiiler miyelin” adi verilen iki
tabakali mikro yapilar (yag depolama kanallan) igerisinde birikmesini
saglar (Williams, 1991).

SP-A ve de SP-D‘nin her ikiside yiizey gerilimini diigiirmeden sorumiu
olmamalanndan 6&tiirk disandan cifer yiizey aktif proteinlerin
yerlestirilmesinde onlardan yararlamlmaz (Creuwels, 1997). Aragtirmalar,
kiigiik hidrofobik SP-B ve SP-C proteinlerinin alveol yiizeyindeki yiizey
gerilimini diigiiriilme igini distlendiklerini gostermigtir (Notter 1997). SP-B,
SP-A ve Ca"™ iyonlanyla etkilegerek tiibiilar miyelinin olugsmasimni miimkiim
kildigindan gok iglevli bir proteindir.



SP-B ve SP-C*nin herbiri bagimsiz olarak (ama sinerjetik yani birbirlerinin
etkilerini artirarak) ylizey aktif lipidlerie etkileserek, nefes alma islemini
kolaylagtirmaktadirlar (Wang 1996). Herbiri ara yiizeye fosfolipitlerin izl
sckilde adsorpsiyomunu kolaylagtinrlar ve alveollerin genigleme ve
biiziilmeleri esnasinda tek tabakah fosfolipitin hizli bir gekilde yeniden
dizilmesini saglarlar. Her ikisi ayrica, tek tabakamin faz davramsimda
etkilerler ve boylelikle alveollerdeki ¢tkmeyi engellerler (Wang,1996),
(Taneva, 1994). Bu agidan SP-Bnin ve SP-C‘nin her ikisi de &nemli
unsurlar olmasina kargin SP-B fizyolojik olarak en etkin olamdir. Ancak
SP-C‘nin yapis1 SP-B*nin yapisina gére daha basit olmasindan dolay1 SP-C
ve onun benzerleri tirevleri iizerinden gidilmigtir.

1.3. Tezin Amaci

Polipeptoidler sentetik olarak elde edilebilen, kararl, bagisiklik sistemiyle
etkilegmeyen sentetik bir protein simifim tegkil etmektedirler (Kirshenbaum,
1998). Aym1 zamanda yiizey aktif protein yerlestirme tedavisinin
maliyetini de diigitrmektedir.

Bu ¢aligmada yiizey aktif proteinleri arasinda en basit yapida olan SP-C ye
benzer peptoid tarz: tiirevi olugturulmaya ¢aligitmgtir,



2. KURAMSAL TEMELLER

Bu bolimde Poli-N-siibstitiie-glisin yani polipeptoid ile polipeptit
arasindaki farkhiliklar ve polipeptoid sentezi igin yan zincir korumanin
gerekliligi tartisilacaktir, Verilen bilgiler polipeptoid sentezinin gegmisi
hakkinda kisa bir 6zet saglamaktadir. Bu caligmalar poli-N-siibstitiie glisin
ve polipeptoid senteziyle ilgilidir. Ayrica bu reaksiyonlarin avantajlan ve
dezavantajlan ortaya konulmaktadir.

2.1. Poli-N-Siibstitiie Glisin‘in Sentezi

Polipeptoidler, polipeptitler gibi uygun katfaz sentez yontemi ile
sentezlenebilmektedirler. Bu yonteme gore ilk amino asit karboksil
ucundan polistiren regineye benzilester bagi ile baglanmaktadir. Sentez
tamamlandiktan sonra bu bag koparlarak peptit serbest hale
getirilmektedir. Ikinci aminoasitin amino grubu t-butiloksikarbonil (t-Boc)
grubu ile korunmaktadir. Daha sonra bu amino asitin karboksil grubu ile
polistiren iizerindeki amino asitin amin grubu ile reaksiyon vererek bir
peptit bagi olusturulmaktadir. Diizopropilkarbodiimid ise reaksiyon igin
thmli  kosullar  olusturdufundan  gereklidir.  Polipeptit  zinciri
tamamlandiginda regine polipeptitden uzaklagtirilmakta ve polipeptit
saflagtnlmaktadir. Biitiin bu islemler otomatik olarak calisan bir cihaz
icinde miimkiin olmaktadir. Otomatik olarak ¢alisan aletle bradikinin,
angiotensin ve tiroksin gibi hormonlarin ve gramisidin-S gibi
antibiyotiklerin sentezi de miimkiin hale gelmis bulunmaktadir. Otomatik
peptit sentezi cihazinda insiilin hormonu sentezi de yapilmaktadir. Boylece
dogal olarak meydana gelen aktif biyolojik molekiillere yap1 ve aktivite
bakimmdan ¢ok benzeyen analog molekiillerin sentez yolu da agilmug
bulunmaktadir.

Polipeptoidlerin elde edilmesi igin “Alt birim” denilen (sub-monomer) adi
verilen sentez yontemi yukarida bahsedilen kati-faz sentez yéntemine goére
hem daha hizh hem daha etkin hem de daha elverisli olmaktadur.
Reaksiyona o karboksil ucu korunmus monomerlerle baglamak geregi
bulunmadigindan , alt-birim sentezinde bu basamak  olmamaktadir.
Dolayisiyla sentez yénteminde o-ucunun koruma grubunun uzaklagtiriimasi
asamasida bulunmamakta ve sonugta sentezde zaman kazaniimaktadr. Alt
birim sentez yontemi Zuckermann ve galigma arkadaglan tarafindan
gelistirilmistir (Zuckermann, 1992).

Amit tiirevleri, Sekil 2.1.°de gosterildigi gibi kat1 destek gérevi yapan
7



polistiren mikrokiirecikleri fizerine tutturulmustur, Her N-Siibstitiic glisin
monomeri, peptoid polimerinin uzatilmas1 isleminde ortamda bulunan iki
alt birimin bir araya gelmesiyle olugmaktadir. Dolayisiyla, polipeptoidlerin
ard arda iki kondenzasyon kopolimerizasyonuyla meydana geldikleri
diigiiniilebilir. Haloasetik asit olarak a-bromasetik asit, diigik maliyet,
kararlibk agilanndan en uygundur. Ayrica o-bromasetikasitdeki
karboksilik asit grubu, regineye bagh sekonder amino grubunun agillenmesi
amaciyla  diizopropilkarbodiimitle ~ (DIC)  kolayca  reaksiyona
girebilmektedir. Boylece reaksiyon sonucunda yiikksek  verimle o-
bromasetamit meydana gelmektedir.

Yan zincirler daha sonra bir primer aminle etkilestirilir. Sy2
mekanizmasiyla Br grubunun yer degistirmesi sonucu sekonder amin
olusur.

Bu iki basamak her bir monomer biriminin eklenmesi igin ardarda tekrar
edilirler.  Istenilen polipeptoid sentezlendiginde, olusan madde
trifluoroasetik asitle (TFA) etkilestirilerek regineden uzaklagtirilir ve
HPLC ile saf hale getirilir.

o]

Br\)koH

Bromasetik Asid

Diisopropilcarbodiimid

Dimetilformamit
N-Metilpyrrolidon
S\2 Mekanizma
R
, R
N I
T

Sekil.2.1. Polipeptoidin sentetik protokoliiniin gematik gdsterimi




Hem reaksiyonun daha hizli gergeklesmesi hem de aragtiricidan gelebilecek
hatalarin 6nlenmesi bakimindan bu sentez otomatik hale getirilmis peptit
sentezleyici aletle yapiimaktadir. Ashinda bu alet peptit sentezi igin uygun
oldugundan baz1 degigiklikler yapilarak peptoid sentezi yapilmaktadr.

2,2, Peptit Sentezleyicisi (433A) ile Polipeptoid sentezi

Peptit sentezinde kullamlan alet (433A) kiigiik modifikasyonlarla peptoid
sentezinde de kullamilmustur.,

Bu degisiklikler amino asit sigesine N-N°-diizopropilkarbodiimit ve
bromasetikasit koyulmasina imkan saglamaktadir. Sekil 2.2‘den otomatik
peptit sentez aleti gériilmektedir.

