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SIMGE LiSTESI

AC Konsantrasyondaki degisim
oC Santigrat derece
ARIpjan RI kromatograminda pik alanlarindaki degisim
] Intrinsik viskozite
uL Mikrolitre
um Mikrometre
A Angstrom
C Derigim
cm Santimetre
Da Dalton
dk Dakika
DP Viskozimetre girig ve ¢ikis arasindaki basing farki
g Gram
GHz Giga herzt
P Viskozimetre kapilerlerinin i¢ basinglar1 farki
Kgi RI dedektoriiniin kalibrasyon sabiti
M Molar
mg Miligram
MHz Mega herzt
mL Mililitre
mV Milivolt
M, Sayica-ortalama molekiil agirligi
M, Viskozite ortalama molekiil agirlig
M., Agirlikga-ortalama molekiil agirlig
M, Z-ortalama molekiil agirhigi
n Mol
no Coziicliniin kir1lma indisi
nm Nanometre
R, Doénme yaricapt (Radius of gyration)
Ry, Hidrodinamik yarigap
Vv Hacim
Veni Enjekte edilen hacim
\% Watt
& Molar absorbans
N Viskozite



um

Dalga Boyu
Mikro metre
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KISALTMA LISTESI

M +H)"
aa

Ab

Ag
AlCl;
APCI
APPI
BAK
BF;
Boc
BrAcOH
BSA
CH;COOH
CP

DC
DCM
DIEA
DMF
DMSO
DNA
EDC
EDT
EK
ESI-MS
FMDV
Fmoc
FT-ICR
FT-IR
GFC
GPC
HA

HBTU
HCl
HCTU

HF
HOB
HPLC
HSA
Ig

IPA
KK
LAC
LALLS

Protonlanmis (pozitif yiiklii) molekiiler iyon, MH" olarak da yazilir
Amino asit (Amino asitlere ait kisatlamalar Cizelge 4.1 de verilmistir)
Antikor

Antijen

Aliiminyum klortir

Atmosferik Basing Kimyasal Iyonlastirma

Atmosferik Basing Foto Iyonlastirma

Biiyiiklilkce Ayirma Kromatografisi

Bor (II) floriir

BenzylOxyCarbonyl

Bromo asetik asit

Bovin serum albumin (Sigir Serum Albiimini)

Asetik Asit

Kopolimer

Dogru akim

Diklor metan

Diisopropil etil amin

Dimetil formamid

Dimetil siilfoksit

Deoksiribontikleik asit

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid
Etan di tiol

Elektrostatik Kompleks

Elektrospray iyonizasyon-kiitle spektrometri

Sap Hastalig1 Viriisii (Foot and Mouth Disease Virus)
9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Fouriertransform iyon-siklotron rezonans

Fourier Transform Infrared

Jel filtrasyon kromatografisi

Jel gecirgenlik kromatografisi

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

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

Hidroflorik asit

1-Hydroxybenzotriazole

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi

Human Serum Albumin

Immiinoglobiilin

Iyon ¢ifti ajam1 (Ion Pairing Agent)

Kovalent Konjugat

S1v1 adsorbsiyon kromatografisi

Dar agil1 lazerli 151k sagilmasi
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LPS

LS

M

m/z
MALDI
MALS

MAOS

MFC
M-H
MTT
MWD
NazHPO4.7H20
NaCl
NaH2P04.2H20
NaN3
NMP
NP

ODS
OPA
PAA
PBS
PDI

PE

PEG
PEK
PSS
PVEP
PVP
RADAR
RALS
Rf

RI
RP-HPLC
SA

SBR
SBS
SEC
Sl’lCl4
TFA
TIC
TiCly
Uuv

VIS
VP/AA

Lipopolisakkarit

Isik Sagilmasi

Molekiil kiitlesi

Kiitle - yiik orani

Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonlastirma

Cok agi1l1 151k sagilmasi

Mikrodalga Destekli Organik Sentez (Microwave Assisted Organic
Synthesis)

Meme kanseri hiicresi

Mark-Houwink denklemi

3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir

Molekiil kiitlesi dagilim1

Disodyum hidrojen fosfat heptahidrate

Sodyum klortir

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat

Sodyum azid

N-Methylpyrrolidinone

Niikleoprotein

Octadesil silil

O-phthaldehyde

Poliakrilik Asit

Fosfat tamponu (Phosphate Buffer Saline)

Poli dispersite indeksi

Polielektrolit

Poli(etilen glikol)