Sekil 2.2, Bir 433 A peptit sentez cihazimin goriintisii

Peptit  sentezinde kullamlan regine peptoid  semtezinde de
kullamlmugtir. Polipeptoid igin kullamlan regine C-terminal amit peptiti igin
kullamilanla aymdir. Peptoid sentezinde reginedeki Fmoc grubu 20/5 (v/v)
piperidin / dimetilformamit ile uzaklagtinlacaktr.



Dimetilformamit (DMF) N-N*-diisopropilkarbodimit (DIC)‘de
¢oziinmiigtiir. Bromasetikasit ile 1.2 M amino regine asetillenir. Karigim 35
derecede 40 dakika galkalanir, kurntulur ve DMF ile yikamr.

Reaksiyon sonunda polipeptoid kolayca karakterize edilebilir. Bu iiriinlerin
karakterize edilmesi analitik doniigiimli-faz HPLC ve kiitle spektrometrisi
ile olmaktadir,

2.3. Polipeptoidler Ve Polipeptitler Arasmdaki Farkhihiklar

Polipeptoidleri, polipeptitlerle  karsilagtirdifimizda pek ¢ok  Snemli
farkhhklar bulunmaktadir. ilk olarak, o-karbon iizerinde siibstitiie gruplar
bulunmadifindan peptoidin ana zincirinde siral merkez bulunmaz. fkinci
olarak polipeptoidlerde amit protoniarimn olmamasindan dolay:r polimer
zincirleri arasinda hidrojen bag miimkiin degildir (Scholtz, 1991).

Diger 6nemli 6zelliklerinden biri de proteine benzer yapidaki molekiillerin
biyofiziksel iglevlerinde ve katlanmasinda, siral merkezde hidrojen
baglanmn énemleri deneysel ¢aligmalan diizenlemek agisindan igin ideal
model olugturmaktadir.

Ugiincii olarak, molekiiler modelleme ve NMR‘1a kisa oligomer ¢aligmalar
(Simon 1992; Mochle 1996; Bradley 1996) peptoid zincirindeki amitlerin
cis ve trans yapilarimin her ikisinin bir arada bulunabilecegini géstermistir.
(Halbuki polipeptoidlerde trans amit yapisi daha baskindir) Biitiin bu
bulgular peptoid kisimlar igeren kollagen analoglarinda gozlenmistir.

Polipeptitlere benzer olarak polipeptoidlerde kati-faz yéntemi kullamlarak
ozel sirali olarak sentezlenebilir. 1k polipeptoid temelli, peptit taklitleri
olan Fmoc ile korunmus NSG peptoid monomeri 1992‘de sentezlenmigtir.
Polipeptoidin farklihiklan gekil 2.3°de gériilmektedir.

Sekil 2.3. N-Siibstitiie glisin pentamer peptoidin  yapist
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2.4. Polipeptoid Sentezi Icin Yan Zincir Korumanin Gerekliligi

SP-B ve SP-C‘de kullamlan aminoasitlerin analoglannin yan zincirlerinde
bulunan fonksiyonlu gruplann polipeptoid sentezinde kondenzasyon
vermeleri i¢in bu gruplann bloke edilmesi gerekmektedir.

2.5. Yan zincir bloke yintemleri

N?-Terminal GruplarvminKorunmas:

N*terminal grubunun koruyucu gruplan genellikle bir iretan (alkoksi
karbonil) ve bunun degisik tiirevleridir (Lloyd Williams 1997). Uretan
gruplan kolayca fonksiyonel gruba baglanabilmektedir. Sentezden sonra bu
grup 20 °C*de H,/Pd‘la indirgenerck uzaklagtirilabilir. Peptit veya peptoid
sentezinde genellikle iiretan tabanh ii¢ farkh N*-amin koruma grubu
kullanilmaktadir. Benziloksikarbonil grubu (1) Z olarak bilinir bunun
nedeni kesfedicisi Leonidas Zervas‘m adimn verilmesidir. Bu grubun
uzaklagtirimasi hidrojenlenme ile veya giiglii bir asit ile asitlendirilmesi ile
olmaktadir. #-biitiloksikarbonil grubu (2) (BOC) (Z) giiclii bir asit olan TFA
ile muamele edilerek, 9-flourmetoksikarbonil (Fmoc) (3) grubu ise sivi
amonyak ya da oda sicakhiinda piperidin, morfolin, etanolaminle
muamele edilerek ile uzaklagtinlabilmektedir (Carpino, 1972).

' O”‘if %ia/ O@kgf

Benziloksikarbonil (1) t-bitiloksikarbonil (2) 9-flourmetoksikarbonil (3)
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C-Terminal Gruplarimin Korunmasu:

Cozeltide C-terminal koruma gruplan #-biitil ester (4), benzil ester (5), ve
fenasil ester (6) dir. Basitge metil ve etil esterlerdir bazen sentetik plana
bagh olarak bunlann kullamlmasi avantajhdir.7-biitil ester asitli ortamda
kolayca uzaklagtinlabilir. Benzil ester katalitik hidrojenleme ile
uzaklastirilabilir.

I ° i
|
N l «LOAO A
t-biitil ester (4) benzil ester (5) fenasil ester (6)

Kat1 faz yonteminde (SPPS) C-terminal koruma grubu polistiren veya
poliamit bazli bir polimer olabilir Merrifield‘in ik reginesi
klormetillenmis polistirendir daba sonra degisik tipte regineler
gelistirilmigtir. Bunlardan en 6nemli olan Sheppard tarafindan gelistirilmis
poliamit bazli reginedir (Lloyd-Williams, 1997). Merrifield’in ilk
recinesinin genel kimyasal yapisi agagida Sekil 2.5 de verilmigtir.

Cl

Sekil 2.4. Merrifiel din ilk reginesi
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-OH Gruplarinir Korunmasu:

Serin ve treonin amino asitlerinin hidroksil gruplan asetilleme reaktifleri ile
reaksiyon verebilmektedir. Serin, treonine gére daha kolay reaksiyon
vermektedir,

SPPS‘de bu amino asitler genellikle Boc/Bz] ortaminda benzil veya Fmoc/z-
But ortamunda #-Biitil ile korunmustur. Benzil bazl1 gruplar siv1 hidrojen ile
muamele edildiginde, ¢-biitil eter ile bloke edilmi§ gruplar TFA ile muamele
edildiginde serbest kalabilmektedir, yani uzaklagtrilabilir. Serin ve
Treonin‘in hidroksillerinin korunmas: igin pek ¢ok basamak gereklidir.
Serin , Treonin‘in hidroksili ve Tirozin‘in fenolik grubu asetilleme
reaktifleri ile reaksiyon vermektedirler. Tirozin amino asitinin hidroksil
grubu pek cok bloke grup ile korunmabilmigtir. Orjinal olarak, tirozinin
hidroksil grubu benzil eter ile korunmustur (Lloyd-Williams, 1997).
Boc/Bzl kat1 faz yiizeyinde, tirozin normalde 2,6-diklorobenzil (7) veya 2-
bromobenziloksikarbonil (Brz) (8) gruplan ile korunabilir. 2,4-Dinitrofenil
(Dnp) (9) grubu tirozinin fenol grubunu korumak i¢in kullanilabilir

A & O

NG,

2,6-diklorobenzil (7)  2-bromobenziloksikarbonil (8)  2,4-Dinitrofenil (Dnp) (9)

Ancak bunlarin yani koruma gruplanmn higbiri 3-alkilleme, yani iiriin i¢in
Snemli sayilacak olgiide gergeklesmez. Bunlarn birlesimi (ya da igbirligi)
ile aminoasitin bakir selat olusturmasi basarilabilir Bu grubun (Brz)
hidroksili serbest birakmas: $ekil 2.5°de gorillmektedir.

H

Brz
OBrZ
g {
, H  CuSO4/NsOH/BrZCl ", y  (Boc)20EEBN H, § é
He T T H = A PH S
Sekil 2.5. Tirozinin OH grubunun korunma reaksiyonu §’ 5
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Sentez reaksiyonu hayli uzundur, fakat bu gema yinede asagida basamakiar
halinde Sekil 2.6°da gosterilmigtir (Lloyd-Williams, 1997).

ZCYNaOH BANO,Br Py E—
H.Tyr-OH »Z-Tyr-OH > ZTyr-OBzNO, 2> g
4 4 Et,N/Heat H,S0, NO,
g
8
1)
FmocOSu H,/Pd-C
Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH (—Em-—— H_-Tyr(tBu)-OH*-.... Z-Tyr(t-Bu)}OH

Sekil 2.6. Tirozinin hidroksil grubunun t-biitil ile korunmasi

Tirozin analogunun hidroksil grubunun korunmas: goriildiigii gibi oldukga
zordur. Korunmug tirozin kullanmak daha uygundur. Serin gibi treonin
amino asitlerinin analogu olarak 2-triizopropilsililoksi tiirevleri hazirlanir
(Zuckermann, 1994).

Triizopropilsilili uzaklastirmak igin %95 TFA, %S5 su ( 25 mi, 15 dakika,
oda sicakhiginda ) kullamhr. Bunu yikama ve asetik asit ile kristallendirme
izler.

-NH, Gruplarinin Korunmas:

Lizinin N®-amino grubunun ve lizinin analogu olan 1,4- Diaminobutamn
amin gruplanndan birinin  korunmasi peptit veya peptoid sentezinde
zoruntudur, Diger bir deyisle; amino grubunun alkillenmesi peptit veya
peptoid zincirlerinin dallanmasina izin verir. N®-amino grubunu korumak
igin N®-amino grubum farklandirmak gerekir.

Alternatif olarak, N*-amino grubunun niikleofilligi ile N® -amino grubunun
niikleofilligini karsilagtirdifimizda, N® -amin grubu segici olarak
korunabilecektir. o-Amino koruma islemi benzaldehit ile yapilabilir iken
N” - amino grubu Schiff baz1 (10) olarak korunabilmektedir.

Normalde Boc/Bzl sentezinde . N® - amino grubu 2-klorobenziloksikarbonil
(CIZ) (11) grubu ile korunabilir. Bu reaksiyonda benziloksi karbonil (12)
grubu daha az kullamghdir ve N®-Boc grubununu uzaklagtirmak igin asidik
sartlar gereklidir. N*-Boc grubunun uzaklasinlmast N® -Boc tasinmasina
sebep olur. Sonug olarak . N®-uzaklagmasi ise peptitin dallanmasmna neden
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olur (Lloyd Williams, 1997). Bu durumlarda ortogonal olan N® -amin
grubunun korunmas: gereklidir.

Dallanmug peptitlerin kati-gaz sentezi, érnefin lizinin N°-amino koruma
grubunun  uzaklagtmlmas:  peptitdeki diger koruma  gruplarmm
etkilemeksizin bafunsiz gergeklesir. Lizinin yan zincirinin ortogonal
korumas: igin pek ¢ok alternatif bulunmaktadir. Fakat en ¢ok kullamgh
olanlar arasinda trifloroasetil (13) (Tfa) , 3-nitro-2- piridinsiilfenil (14)
(Npys), 1-(4,4-dimetil-2,6- dioksosiklohekzildien)etili (15) (Dde) ve
alliloksikarbonil (Alliloksi) (16) vardir. N°-Tfa koruma asitlendirme icin
kararlidir ve N®-korunmas: iginde uygundur. Piridin ile muamele isc
ayrilan grubun taginmas: i¢in gereklidir,

N-¢-biitoksikarbonil (Boc) a, w-alkandiaminler uygulamas: bulunan pek
¢ok sentetik prosediir i¢in kullamgl reaktiflerdir (Krapeho, 1990) .

Pek ¢ok a,w-alkandiaminler ticari olarak uygundur ve mono N-Boc
diaminlerin hazirlanmasinda baglangic maddesi olarak kullamlir,

N=CHPh | o
caadiioans
Hy,
/ H
2N
o}

Schiff haz (1Y 2 klarnhenziloksikarhonil 111) henzilaksikarhonil (1)

N |

H

/ NO,
trifloroasetil (13) 3-nitro-2- piridinsiilfenil (14)
o R
¥ o
/\/ o . Moy, N
M
alliloksikarbonil (15) dimetil-2,6-dioksosiklohekzildien)etil (16)
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-COOH Gruplarimin Korunmast

Aspartik ve glutamik asitin karboksilik asit yan zinciri peptit sentezi i¢in
korunmug olmalidir. Aksi taktirde asit grubunun aktifligi nedeniyle peptit
zincirinde dallanma ve amit seklinin olugmasma neden olacaktir, Asitler
igin en genel olarak kullamilan koruma gruplarn, amin grubu Boc ile
korunmug aminoasitler igin  siklohekzilesterdir veya Fmoc/t-Bu
yaklagiminda #-biitil esterdir. Siklohekzil esterleri klasik benzil
esterlerinden daha kullamghdir, glinkii sentez sirasinda aspartimitten daha
etkindir. (Bodanszky, 1978)

Aspartik ve glumatik asitin yan zincirinin segici korunmas: igin karboksilik
asit gruplannin farklilagmas: gerekir. En basit yol, serbest amin grubunun
direk asit katalizi ile esterlestiriimesidir. Bu sartlar altinda diaminin
protanlanmasi a- karboksilik asitin aktivitesini azaltir, Bu glumatik asit
icin Sekil 2.7°de gosterilmistir. Aspartik asitte benzer olarak reaksiyon
vermektedir.

Alternatif olarak, Aspartik ve glutamik asitin her ikisinin karboksil gruplan,
molekiil i¢i anhidrit sekli olugmasi ile kimyasal olarak farklilagtinlabilir.

Lizinin korunmasi igin tartistlan selat formu aym zamanda Asp ve Glu’nun
yan zincirini korumak i¢in kullanilabilir.

Burada, amino asitin bakir selat formu tekrar alkil halojenir ile serbest
karboksil grubunun reaksiyonu ile yan zincir korunmus olmaktadir (Van
Heeswisk , 1982).

o OH o 0
B2-0H (Boc)z
— ’NaOH/t BioH
H h: 1
OH oH
HzN HN'
[

Sekil 2.7, -COOH varliginda -NH,*nin korunmast
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Eger aspartik ve glutamik asitin yan zinciri igin ortogonal koruma gerekli
ise Boc/Bzl de kararh 9-florometil (Fmoc) grubunu kullanarak bloke
edilebilir (Lloyd-Williams, 1997).

-SH Gruplarinin Korunmas:

Sisteinin yan zincirinin korunmasi, peptit veya peptoid sentezinde
zorunludur. Siilfir gruplan iyi niikleofildir ve agilleme reaksiyonlarinda
amin ile etkin olarak tamamlanabilir. ilave olarak, siilfiirler, disiilfiir
vermek igin hava ile yiikseltgenmektedir. Sisteinin korunmasi; peptit ve
peptoid kimyasinda, siilfiir kopriilerinin olugmasinin 6neminden dolay:
yogun olarak ¢ahigiimigtir (Lloyd Williams 1997). Bu disiilfiir képriilerinin
gerekliligi sisteini korumak igin kullamlan gruplarada fazla gereksinim
gosterir. En uygun sisteinin yan zincirini koruma grubu molekiildeki diger
fonksiyonlu gruplar igin uygulanarak bulunmalidir. Coklu disiilfiir
koprilleri iceren peptit veya peptoid kompleksleri bagaryla
sentezlenebilmektedir.

Siilfuir képriilerinin sekillenmesi genellikle sisteinin korunmus olmasindan
dolay1 sentezin sonunda gergeklestirilir. Dier aminoasitlerin fonksiyonlu
gruplan peptit zincirinin sentezi sirasinda kararh olmasi gerekmektedir.
Biitiin sentetik yontemde en 6nemli nokta; difer yan zincir korumalann
varhginda, hem siilfiir koruma grubunun, hem de peptit veya peptoid deki
ana koruma gruplanimn asidik uzaklagtrilmasmn kararh olmasim
saglamaktir. Orjinal olarak, S-benziltiyoeter, sistein veya onun analogunun
yan zincirini korumak igin kullamlmaktadir. Siibstitiie olamamu§ benzil
gruplan sivi amonyakta sodyum ile veya 25°C de sv1 hidrojen floriir ile
uzaklagtirilmaktadir, Siibstitiie olmus benziltiyo eter (17), S-p-metil-benzil
(Meb) (18), S-p-metoksibenzil (Mob) (19), S-trimetoksibenzil (Tmob) (20),
S-trifenilmetil (Trt) (21) peptit veya peptoidin kompleks sentezi igin
gelistirilmis ve incelenmistir.