Polielektrolit Kompleks

Poli(sodyum stiren siilfonat)

Kuarternize poli-4-vinilpiridin

Poli-4-vinilpiridin

Radyo yonlendirme ve siralama (Radio Direction And Ranging)

Dik ag1l1 151k sagilmasi

Radyo frekans

Kirilma Indisi

Ters faz (Reversed Phase) Yiiksek Performansli sivi kromatografisi
Serum Albiimin

Stiren-biitadien blok kopolimeri.
Stiren-biitadien-stiren terpolimeri

Molekiiler eleme kromatografisi

Kalay kloriir

Trifluoro asetikasit

Toplam Iyon Kromatogrami

Titanyum kloriir

Ultra Violet

Viskozimetri

Vinil Pirolidon-Poliakrilik Asit kopolimeri
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OZET

Sentetik peptidlerin suda c¢oziinebilen polielektrolitlerle konjugasyonu sonucunda olusan
biyokonjugatlar biyolojik a¢idan Onem tasimakta ve sentetik asilarin gelistirilmesi gibi
biyomedikal uygulamalar i¢in biiyiik potansiyel vaat etmektedirler. Son yillarda fonksiyonel
biyopolimer sistemlerin gelistirilmesine yonelik ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Bugiine
kadar yapilmis ¢alismalarda biyolojik 6zellikli polielektrolitlerin sentezi, karakterizasyonu ve
kullanim ¢esitliligi iizerinde daha ¢ok durulmustur.

Bu caligmada sentetik peptidlerle polielektrolitlerin mikrodalga destekli biyokonjugasyonu
amaglanmistir. Calismada kullanilan viral peptidlerin tamami tez kapsaminda arastirma
laboratuvarinda mikrodalga destekli kat1 fazda peptid sentezi yontemi (SPPS) ile sentezlenmis
ve LC-ESI-MS ile karakterize edilmistir. Sentezlenen peptidlerden birinin aminoasit analizi
yine bu calisma kapsaminda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan polielektrolitlerden
polikonidinin, bu tez kapsaminda dnce monomeri sentezlenmis sonrasinda ¢esitli baslaticilar
ile homopolimerizasyonu gergeklestirilmistir.  Polikonidin  biyobozunur yapis1 ile
biyokonjugat sentezi i¢in ideal bir polimerdir. Calismada kullanilan bir diger polielektrolit
olan vinil pirolidon / akrilik asit kopolimeri (VP/AA)’de biyobozunur yapida bir polimerdir.
Peptid polielektrolit biyokonjugatlarinin mikrodalga destegi ile organik ortamda HBTU/HOBt
aktivatorleri varliginda sentezlenmesi, biyokonjugat sentezi alanina getirilmis bir yeniliktir.
Bu yeni yontem, karbodiimid varliginda su ortaminda yapilan klasik biyokonjugasyon sentezi
yontemine gore peptidlerin baglanmasi yoniinden daha etkilidir. Bu yeni yontemle reaksiyon
kisa siirede tamamlanmakta ve biyokonjugat ¢oktiirme ile ortamdan ayrilabilmektedir. Her
biri 6zel bir amagla belirlenmis olan farkli hastaliklarin (Sap, Grip, Melanoma) antijenik
ozellikli viral kapsid peptidlerin polielektrolitlerle biyokonjugasyonu sayesinde sentetik asi
prototipi gelistirmek miimkiin olacaktir. Bu tez kapsaminda sentezlenen biyokonjugatlarin bir
kisminin immiinolojik analizleri c¢alisma grubumuz tarafindan yapilmis bir kismi ise

yapilmaktadir. Immiinolojik analiz sonuclar1 umut vaat edicidir.

Anahtar kelimeler: biyokonjugasyon, kati fazda peptid sentezi, LC-ESI-MS, mikrodalga,
polielektrolit, polikonidin.
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ABSTRACT

Bioconjugates which are synthesized by reaction of synthetic peptides and polyelectrolytes
are biologically important. Their application on biological fields has great potential. There are
lots of research 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 microwave assisted bioconjugate synthesis of synthetic peptides and
polyelectrolytes. Viral peptides, which are used in this work, are synthesised with microwave
assisted solid phase peptide synthesis (SPPS) method in research laboratory. These peptides
are characterized with LC-ESI-MS system. Also amino acid analysis of one peptide sequence
is done. Polyconidine is one of the polyelectrolytes used in this work. Firstly monomer of
polyconidine is synthesised, after homopolymer of conidine is synthesised with different
initiator types. Polyconidine is biodegradable polymer and it is an ideal polymer for
preparation of bioconjugates. Vinyl pyrrolidone/acrylic acid copolymer (VP/AA) is another
polymer which is used in this work. VP/AA has biodegradable properties, too.

Bioconjugate synthesis of peptide and polyelectrolytes with microwave assisted by
HBTU/HOBt activators in organic media is a novel application. This new method is more
effective than classical method which in water media with carbodiimid activation. The new
methods advantages are, time consuming and precipitation properties. Peptides which
synthesised in this work selected from viral capsid part of three different diseases (FMDV,
Influenza, Melanoma). Synthesis of synthetic vaccine can be possible conjugation of
polyelectrolytes and with peptides which choosed for a specified reason. Immunological
research with synthesized bioconjugates is processed by our research group. Results of

immunological analysis is hopefulness.

Key words: bioconjugation, LC-ESI-MS, microwave, polyelectrolyte, polyconidine, solid

phase peptide synthesis
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1. GIRIS

Dogal ve sentetik makro molekiillerin biyokonjugatlari tip, ilag ve miihendislikte ilag
taginmasi, enzim immobilizasyonu ve hiicre biyoreaktorleri gibi 6zel uygulama alanlarina
sahiptir (Scranton vd., 1995; Mustafaev vd., 1998).

Bu ¢aligmada, sentezi yapilan biyokonjugatlar, tasiyici olarak kullanilan bir polimer ile buna
farkli yollarla baglanan sentetik peptidlerin olusturdugu yapilardir. Biyokonjugatlarin
hazirlanmasinda, tasiyici olarak siklikla polielektrolitler kullanilmaktadir. Bu tez ¢calismasinda
bir yenilik olarak biyokonjugatlarin sentezinde mikrodalga enerjisi kullanilmistir.
Polielektrolitler yapilarinda pozitif veya negatif yiikli gruplar bulunduran makro
molekiillerdir. Polielektrolitlerin proteinlerle reaksiyonlarinin incelenmesi Morawetz, Rice ve
Katchalski’nin c¢alismalariyla baslamistir (Morawetz ve Hughes 1952; Rice vd., 1954;
Katchalski vd., 1954; Morawetz, 1965). Son zamanlarda sentetik polielektrolitlerin fizyolojik
aktifligi ve bunlarin ilag preparatlari icin tasiyici olarak kullanilmasi, bu tiir polimerlerin
sentez yontemlerinin ve fizikokimyasal Ozelliklerinin incelenmesini gerekli kilmaktadir
(Mustafaev, 1996b; Radeva, 2001). Sentetik polielektrolitler, proteinleri kovalent baglarla
modifiye etmekte, antijenik proteinlerin  bagisiklik sisteminde immiinojenliginin
arttirllmasinda (ya da azaltilmasinda) (Petrov vd., 1992) ve viicuttan atilma siirelerinin
uzatilmast icin sik¢a kullanilmaktadir. Bununla birlikte, viral antijenlerin polielektrolitlerle
konjugatlar1 giiclii koruyucu ozellikler gostermektedir (Petrov vd., 1992) ve yeni nesil
sentetik as1 bilesikleri olarak diistiniilmektedir.

Polimerler igerisinde, yapisinda (+) ve (-) yiikk bulunduran makro molekiiller gerek suda
coziinmeleri gerekse biyomakromolekiillerle etkilesimleri acisindan 6zel bir yer teskil
etmektedirler. Canli organizmada var olan biyomakromolekiillerin (proteinler, niikleik asitler,
polisakkaritler vb.) veya organellerin (hiicre membran ylizeyi, doku yiizeyleri vb.) (-)
yiiklerinden dolay1r biyomakromolekiillerin, (-) yiikli polielektrolitlerle etkilesiminin
incelenmesi ¢ok etkin olarak yapilmaktadir.

Yapisinda heteroatom bulunduran organik bilesiklerin polimerizasyonu ile ilgili 6nceki
yillarda 6nemli calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar, yapisinda heteroatom bulunduran
polimerlerin bazilarinin biyobozunur 6zellikte oldugunu gostermistir.