Meb ve Mob tiyoeterlerin uzaklagtinlmas: sivi HF gerektirir, eger diigiik
sicaklikta ise komgu bilegiklerin siibstitiie olmamis olmas: gerekmektedir.
Tmob ve Trt gruplan trifloroasetik asite dayamklidir. Béyle olunca, Meb ve
Mob, Boc/Bzl kati faz yiizeyindeki sentezde, Tmob ve Trt ise Fmoc/t-Bu
yaklastminda kullanulabilir.

S-- biitil koruma (22), bilinmeyen bir sekilde asidik (HF) uzaklagtirma igin
O °C’de dayamkh olmasma ragmen 20°C’de uzaklagtrlabilir. Peptit
sentezindeki diger énemli koruma gruplan ise Acm (23) ve Tacm (24)
gruplanim igermektedir. Acm Boc/Bzl ve Fmoc/t-Bu‘nin her ikisiyle



uygundur ve iyot ile yiikseltgen muamele etmekle veya talyumtrifloraasetat
ile uzaklastirnlabilmektedir. Tacm ise Boc/Bzl‘de kullanibr ve sekonder bir

amin ile muamele uzaklagtirilir,

benziltiyo eter (17) S-p-metil-benzil (18) S-p-metoksibenzil

M Me
X Jo T
S,
A OMe °

Srimetoksibenzil (20)  S-trifenilmeti] 21) S--hittil (97
s y CH

/s\/ﬁ\(zm S \ﬂ/( B

Asetamidometil (23) Trimetilasetamidometil (24)

-CONH; Gruplarimin Korunmas:

Asparagin (Asn) ve glutaminin (Gln) amit yan zincir fonksiyonlu gruplar
kat1 faz yiizeyinde peptit sentezinde genellikle korunmadan birakilir. Ana
problem eger 6nlem alinmazsa eslesme ile amit, nitrile dehidrojenc olabilir
(Lloyd-Williams, 1997). Mekanizmast ise Sekil 2.8.‘den gbriilebilir,

Korunmami§ yan zinciri olan aktive olmus Asn ve Gin tiirevieri sekil
2.8“den goriildiigi gibi molekiil igi siklik reaksiyonlar vererek, nitril (25),
siiksinimit (26) ve glutarimit (27) olustururlar. (Kisfaludy, 1975). Daha da
ileri giderek, Gln proglutamik asit (28) tiirevi vermek i¢in halkalagabilir, bu
reaksiyon zayif asitler tarafindan katalizlenmistir (Lloyd-Williams, 1997) .
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Sekil 2.8. Aktif Asparaginin dehidrojenasyon mekanizmasi

Bu reaksiyonda meydana gelebilecek yan reaksiyonlardan énemli (ciddi
olmamasina ragmen) ana zincir reaksiyon kogullanmin akill segimi ile
kagumlabilir. Ozellikle Asn ve Gln diklorometanda ve DMF de az
gbziinmesine ragmen, Fmoc N°korunmus Asn ve Gln‘de ¢dziiniirliik
kaydadeger olarak artmigtir. Bu sonuglarla yan zincir korumanin avantajina
ilave olarak Fmoc/t-but kat1 faz yiizeyinde sentezde 6zellikle ikincil yapmin
kararl1 sekillenmesinde, hidrojen baglarmin azalmasinda ve eslesme
orammmn azaltilmasina yardimc: olabilir. Peptit veya peptoid sentezi
sirasinda Asn ve Gln ve onlarin analoglanmn yan zincirlerdeki fonksiyonlu
gruplarin neden korundugunu agiklayan faktdrler ve onlann incelenmesi
heniiz giincellik kazanmaya baglamugtir (Lloyd-Williams, 1997).

Boc/Bzl sentezi igin, Ksantenil (Simonishi, 1962) (Xan) (29) veya 4,4°-
dimetoksibenzhidril (Mbh) (30) (Lloyd-Williams, 1997), Asn ve Gln‘nin
yan zinciri koruma sirasinda kullamlabilir. Boc grubunun uzaklagtirilmas:
i¢in asidik sartlar uygundur dolayisiyla Xan ve Mbh‘mn her ikisinin yan
zincir korumast peptit veya peptoid zncirinden planli olarak
uzaklagtirilabilir.

-C(NH)NH, Gruplarinin Korunmas:

Arjininin §-guanidino grubu kuvvetli bazdir (Pka=12,5) ve protonlama
¢ozeltide peptit sentezinde siklikla kullanilan basit bir koruma metodudur
(Lloyd-Williams, 1997) .

Molekiil i¢i ile ilgili zayrf ¢oziimirlik ve problemler iyon-degistirici
regineler gibi davranan peptitlerin protonlanmas: sonucunda artar, sentez
sirasinda anyonlarin defismesine sebep olur. Bu amino asitin yan zincirini
korumak igin daha etkili ve tatmin edici bir yéntem aragtinlmalidir. Arjinin
ihtiva eden peptitlerde ara sira yan zincirde reaksiyon gozlenir. Boyle
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gegisler amonyaklagma veya HBr veya HF gibi giiclii asit ile goézlenmistir
(Lloyd-Williams, 1997) .

Ana yan reaksiyonlar Sekil 2.9°da gosterildigi gibi 8-laktamun olugmasi i¢in
C-terminalin aktive olmasi ve halkalagmasi olup bu amino asit ile ilgilidir.

Bu durum temel kosullarda yan zincir korunmadan birakildiginda yan

RaHN, RaH
NH y=NH
NA NA Hi) A NeR,
H, Altivasyon ) ——— 91\”
Ry PH Ry X H
N N
X=elektron gekerek aktiflegtiren grup

Sekil 2.9. Arginin tiirevlerinde 3-laktam geklinde esleme

reaksiyonlar §nemli olabilir ve w-pozisyonunundaki guanidino fonksiyonlu
grubu koruma grubu ile bloke edildifinde béyle siklik reaksiyonlan
elimine edilir (Lloyd-Williams, 1997). 8-w-dikoruma tiirevlerinde §-amino
grubunun korunmas: siklik reaksiyonlan elimine eder. Nitro grubunun (29)
, Arjininin yan zincir igin faydal: oldugu bulunmugtur. Koruma islemi kolay
fakat uzaklagtirmasi zordur. Arilsiilfonil temelli koruma gruplan simdilerde
guanidino i¢in en gok kullamilan koruma grubudur,

SPPS‘de Boc/Bzl igin tosil gruplan (Ramachandran, 1962) (30) yeterlidir,

Tosil grubu tekrarlanan Boc-de koruma zinciri i¢in kararlidir fakat sentezin
sonunda sivi HF ile muamele edilerek uzaklagtirilir. Fmoc/t-Bu igin 4-
metoksi-2,3,6-trimetilbenzilsiiifonil  (Mtr) grubu  (31), 2,2,5,7.8-
pentametilkroman-siilfonil (Pmc) (32) ve 2,2,4,6,7-
pentametildihidrobenzofuran-5-siilfonil (Pbf) grup (33) kullambr ve
bunlann uzaklagtiriimas: pratikte daha kolaydar.
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Indol Halka grubunun Korunmas

Triptofan indol halkasi kolayca birden fazla pozisyonda elektrofilik
siibstitiisyon reaksiyonu vermektedir (Lloyd-Williams, 1997). ilave olarak
bu aminoasit aym zamanda asidik ortamda atmosferik oksijen tarafindan
yiikseltgen parcalanmaya kars: gok hassastir. Bunun anlamu triptofan, hem
N*-Boc korumanin uzaklagtiriimas: hemde 6zellikle kat1 destekten peptitin
hidrolizi esnasinda risklidir. Triptofan ihtiva eden peptitlere sentez
sirasinda islem yapmak (miidahale) etmek problemlidir ve uygun bir yan
iiriin yok edici ( scavengers) gereklidir. Yine de, triptofanin yan zinciri
genellikle peptit sentezinde korunmus degildir. Bunun nedeni igin daba
genel yaklasim indol azot atomu ile elektron cekici grubun igbirliBi
sonucudur. Bu indol c¢ekirdeginin elektron yogunlugu istenmeyen
alkillemenin miktanm azaltir.