Polikonidin yapisinda azot atomu bulunduran biyobozunur o6zellikte bir polielektrolittir.
Polikonidin diginda literatiirde poli(1-azabisiklo[3.1.0]heksan), poli(1-azabisiklo[2.2.2]oktan),
poli(1,4-diazabisiklo[2.2.2]oktan) gibi bazi polimerlerle de ¢alisilmistir. Bu yeni
poliaminlerin sentezi fizyolojik aktifliklerinden dolay1 6nem tasimaktadir.

Bu tez calismasinda 2-(2-hidroksietil)piperidin’den ¢ikilarak konidin monomeri sentezlenmis



ve bu monomer kullanilarak farkli molekiil agirliklarina sahip poli(konidin) sentezi
gerceklestirilmistir. Elde edilen polimerler bromo asetik asit (BrAcOH) ile polimer iskeletine
karboksilli asit fonksiyonel grubu kazandirilarak, tez calismasi kapsaminda sentezlenen
sentetik viral peptidlerle biyokonjugatlar1 sentezlenmistir. Polikonidin iskeletine karboksilik
asit fonksiyonel grubu kazandirilmasi ile polimer, poliakrilik aside benzemekte fakat
biyobozunur olmasi ile poliakrilik asitten farkli olmaktadir. BrAcOH ile modifiye edilen
Polikonidinin, poliakrilik aside kimyasal yapis1 yoniinden benzemesinden dolay1 poliakrilik
asit model sistem olarak alinmistir. Biyokonjugat sentezinde polielektrolit olarak biyobozunur
ozellikli VP/AA kopolimeri de kullanilmistir. VP/AA bu tez kapsami disinda g¢alisma
grubumuz tarafindan literatiirdeki yontemle (Uelzmann, 1958) sentezlenmistir.
Biyokonjugatin olusturulmasinda kullanilan peptidlerin tamami, Tiirkiye’de ilk defa kat1 faz
yontemi kullanilarak mikrodalga destekli kat1 fazda peptid sentez cihazi (Liberty, CEM) ile
tez kapsaminda laboratuvarda sentezlenmis, karakterize edilmis ve saflastirilmistir. Sentezin
laboratuvarimizda yapilmast sayesinde istenilen peptid dizilerine fluoresans 6zellikli
Triptofan (Trp, W) amino asidi eklenerek, olusturulan biyokonjugatin yapisi ve
biyokonjugasyon reaksiyonunun spektrofluorometrik incelenmesi imkan1 dogmustur.
Biyokonjugat sentezi yapilirken, karbodiimid varliginda su ortaminda gergeklestirilen klasik
biyokonjugat sentez yontemi kullanilmamis. Bunun yerine yeni bir yaklasim olarak
mikrodalga destekli organik ortamda HBTU/HOBt aktivatorleri varliginda biyokonjugatlar
sentezlenmistir. Yeni yontemde peptid polimer baglanmasi klasik yonteme gore daha kisa
stirede, daha etkili yapilabilmektedir.

Hazirlanan biyokonjugatlar sentetik as1 prototipi gelistirilmesi amaci ile kullanilmaktadir ve
bu biyokonjugatlarin canli organizmayir koruma o&zelligi gosterebilmesi vb. oOzelliklerden
dolayr bu calisma sonuglarinin uluslararas1 diizeyde tiim Tiirkiye saglik sektoriine ve
ekonomisine biiyiik katkisi olacaktir. Bu ¢alisma ile nitelik olarak iilkemizin hedefledigi ileri
teknolojiye uyum saglayacak polimer ve protein teknolojisi birlikteliginde, ileri
biyoteknolojik malzemelerin {iretimi yapilacaktir. Bu nedenlerden dolayr sunulan tez
calismasi, temel bilimler uygulamali arastirma alanlarini i¢ine alan disiplinler arasi nitelikte

genis kapsamli bir ¢aligmadir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Polielektrolitler

Polielektrolit terimi kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplar1 ve bu gruplara bagl
“counter” iyonlar1 olan polimer sistemleri i¢in kullanilmaktadir (Sekil 2.1) (Dautzenberg vd.,
1994). Tim monomerlerinde ayni isaretli yiiklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit
ad1 verilmektedir. Hem anyonik hem de katyonik gruplarin kovalent olarak bagli 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 tizerindeki net yiik toplamu sifira esittir.

Fruc—ci-
CH
n {HZC—CH ‘EHZC\ / ﬂ‘
| N R CH—CH —n
i} H,C_+ CH
Nig 503 Na® HZC:K(CH2
1'{ * Hal e T8

(a) (b) (©)

Sekil 2.1 Bazi polielektrolitler, (a) poli(vinilpiridinyum), (b) sodyum polistiren siilfonat,
(c)poli(diallildimetilamonyum kloriir).