Boc/Bzl sentezinde triptofanin korunmasi i¢in en popiiler segim N-formil
(For) grubudur. Reaksiyonun gidisi $ekil 2.10°da gﬁrﬁldﬁgﬁ gibidir.

O
HCVKCOOH (306)20
Hp, ;‘:s%"
BocHN

Sekil 2.10. Boc-Trp(For)-OH'1n sentezi

Bunun uzaklagtinlmas: hidrazin ve hidroksil amin ile veya piperidinin
¢ozeltisi  ile muamelesi ile basarilabilir. Temel kosullar altinda N™¢°.
formil grubu N"-amino grubuna goég edebilir. Bu reaksiyon kosullarimn
dikkatli secimi ile normal olarak kontrol edilebilir. Fmoc/t-Bu peptit sentezi
i¢in Boc grup indol azot atomunun korunmas: igin kullanilabilir (Lloyd-
Williams, 1997). Fmoc-Trp (Boc)-OH‘in sentezi Sekil 2.11°de gosterildigi
gibidir,

o 14+ cyclohexa- NBoc FmocOSu
(B°°>2° Na2CO3
DMAP I H
g821 OH
ZHN OBzl N T FmocHN

Sekil 2.11. Fmoc-Trp(Boc)-OH'in sentezi
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1. Deneysel Planlar

Bu caligma genelinde cifer yiizey aktif proteini C‘nin sentezi
hedeflenmistir. Bu sentezi gergeklestirmek igin 6ncelikle SP-C‘nin yapist
incelenmig ve yapida yer alan 35 aminoasit tek tek incelenmigtir. Bu
aminoasitlerin iizerinde bulunan —-OH, -SH, -NH,, indol halkasi, -COOH,
CONH,, -C(NH)NH, yan gruplarm igerenler bulunmaktadirBu yan
zincirde bulunan gruplann bloke edilmesi istenmeyen reaksiyonlar
bakimindan énemlidir. Yalmz bloke iglemleri peptoid sentezlenecegi igin
her aminoasit igin segilen analoglari iizerinde yapilacaktir. Bundan sonra
yine sentezlenen bloke olmus analoglar alth peptoid sentezinde
denenecektir. En son agsamada SP-C*nin sentezi {izerinde ¢aligilacaktir.

3.2. Koruma Ydntemleri

3.2.1. —-OH Gruplarm Koruma Yéntemi

Serin ve treonin analoglani olarak 2-(Triizopropilsilil)oksietanolamin
sentezlenmigtir (Zuckermann, 1994). 2-(Triizopropil)sililkloriir
diklormetan‘da ¢6ziinerek 2-Amino-etanol ile birlikte bir saat azot altinda
0 °C*de reaksiyona sokuldu. Yikama ve gekme iglemlerinden sonra Na,SO,
ile kurutulup, siiziildii. Reaksiyon verimi % 90 olarak gergeklesti.
Sentezlenen bilesigin yapis1 EK.1 den goriilebilecegi gibi kiitle spekturumu
ile desteklendi.

Triizopropilsilil grubunu peptoid zincirinden uzaklagtirmak igin %95 TFA,
%3 su (25 ml, 15 dakika, oda sicakhginda) kullanildi.

: 3 NH2
E S Yo DG 1% N Y

Sekil 3.1. -OH fonksiyonlu grubun triizopropilsililkloriir ile korunmast



3.2.2. -NH; Gruplarmn Korunma Yéntemi

N-t-biitoksikarbonil(boc)a,w-alkandiaminler pek ¢ok sentetik yoéntemde
uygulamasi bulunan, kullamsgh reaktiflerdir (Krapcho, 1990).

NH,-CH,- CH,- NH, + Diizopropilkarbodiimit— (Boc¢)-NH- CH,- CH,- NH,
Boc-1,4-Diaminobiitan

Pek ¢ok o,w-alkandiaminler ticari olarak bulundugundan , bunlar mono N-
Boc  diaminlerin  hazirfanmasinda  baglangic maddesi  olarak
kullanilmaktadir. a,0- alkandiaminlerinin  di-¢-biitildikarbonat  ile
dioksanda muamelesi (6-7:1) di-t-biitil i¢in istenen mono—korunmus N-
(Boc) oa,m- alkandiaminlerin yiiksek verimlerde olugmasina izin
vermektedir. Bis-Boc- a,w-alkandiaminler kiigiik miktarlarda olugmaktadar.
Bu iki yanli korunmuy olan ve tek tarafli korunmu§ olan {riin
alkandiaminlerin sudaki g¢bziintirliiklerinden yararlanarak kolayca
vzaklagtirdlabilir, Su ile uzaklastirmay1 izleyen dioksan uzaklagtirmasindan
sonra ¢dziinmeyen bis iirfiniiniin stizme ile aynlmasidir, Suda ¢oziinebilen
mono korunmus diaminler sulu fazdan metilen kloriir ile gekilerek
ayrilabilir. Reaksiyon verimi %65 olarak gergeklesti. Elde edilen mono
korunmus yapt EK.2 den goriilecegi gibi kiitle spektrumu ile
desteklenmistir.

3.23. -COOH Grubunun Koruma Yéntemi

p-Aleninbenzilester-p-toluen siilfonati sentezlemek igin B-aleninetilester
hidrokloriirii kullanildi. f-aleninetilester.HC1(2,3g) benzil alkole de kuru
HCI (gaz) ile doyuruldu. Belirli bir siire oda sicakliginda kanigtinldi. Sonra,
gOzelti yeniden kuru HCI ile doyuruldu. HCI nin fazlasi ortamdan
uzaklagtirildiktan sonra olugan surup suda gbziildii, 0°C*de sogutuldu ve Ph
10°a getirilip % 50 buz ve potasyum karbonat ile sogutuldu. Benzil ester
etil asetat ile ¢ekildi.

Organik fazi kurutma islemlerinin ardindan, oda sicakliginda vakumda
kurutmak igin buharlastirildi. Uriiniin verimi ¢ok diigiikti (%20). Bu
nedenle bu senteze devam edilmedi.

B-Alanin-¢-Biitilesteri piyasadan hazir alnarak aspartik asit ve Glutamik
asit analogu olarak kullamildi.
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3.24. -SH Grubunun Korunma Y8ntemi
S-Trifenilmetiletilamin(S-Trz-Etilamin) igin 2-Aminocthantiyol. HCInin
gozeltisi dimetilformamid igine ilave edildi tritilkloriir ile kangtriip oda
sicakhfinda iki giin calkalandi. Sodyum asetat ¢ozeltisinin ilavesiyle, S-
Trt-etilamin bilesigi trifenilkarbinol ile birlikte ayrildi. Toplanan gokelek
yikandi ve aseton ile 15 dakika kum banyosunda gerisogutucuda
isitlmasindan  sonra  saf S-Trt-etilamin  sogutma ile kristallendi
(Zervas,1962). Kiitle ve °C spektrumlan EK 3, EK 4 den goriilmektedir.

CLH pN-CH -CH8H c1_; et HCLH yN-CH 3CH 2§ mmm _©
@ / @

Sekil 3.2, S-Trt-etilaminin sentezi

S-(4-Metilbenzil)etilamin igin Trietilamin ve 4-metil-benzilbromiir 2:1
(v/v) etanol-su da ¢bziilerek 2-Aminoetantiyol HC1 ¢ozeltisine ilave edildi.
12 saat kanistirild: ve siiziildii. Siiziilen tabaka (kek) su ile iyice yikandi ve
3:2 (v/v) etanol-su‘dan S-(4-metilbenzil) etilamin beyaz bir kati olarak
kristallendirildi. Bu deney aym zamanda 2-Aminoetantiyol‘de bulunan
amin grubunu korur, Fakat orijinal literatiir de ise amin korunmamgdi. Bu
¢aligmada ilk kez amin korunmas: denenip sonra asil reaksiyon olan tiyol
grubunun korunmasi gerceklestirildi.

S-Asetamidometiletilamin (S-Acm-etilamin) igin N-
(hidroksimetil)asetamidin kangimi) ve 2-Aminoetantiyol. HCI‘in sudaki
gozeltisi ve konsantre olmus HCl buz banyosunda sogutuldu. Uzeri cam
kapatild: ve oda sicakiginda azot altinda 1-2 giin bekletildi. ince tabaka
kontrolii (n-Biitilalkol-asetikasit-su, (10:2:3)) reaksiyonun tamamlandig
anlagildipinda, kangim 40 °C de vakumda konsantre edildi ve saf (susuz)
etanol suyun ¢ok az miktarini bile uzaklagtirmak icin defalarca ilave edildi.
Son kati gok az metanolde oda sicakhipinda ¢6ziildii ve bulamk hale
gelinceye kadar susuz eter ilave edildi (Veber, 1972).
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S-tert-biitil-etilamin  (S-t-Bu-etilamin) i¢in 2-Aminoetantiyol HCI
dioksanda ve izobiitilen ile 0 °C*de konsantre H,SO, varliginda muamale
edildi. Karigim oda sicaklifinda 1 giin galkalandi, izobiitilenin fazlas:
sogutma ve basincin kaldinlmasindan sonra buharlagtinidi. Berrak ¢ozelti
buzlu —sulu NaHCO; ve eter ile ¢ekildi. Eter ekstrakti su, 0,1 N HCl ve
tekrar, su ile yikandi kurutuldu ve surup buharlagtinidi. Kalan eter-
petroleterinden  kristallendirildi. Reaksiyonun verimi %90 olarak

gergeklesti,

3.25. —-CONH, Gruplarmm Korunmas: Yéntemi

Glutamin analogu igin glisinamit kullanildi. Burada énemli olan nokta énce
amin sonra amit azotunu korunmug olmas1 geregidir. Kiitle spektrumu
EK.5 den g6riilmektedir,

Bu islem igin 6nce N"""-karbokbenzoksi-Glisinamit sonra N*™"-
karbobenzoksi-N*""ksantilglisin amit sentezlendi, Sonra karbobenzoksi
grubu tiyonil Koriir ( SOCL) ile uzaklagtuildi. N*™"-karbobenzoksi-
glisinamit sentez reaksiyonu agagida goriilmektedir.
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CHz—0-CO~Cl ——» CH,—0-CO-NH—C—H, .
HN-C H

@—CH,—O-CO-NHE:C-_HN @
@,

©

Sekil 3.3. Karbobenzoksi-glisinamitin sentez reaksiyonu

3.2.6. indol Halka grubunun Korunmas:

Triptofan analogu olarak segilen triptamin formil grubu ile formik asit
beraberinde ve kuru HCl altinda reaksiyona sokularak %58 verimle
reaksiyon gergeklestirildi. Kiitle ve "*C spektumlan EK 6 ve EK 7 den
goriilmektedir. .

Formik asit - .
CH2-CH2-NH2 — E ]\—/H—CH2CH2NH2
N Kuru HCI N

| -
H (,E 0
H

Sekil 3.4. N™-formiltriptamin

27



3.2.7. -C(NH)NH; Gruplarmin Korunmasi

Arginin analogu olarak agmatin siilfat kullanildi. Agmatin siilfat
karbobenzoksikloriir ile 2-5 °C*de reaksiyona sokuldu. Reaksiyon %40
verimle gergeklesti. Reaksiyonun gidisi agagida goriilmektedir. Sentezlenen
yapmun kiitle ve *C spektrumlan EK 8, EK 9 dan goriilmektedir.

Kerbobenzais! klorlr

NHz\(\/\sz‘w?'isﬁ’L 2-5%C. 30 dak *

Sekil 3.5. N™¥-dikarbobenzoksiagmatin

3.3. Baz Aminoasit Analoglan icin Hegzamer Peptit Zincirlerinin
Sentezi

3.3.1. Sistein Analogu icin Hegzamer

Korunmus olan sistein analogu S-Tri-tiyoetilamini test etmek i¢in  S-Tnt-
tiyoetilamin (6rnek) dimetilsiilfoksit'de (DMSO) ¢oziildii., Her biri 1M 3
benzilamin 6megi Bzl-sis-bzl-sis-bzl-sis polipeptoid sentez swras1 igin
hazirlandi. Fmoc-amit regine kat1 destek olarak kullanilds,

Reaksiyonun sonunda uzaklagtirma iglemi igin %95 TFA ve %S5 su
¢ozeltisi polipeptoid ile regine tizerine ilave edildi ve 20 dakika ¢alkaland ,
siiziildii ve s1v1 iizerine esdeger miktar su ilave edildi.

HPLC*de (HPLC &megi igin 100 pl 6mek +100plsu + 100plasetonitril) (
Dynamax Model SD-200) analiz edildi.

Kiitle spektrumu (VG/70-250SE) alindi. Kiitle ve HPLC spektrumlan EK
10, EK 11 den gorillmektedir.
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3.3.2. Metionin Analogu Hegzamer Sentezi

Metionin analogu 2-(metiltiyo)etilamini hegzamer zincirinde test etmek
icin iki 6rnek kartusu hazirland1.). Tekrar dort benzilamin 6rneBi Bzl-met-
bzl-mer-bzl (Molekiil agirhiBi: 876) polipeptoid sentez sirasi igin hazirlanda,
Kat1 destek olarak Fmoc-amit kullanuldi. HPL.C‘de analizden sonra kiitle
spektrumu alindi. Kiitle spekrumu EK 12 den gériilmektedir.

3.3.3. Serin Analogu i¢cin Hegzamer Zinciri

Serin analogu 2-(triizopropilsilil)etanolamin (molekiil agirligi: 217) ve 1 M
ii¢ 6rnek hazirlandi. Yine ii¢ ayn benzilamin 6megi hazirlandi ve peptoid
sentezi 3.2.2°de oldugu gibi yapildi ve HPLC ve kiitle spektrumlan alind:.
Peptoid zincirinde serin analogu reaksiyonu gergeklestirmistir. Sira Bzl-ser-
bzl-ser-bzl-ser (molekiil agirhif: 761)°dir. Kitle spekrumu EK 13 den
goriilmektedir

3.34. Glutamik Asit Analogu icin Hegzamer

Glutamik asit analogu olan B-alanin—f-biitilesteri hegzamerde test etmek
igin iki glutamik analog 6megi hazrlandi. Ik kez HCl tuzu analogdan
uzaklagtinldi. Dort benzil amin 6rmegi hazirland: ve Bzl-Glu-Bzl-Bzl-Glu-
bzl swrasinda sentez yapildi. Sentez 3.2.2°deki gibi yapildi ve HPLC
analizinden sonra kiitle spektrumu alindi. Serin analogu hegzamer iginde
¢ok iyi galisifindan sentez basanh oldu. Kiitle spekrumu EK 14 den
gériilmektedir.

3.3.5. Lizin Analogu icin Hegzamer

Lizin analogu olarak sentezlenen Boc-1,4-Diamino-biitanin DMSO veya
diger ¢oziiciilerdeki gbziiniirliik probleminden dolay:r Boc-1,2-diamincetan
kullanild1, Boc-1,2-diaminoetan 6rnegi ve 3 benzilamin 6megi hazirlandi.
Hegzamer sentezi 3.2.2°deki gibi ve siras1 Bzl-lys-bzl-lys-bzl-lys geklinde
gergeklestirildi. HPLC‘de analizi yapild ve kiitle spektrumu alindi Kiitle
spektrumu EK 15 den goriilmektedir

3.3.6. Lozin Analogu i¢in Hegzamer

L6zin analogu olarak izobiitilamin kullamldi, ii¢ tane 16zin 6rnegi, fi¢ tane
benzilamin hazirlandi ve 3.2.2deki gibi sentez yapild: Sira Bzl-leu-bzl-leu-
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bzl-leu seklindeydi (Molekiil agirligy: 800). Kiitle spekrumu EK 16 dan
goriilmektedir

3.3.7. Izolozin Analogu i¢in Hegzamer

Izol6zin analogu igin sek-butil amin kullamildi. @i tane izolozin rnegi
hazirlandi ve hegzamer 3.2.2°deki gibi sentezlendi. HPLC spektrumu ve
kiitle spektrumu alindi. Swras1 ise bzl-lle-bzl-Tle-bzl-lle ‘dir. Kiitle
spekrumu EK 17 den goriilmektedir

3.3.8. Triptofan Analogu icin Hegzamer

Triptofan analogu olarak segilen triptamin bloke edildikten sonra elde
edilen N"-Formil triptamini hekzamerde test etmek iizere ii¢ omek
hazirlandi Tekrar ti¢ tane benzilamin 6rmegi Bzl-trp-bzl-trp-bzl-trp sirasinda
hazirlamak i¢in sentez yapildi Katt destek olarak Fmoc-amit regine
kullanilda,

Uzaklastirma islemi igin %95 TFA ve %35 Su polipeptoid ile regine iizerine
ilave edildi. 90 dakika calkalamr, siiziildii ve aym1 hacimde su ilave edildi.
HPLC analizi yapilip kiitle spektrumu ahindi. Kiitle spekrumu EK 18 den
goriilmektedir

3.4. Sp-C Peptoid‘in Sentezi

3.4.1. Biitiin Sp-C*nin Sentezi

On hazirliklan yapilan SP-C*nin sentezi 433 A peptit sentezcisiyle (mod 3-
Fadmoc 0,25 Mon prevPK) gerceklestirilmeye caligilda.