Prensipte, herhangi bir kimyasal yapinin polimer zincirine uygun sayida iyonik grup kovalent
olarak baglanmasiyla yapiy1 uygun bir pH’da suda ¢oziiniir hale getirilerek bir polielektrolit
elde edilebilir. Polielektrolitler genelde bir katilma veya kondenzasyon polimerlesmesi
reaksiyonuyla elde edilebilir. Ayrica polielektrolit yapidaki pektin gibi anyonik polisakkaritler
ve ¢ok sayidaki proteinler dogadan edinilebilir. Nisasta ve seliiloz gibi iyonik olmayan dogal
polimerler kimyasal modifikasyonla polielektrolite donistiiriilebilir. Polifosfatlar ve

polisilikatlar da inorganik polielektrolitler olarak sayilabilir (Dautzenberg vd., 1994).



2.1.1 Homopolielektrolitler

Polielektrolitler, her bir tekrarlayan birimi (monomeri) bir elektrolit grup tasiyan
polimerlerdir. Bu elektrolit gruplar sulu ¢ozeltilerde dissosiye olup polimeri yiklii hale
getirirler (Sekil 2.2). 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.
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Sekil 2.2 Poli(akrilik asit)in sulu ¢6zeltideki dissosiasyonu.

Polielektrolitin ¢ozeltideki davranislarindan sorumlu iyonik gruplarin ¢esidi yukarida
anlatilan polielektrolit zinciri yapilarinin ¢esidinden ¢ok daha azdir. Polielektrolitlerin
icindeki davraniglarin etkileyen baslica dort faktorden s6z edilebilir:

1. Polimere bagh yiiklii gruplar anyonik ve katyonik olarak siniflandirilir. Bu gruplar da
giiclii ve zayif asitler ve bazlar olarak ikiye ayrilabilir. Kuvvetli bir polielektrolit
cOzeltide tiim iyonlarina ayrigabilir. Bunun aksine, zayif bir polielektrolit tiim
iyonlarina ayrisamaz. Bu sebeple, zayif polielektrolitler ¢ozelti icinde tamamen yiikli

degildirler ve pH degistirilerek iizerlerindeki yiik dagilimi ayarlanabilir.

SO; Na
(a) (b)
Sekil 2.3 Iki sentetik polielektrolitin kimyasal yapisi. (a) poli(sodyum stiren siilfonat) (PSS)

ve (b) ise poli(akrilik asit)tir (PAA). Her ikisi de negatif yiiklii polielektrolitlerdir. PSS
kuvvetli bir polielektrolitken PAA zayif bir polielektrolittir.



2. Bununla birlikte, iyonik grubun asit ve baz kuvvetlerinin yaninda polimer zinciri
boyunca uzanan bitisik anyonik ve katyonik yiikler arasindaki ortalama uzaklik
polielektrolit davranisinin tayininde onemli bir parametredir. Bu yiik yogunlugu,
iyonik kisimlar arasindaki ortalama uzaklik olarak tanimlanabilir. Bu ortalama yiik
yogunlugunun yaninda zincir boyunca uzanan iyonik gruplarin dagilimi da
polielektrolit 6zelliklerini (¢0ziinebilirlik, vb) dnemli dlglide etkileyebilmektedir. Bir
kural olarak, eger bir kopolimerde her on monomerik birimin, birden fazla iyonik
kismu varsa tipik polielektrolit davranisi beklenir.

3. Asit-baz kuvveti ve yilkk yogunluguna ek olarak, polielektrolit oOzelliklerinin
saptanmasinda, makro iyonun molekiill geometrisinde yiiklii kisimlarin yerlesimi
ticlincii 6nemli noktadir. Sekil 2.4’e gore, iyonik gruplar ya polimerin ana zincirinin
bir birimi olarak (integral tip) ya da bir spacer ile ana zincire asili olarak (yan

zincirlerde) bulunur. Yikli gruplarin geometrik yeri 6zellikle polianyon-polikatyon
kompleksi olusumu ile ilgilidir.

{HZC—CHZ—NH} ~EH2C—(|3H iL
N

2
H,
(a) (b)

Sekil 2.4 (a) integral tipe 6rnek olarak lineer poli(etilen imin) ve (b) asil1 tipe drnek olarak
poli(vinilamin).

4. Diisiik molekiil agirlikli “counter” (karsit, eslenik) iyonlarin tiiriiniin ¢ozeltideki tiim
sistemin Ozellikleri tizerinde (6nemli 6l¢iide ¢oziiniirliik ve yap1 olusumunda) giiglii
bir etkisi vardir. Bu iyonlarin 6nemini anlamak icin su Ornegi verebiliriz:
poli(diallildimetilamonyum) polikatyonunun kloriirlii hali suda kolayca ¢oziintirken,

iyodiirlii hali daha zor ¢6ziiniir (Dautzenberg vd., 1994).

Herhangi bir polimerin konformasyonu 6zellikle polimerin yapist ve ¢ozeltiyle iliskisi gibi
cesitli etkenlere baghdir. Cozelti igindeki yiiksiiz bir lineer polimer zinciri rastgele yumak
konformasyonu gosterirken, lineer polielektrolit iizerindeki yiikler birbirlerini iterler
(Coulomb itmesi) ve eksi yiiklerin birbirlerini itmesini azaltici en uygun konformasyon olan
uzanmis halde bulunmaya egilim gosterir (Sekil 2.5). Bu diizenleme, polielektrolit
cozeltilerinin viskozitesinin yiikselmesine yol acar. Polielektrolit ¢ozeltilerinin 6zellikleri sulu
ortamin iyonik siddetine baglidir. Iyonik siddetin artmasiyla viskozitenin degismesi makro

iyondaki elektrik yiikleri arasindaki itme kuvvetinin engellenmesinden dolay1 gergeklesir ve



iyonik siddet daha fazla arttiginda yiiksiiz makro molekiillere benzer davranis gostermeye

baslar.

el @ g o Nacl

Sekil 2.5 Cozeltiye tuz ilavesi sonucu polielektrolit zincirinin yumak konformasyonunu
almasi.

Iyonik siddetin yaninda, ortamin pH’1 da zayif polielektrolitlerin dzelliklerini etkiler. Ciinkii
iyonik gruplarin dissosiyasyon derecesi ve polielektrolitin yiilk yogunlugu degisir.
Polielektrolit ¢ozeltilerinin diger bir 6zelligi ise yliksek iyonik iletkenlikleridir. Elektrik alani
altinda, kiiciik molekiil agirlikli iyonlardan daha yavas olmakla birlikte makro iyonlar go¢

etmektedirler (Dautzenberg vd., 1994).

Polimerlerde derisim arttik¢a viskozite artarken polielektrolitlerde derisim azalirken viskozite
artar (Sekil 2.6). Bunun nedeni azalan derigimle art1 ve eksi yiiklerin birbirlerini itmeleri ve

polielektrolitin sismesidir.

"

Yiiksiiz Polimer

Polielektrolit

Sekil 2.6 Yiiksiiz polimerlerde ve polielektrolitlerde viskozite-derisim iligkisi.

1970’li yillarin baslarinda immiinolog ve kimyacilarin ortak ¢alismalar1 ile bazi
polielektrolitlerin bagisiklik yanitina kuvvetli etkisi aydinlatilmis ve yapay polielektrolitlerin
bu gibi amaglar i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir (Mustafaev, 2004). Ciinkii bu
polielektrolitlerin sentezi ve modifikasyonu daha kolaydir, istenen molekiil agirliginda,
elektrik yiikiinde, konformasyonda veya yiiksek molekiiler yapida elde etmek olasidir. Suda

1yi ¢oziiniirler ve bilinen yapilarda ¢esitli kompleksleri sentezlemek miimkiindiir.



Polielektrolitlerde molekiil agirligi polimerlesme derecesi ile orantilidir. Polimerlesme
derecesinin artmast istenilen kompleksin olusumunu destekleyici yonde etki eder ve polimerin
baglanma miktarinda artis gozlenir. Bunun yam1 sira polielektrolit c¢ozeltilerinin
elektrokimyasal 6zellikleri genellikle polityonun zincir boyuna baglidir; yani polikompleksin

¢okmesi vb. 6zellikler polimerin polimerlesme derecesine baglidir (Mustafaev, 1996a).

2.1.2 Poliamfolitler

Polimer iskeletindeki ya da yan zincirde bulunan iyonik gruplar, poliniikleotidler ve proteinler
gibi makromolekiillerin smiflandirilmasinda olduk¢a 6nem tasimaktadir. Polimerler iyon
icerigine gore polielektrolitler ve poliamfolitler olarak iki gruba ayrilabilirler. Polielektrolitler
katyonik veya anyonik gruplari igerirken, poliamfolitler katyonik ve anyonik gruplarin her

ikisini birden yapilarinda bulundurur.