SP-C swas1 1-35: FGIPCCPVHLKRLLIVVVVVVLIVVVIVGALLMGL-COOH
Cift kath

Sentezin yapiligi:

Regine: HMP ( p-Benziloksibenzilalkol) kullanildi. Biitiin amino asitlerin
analoglan sirastyla dizildi ve deney otomatik sentezcide baslatildi ve
reaksiyon 96 saat siirdii.

SP-C ‘nin Regineden uzaklaghirilmas:
SP-Cigin kullanilan toplam karigim ;
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100mg kristal fenol ; 0,25 ml EDTA; 0,5 ml tiyoanisol; 0,5 ml bidestile
su; 10 ml TFA‘dan olusmaktadr.

Yukardaki kangim iige boliiniir (A,B ve C) ve bunlardan biri segilir.

Not: Kangim B'nin uzaklagtrmas1 dért Arg (Pmc) igeren peptite kadar
basarihi oldugu i¢in kullamhyor, bazen de daha fazla koruma gerekli
olabilir. Bu reaksiyon 3 saat siirmektedir. Kurutulmus peptit reginesini
mikro manyetik karigtiric1 igeren yuvarlak dipli balona yerlestirilir. Balon
buz banyosunda sogutulur, Uzaklagtiric1 karigim ilavesinden sonra, balonu
buz banyosundan uzaklagtnhir ve oda sicaklifina gelmesine izin verilir.
Camin agz: kapatilir ve 1,5 saat oda sicakhgmda reaksiyonu kangtirilir.
Peptit, TFA gozeltisinden aynlir. Ayirma iglemi siizme ile yapilir:

Reaksiyon zamam bittikten sonra, reaksiyon kangim peptit ¢6zeltisinden
regine destegini ayirmak icin sinterlesmis cam siizgeg ile yuvarlak dipli
balona siiziildii. Kalan en ufak regineyi balondan almak i¢in yaklasik 1 ml
TFA reaksiyon balonuna ilave edilerek elde edilen bu karigim daba énceki
gibi siiziildi. Balon tekrar 5-10 ml DCM ile galkalanir ve akitildi. TFA ve
DCM filtratlan birlestirildi. Filtratin hacmi yaklagik 1-2 ml oluncaya kadar
evaporatorde konsantre hale getirilir. Su banyosunda sicakhigi 40°Ctyi
geememelidir, aksi takdirde peptite zarar verebilir. 50 ml veya daha fazla
dietil eter ilave edilir. Konsantre edilmis reaksiyon kangimmina peptiti
ayrrmak igin siiziilir. Kat1 yiiksek vakumlu desikatére konularak
kurutulabilir. Kurutmadan sonra, peptit sulu ¢oziiciide yeniden
kristallendirmek igin ¢oziiliir.

Analitik HPLCde Vydac C4 60 kolonda peptoid SP-C piki gézlemek i¢in
analiz yapildi. SP-C‘yi test igin 100 ml TFA‘da ve 6 ml asetik asitte
yeniden ¢ozildii. Hazirlanmuig HPLC 6megi +200ml &rnek Vydac C4
kolonda %10-95 ACH peptoidi HPLC de analiz edildi Kiitle
spektrumundan SP-C hidrofobikliginden dolay1 gézlenemedi.

31



Palmitilleme Reaksiyonu

Sentetik SP-C peptiti N-(palmitoil)siiksinimitin esterinin iki kati miktars ile
trifluoro etanolde reaksiyona sokuldu. (N-hidroksi siiksinimit esterlerini
kullanarak uzun-zincirli yagacil-CoA tiyoesterlerin sentezi (Blecher, 1981)
10mM fosfat tamponu ile PH 7'de (9:1 vIV) 24 saatte yamlabildi.
Palmitillenmis iiriiniin molekiil agirhg  kitle spektrometrisi ile bulundu
(Al-Arif, 1969; Lapidot, 1967, ).

o) 0
C-CH, GgH,N-CN-CgH;, C-CH,
-QOOH+ HONC _ | T U ROOON [ 7 4 CH)-NHCONHCGH,,
R * OC-CH, C-CH

N-hidroksi siiksinimit
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4. ARASTIRMA BULGULARI
Aminoeasit analoglar i¢in koruma sonuclari

En kigiik peptid sentezi igin bile yan zincir blokesinin gerekli oldugunu
daha once agiklanmusti. Bu nedenle amino asit analoglan igin yapilan
deneylerde histidin, prolin igin etkili bir koruma metodu geligtirilememistir,
Aspartik asit ve glutamik asit igin pek cok grup olmasma rafmen yiizey
aktif protein sentezinde kullamlmak iizere etkili bir grup gelistirilememistir.
Yine glutamin azotu i¢in yapilan deneyler sonugsuz kalmmstir. Diger amino
asitler bunlar yiizey aktif protein—C'nin yapisinda olan amino asitlerdir ki
bunlar i¢in uygun koruma yéntemleri geligtirilmigtir.

Amino asit analoglarimn hegzamer sentezi sonuglar

Koruma gruplan ile aminlerin sentezinden sonra bu aminler altili peptoid
zinciri sentezlenerek test edildi. Metiyonin analogu hari¢ digerleri bu testte
istenen sonucu vermistir.

Yiizey aktif proteini-C nin sentez sonuglar

Yiizey aktif protein peptoid sentezi daha once hakkinda detayh bilgi
verdigimiz 433A peptit sentezleyicisi ile yapilmistir. Ancak bu sentezlenen
tirtintimiiziin hidrofobik 6zelliginden dolayr saflagtirlmas1 agamasinda ve
hem kiitle hemde HPLC islemleri sirasinda problemlerle karsilagilmigtir,

Peptoid yiizey aktif protein-C nin palmitillenmesinin sonucu

Sentezledigimiz protein-C'nin insan vucudundaki ile benzer olmasi igin 5.
ve 6. karbondaki sisteinlerden palmitillenmesi gerekiyordu. Bu nedenle
palmitillenme reaksiyonu yapilmustir. Kiitle spektrumundan palmitillendigi
gériilmiis olup fakat saflagtinlmast asamasinda yine  problemlerle
karsilagilmugtir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

5.1. Deneysel Sonuglar

Deneyse ¢aligmalarimmzla amino asitlerin analoglanmn yan zincirleri bloke
edildi ve bu bloke olmus aminoasitler yiizey aktif proteini SP-C‘nin
sentezinde kullanildi. Sentezlenen SP-C'nin fizyolojik 6zellikleri, dogal
SP-C'nin fizyolojik aktivite deneyleri ile de birlestirilerek bilim diinyasina
sunulursa énemli katkida bulunacag agiktir,

5.2. Sp-C¢nin Sentetik Sonuglarimin Tartigslmasy

SP-C'nin hidrofobikligi pek c¢ok organizmada uygulama asamasinda
problem oldugundan insan SP-C sirasi yeniden dizayn edilirken pek gok
aminoasit digeri ile yer degistirerek (hidrofobiklifi azaltmak icin) sentez
yapilmustir. Bu sekilde formiile edilen SP-C*nin canl1 ve cansiz ortamlarda
iyi biyofiziksel aktivite gosterdigi goriilmiigtiir. Baz1 aragtiricilar insan SP-
C sirasma dayal: olarak valini , alanin ile periyodik olarak degistirmek
suretiyle sentezlemeyi basardilar. Fakat sentezlenen bu SP-C artik insan
SP-C swrasiyla aym degildir ve belkide immiin sistemine karsi fazla
duyarhlik gosterecektir. Yenidogan bebekte yeterince immiin sistemine
sahip olmadigindan disardan verilen hayvansal kaynakli proteiniere karst
olduk¢a dayaniksizdir. Daha biiyiik olan gocuklar ve orta yaglilar da bile
bazi problemler olmasina karsi dayamkhhik biraz daha fazladir. Ozetle
hayvandan ckstrakte edilmis yiizey aktif proteinleri beraberinde bazi
antijenik faktorlerle, enfeksiyon maddelerinide getirdifinden hastalarda
direngle karsilagmaktadir. Bu nedenle bu tezde sentezlenmeye calisilan
peptoid taklitlerinin geligtirilmesi ve sentezi Snemlidir.