Polielektrolitlerin karakteristik bir 6zelligi diisiik konsantrasyonlarda, deiyonize suda genis bir
hidrodinamik hacme ulasabilmeleridir. Bu etkiye polimer zinciri boyunca yer alan yiikli
gruplar arasindaki coulombik itme kuvveti neden olur ve zincirin ¢ubuga benzer bir
konformasyonda bulunmasin1 saglar. Elektrolit eklenmesiyle ya da pH degisimiyle,
coulombik itme kuvvetleri engellenir. Bunun sonucunda zincirin hidrodinamik hacmi azalir

ve entropik olarak daha uygun konformasyona geger.

Polielektrolitlerin aksine, poliamfolitlerin yap1 ozellikleri anyonik ve katyonik monomer
birimleri arasindaki coulombik ¢ekme kuvvetleri tarafindan yonlendirilmektedir. Anyonik
veya katyonik gruplar yeteri kadar fazla oldugunda (> 10—15 mol %), yiiklii gruplarin itme
giicii, polielektrolitlerin tipik davramiglarinda oldugu gibi zincir konformasyonunda
gerilmelere neden olur. Anyonik ve katyonik gruplarin molar oranmi birbirine yaklagmaya
basladik¢a coulombik etkilesimler globular (kiiresel) konformasyona neden olurlar ve birgok
durumda deiyonize suda ¢oziinmezler. Elektrolit eklenmesiyle ya da pH’in degistirilmesiyle
diizensiz bir yumak konformasyonu gozlemlenebilir ve c¢oziinme kolaylagtirilabilir. Bu
davranis cogunlukla ““antipolielektrolit etkisi” olarak adlandirilmaktadir ve elektrolitlerin
varliginda viskozitede bir artisa neden olmaktadir. Bu davranisi agiklamak {izere cesitli

teoriler ortaya atilmistir (Merle, 1987; Higgs ve Joanny, 1991).

Yiik dengesi etkilerine ek olarak, monomer birimlerine eklenmis iyonik gruplarin dogasi
poliamfolitlerin davramisini etkilemektedir. En agik etki pH ayarlamasi yapilarak iyonik

gruplarin noétralize edilmesi ile gdzlemlenebilir. Aslinda, poliamfolitler pH cevabina baglh



olarak dort sinifa ayrilir.

Poliamfolitler notralize edilmis katyonik ve anyonik gruplarin her ikisini icerebilir (Sekil 2.7).
Bu sistemler tipik olarak, anyonik bir tiir olan karboksilat grubunu ve katyonik grup olarak da
amin hidrohalojeniirii igerirler (a). ikinci olarak, katyonik grup pH’a duyarsizken (kuaterner
alkil gruplar1 gibi), anyonik gruplar nétralize olabilir (b). Siilfonat gruplarinda oldugu gibi
anyonik grup pH’a duyarsizken katyonik gruplar nétralize olabilir (c). Son olarak, uygun
pH’da bastanbasa anyonik ve katyonik gruplar yiiklii kalabilir (d). pH etkisinin yaninda, yiikli
gruplarin hidrate olmasi1 ve karsit yiiklii gruplar arasindaki gerilim gibi diger 6nemli faktorler

de goz 6niinde bulundurulmalidir.
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Sekil 2.7 Poliamfolitlerin pH cevabina bagh olarak 6rnek yapilari.

Bu sistemlerin kesfinin ardindaki mantik, proteinler gibi biyolojik makromolekiillerin sulu
cozeltideki davraniglarin1 derinlemesine anlagilmasini saglamaktir. Birgok sentetik sistem,
elektroforetik mobilitesinin olmadig1 ve minimum viskoziteyle saptanmis pH degerinde bir
izoelektrik noktasima (pl) sahiptir (Higgs ve Joanny, 1991). Ayrica izoelektrik noktanin

altinda veya {istiindeki pH degerlerinde viskozitede artis gdzlenmektedir.