Hidrofobik polivalin dilimiyle molekiiliin helis yapis1 gii¢lendigi i¢in sirada
benzer olarak  degisikliklerin  yapilmasi  SP-C‘nin  yapisimn
aydinlatilmasinda yardimci olmustur. Bu sentezlenen SP-C polipeptit
yapisinda olup tam anlamiyla istenen iiriin degildir ancak yine de polipeptit
SP-C ve polipeptoid Sp-C‘nin sentezi i¢in baslangi¢ niteligindedir.

Fujiwara ve Notter (Takei, 1996; Wang, 1996) SP-C proteininin peptit
taklitlerini sentezlemeye odaklanmiglardw. Wang SP-C‘nin tiim zincirini
sentezleyip, palmitelleme reaksiyonunuda  geceklestirmistir. Mayer-
hligge’de insan-uyumlu ciger yiizey aktif proteini SP-C‘yi sentezledi
(Mayer-Fliggge Petra, 1998). Insan uyumlu yiizey proteini SP-C'nin  etkili
sentezi  yan-otomize kati faz sentezcisi ile Fmoc sentez yontemi
kullamlarak gergeklestirilmigtir. SP-C*nin iki sistein amino asiti (bes ve
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alunci sirada yer almaktadir) palmitillenmigtir. Bu grup yani palmitoil
grubu &zellikle onun in vivo ortamda aktivite gdstermesi igin Snemlidir.
Palmitoil grubu SP-C'nin hidrofobikligini artirmaktadir. Yine 11. ve 12.
konumda yer alan pozitif ytiklii lizin ve arjinin SP-C*nin polar fosfolipid
gruplarla baglanmasinda 6nemli rol oynamaktadar.

Polipeptoid SP-C*nin sentezi farkh gruplar tarafindan ¢alisilmasina ragmen
hentiz gergeklestirilmemistir. Bu gahsmada valini alanin ile degistirmeden
yapmaya c¢alistk., dolayisiyla  SP-C ¢ok hidrofobik oldufundan
palmitilienmeden 6nce ve sonra HPLC ve kiitle spektrometresinde analiz
etmek miimkiin olmadi. Ancak sentezlenen SP-C‘nin kiitle spektrumundan
saf olmadify gozlemlendi.

Akciger yiizey aktif proteini SP-C'yi sentezlediBimize inamiyoruz. HPLC
ve kiitle sonuclarinda problemle karsilasmamuza ragmen , sadece
sentezledifimiz SP-C yi gorebilmemiz gereklidir. Peptid SP-C ve
polipeptoid SP-C hakkindaki ¢alismalarimiz daha iyi sonuglar alincaya
kadar devam edecektir.

Sekil 5.1. SP;C‘nin yapist
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5.3. Yan Zincir Korumanin Sonu¢larinm Tartisilmasi

En kiigiik peptit ve peptoidin kontrollii sentezi i¢in yan gruplarin korunmasi
gerekir. Genel olarak ~OH, -C(O)NH,, -SH, -indol azotu, -NHC(NH)NH,,
-NH, gruplan igin koruma reaksiyonlan hakkinda genis bilgilerimiz ve
deneyimimiz oldu. ~OH, indol azotu, -SH, -NHC(NH)NH; , -NH, gruplar
igin iyi sonuglar elde ettik. Sadece glutamin amit azotunu koruma
reaksiyonu ¢ahsmadi. Bu ¢alisma esnasinda, amin ve diger fonsiyonlu
gruplar hakkinda ve bu yan zincirlerin korunmas: hakkinda deneysel ve
teorik olarak pek ok sonug elde ettik.

5.4.- Polipeptoid Hegzamer Zincirlerinin sonuglarimn Tartisiimas:

Koruma gruplan ile aminlerin sentezinden sonra, bu aminleri altih
polipeptoid zincirinde denendi. Bunun yam1 swa baz  aminoasit
analoglarimin korunmaya ihtiyact olmadifi daha 6nce agiklanmusti. Hepsi
¢ok iyi galigmasina ragmen metiyonin analogu altih peptoid zincirinde
istenen sonucu vermedi. Metiyonin analogu agilleme esnasinda veya yan
grup uzaklastirmasi sirasinda bilinmeyen yan reaksiyonlar vermigtir.
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Date: Mon, Nov 9, 1998 6:13 PM

Data: cysteine test-09nove8

Sample:  Vydac C4@ 60C
20 -95% ACN:H20
cysteine test
11-9-98

Method: 20-85% Peptoid
Sampling Int: 0.1 Seconds

Data:

9.886
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2Ty

36.461
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0.0
Analysis: Channel A
Peak No. Time Type
1 9.886 N
2 12.115 N
3 22.753 N
27.151 N1
27.500 N2
29.708 N
4 36.461 N
Total Area

Height(pV)

1187
993
7242
68
263
306
2126

10

Area(uV-sec) Area%
18877 9.724
12754 6.570

125015 64.403
2422 1.247
35 0.018
2481 1.278
32529 16.757
194113 99.997
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Serine-test in ACN/H20, Toop injection

£981201D 1 (1.865) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sm (SG, 4x0.60) Scan
100 762.4 3.
% 7634
! ! 8564
) {764.4
: a2544703° | o
; 413342544703 .
305.1343.93g5, ‘ 4 7464 [7654 . 8654
o! Cows 4 033 6O . 7985 | 91449544 g5
E981201D 1 (1.865) Sm (SG, 4x0.60) Scan
100 762.4 3
|
|
i
i
1
%. 763.4

858.4
5 764.4
14.3 859.4
413.34254 4703
539.4 865.4
! 3g52. | J X
0 o o d 1; JJ PO UTUNN U TSt diy

‘ - onn 900 10



Glu-test in ACN/H20, loop Injection

E981201C 1 (0.935) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sm (SG, 4x0.60) Scan |
8544 2.
100+,
865.4
%-| '
o~l 1
| :
1 |
! .
|
I H
! 866.4
! i
558.3 bs7.4
4113 4983 567.4 1867.
3082 3792 4203 sgo3 D1oATIMA pp,, 8344 . 8873 993
E981201C 1 (0.935) Sm (SG, 4x0.60) Scan
100 864.4 2.
|
' 865.4
% -

.
558.3

1
i
| 4113 498.3 h,ssu 673.3714.4 867.5
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Leu-test in ACN/H20, loop Injection

E981201A 1 (1.134) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sm (SG, 4x0.60) Scan ES+
100 798.5 4.28¢t
799.5
%-|
800.5
‘ |
i 508.3 e
509.4 . d
! . .4655.4 6854 .
: 278.2 201.2 395.3 ‘ 482.3 , ) 542.3 596.4 743.4 . L 8275 911.6950.5 974.6
E981201A 1 (1.134) Sm (SG, 4x0.60) Scan ES+
100 . 798.6 4.20¢8
i
|
i .
: 799.6
%!
!
I
rBOO.S
508.3 ]
i 7688 |
| L 655.4 k
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. v Trp-test in ACN/H20, loop i
E981124A 1 (1.588) Sm (SG, 2x

8T

. 100

%

njection
0.45)

1091.5

1091.3,

1088.4

1069.4

_ 1071.4

1088.4

1080.2

1093.3

1004.3

1095.3

_.f%ﬂ

1080

Scan ES+
1.51e6
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