Izoelektrik noktada yiiklii gruplar arasindaki giiclii cekim sayesinde polimer intramolekiiler

olarak bir araya toplanmaktadir ve olduk¢a kompakt bir yapr meydana gelmektedir. pH



izoelektrik noktanin altina veya istiine ¢ekildiginde bazik veya asidik gruplar nétrallesir,
benzer yiiklii gruplar arasindaki coulombik itme giicii nedeniyle polimer zinciri gerilir ve
viskozitede artis gézlemlenir. izoelektrik noktada ¢dziiciiniin niteliginin, elektrolit eklenmesi
sonucu arttigr gosterilmistir. Coziiniirlik ve pH cevabi, asidik ve bazik gruplarin kuvvetini

etkileyen yakin komsu etkilesimler gibi mikro yapilara da baghdir.

20

Mg /C

0 2 4 6
pH

Sekil 2.8 Maleik asit anhidrid ile N-metildiallilaminin kopolimerlerinin intrinsik
viskozitesinin pH’la degisimi (Dautzenberg vd., 1994).

Siilfonat grubuna bagli olarak anyonik tiirdeki poliamfolitler incelenmistir. Karboksilat
gruplarindan daha zayif baz olan siilfonat gruplar1 uygun pH araliginin iizerinde sulu ¢ozeltide
iyonize olurlar. Bu sistemlerle 1ilgili c¢alismalar elektrolitlerin varliginda elektrostatik
etkilesimler iizerine odaklanmistir. Katyonik ve anyonik yiik orami birbirine yaklasmaya
basladiginda kopolimer bazi nedenlerden dolayir deiyonize suda ¢Oziinmez hale gelir ve
¢Oziiniir olabilmesi icin kritik bir konsantrasyonda tuz ilavesi gerektirmektedir. Daha fazla tuz
eklenmesi iizerine viskozitedeki artistan anlasilacagi gibi bu sistemler ‘“antipolielektrolit”
davranig gosterirler. Bu tip poliamfolitler deiyonize suda intermolekiiler (molekiil igi)
diizenlenmeye egilim gosteren iyonik olmayan (nonionic) bir hidrofilik termonomeri de
kapsamaktadir. Bu diizenlenmeler elektrolit ilavesi ile bozulabilir (McCormick ve Salazar,
1992). Dogal polimerlerden olan proteinler, yapitaglar1 olan aminoasitlerin farkli fonksiyonel
ozellikteki yan gruplar1 nedeniyle poliamfolit sinifina girerler ve peptid bagindan dolay:
poliamit yapisindadirlar. Sekil 2.9°da kirmiz1 R grubu asidik, mavi R grubu bazik yan gruplar

temsil etmektedir.
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Sekil 2.9 Proteinlerin poliamit yapisi.

Proteinlerin yapisinda asidik ve bazik amino asitler bulunmaktadir. Bu nedenle proteinler
poliamfolit 6zellik gostermektedirler. Bu proteinler proton verebilir veya proton alabilirler.
Asidik ortamlarda proteinler fazladan protona sahip olduklarindan net pozitif bir yiike, bazik
ortam kosullarinda ise eksik protona sahip olduklarindan net bir negatif yiike sahip
olacaklardir. Amino asitlerin net elektrik yiiklerinin sifir oldugu pH derecesine izoelektrik

nokta (pI) ad1 verilmektedir (Sekil 2.10).

+ + -
+ + NaOH - + NaOH = -
+ + HCI + - HCI - -
+ - -
Proteinler asidik ortamda Proteinlerin elektrik Proteinler bazik ortamda

proton alir ve (+) yiikliidiir. yiiklerinin sifir oldugu pH proton kaybederler ve (-)

derecesi izoelektrik noktadir. yiike sahiptirler.

Sekil 2.10 Proteinlerin ortam pH’1ina gore yiik durumlari.

Eger bir protein izoelektrik noktasinin pH kosullarinda bulunuyorsa en az ¢oziiniir haldedir ve
en kolay coktiiriilebilir durumdadir. izoelektrik noktasi1 (pI) nétral pH civarinda bulunan pek

cok proteinde asidik ve bazik amino asit sayis1 birbirine esit durumdadir.

Proteinler de amino asitler gibi titre edilebilirler. Ciinkii proteinlerde titre edilebilecek pek ¢cok
yan grup bulunmaktadir. Fakat titrasyon egrileri olduk¢a kompleks bir durum gostermektedir.
Proteinlerin genel titrasyon egrilerini iic pH bolgesine ayirarak incelemek miimkiindiir.
Ornegin pH 1,5 — 6 aras1 karboksil grubunun iyonize oldugu sinirlari belirtmektedir. pH 6 —
8,5 arast ise histidin (His, H) amino asidine ve a-amino grubuna atfedilmektedir. pH 8,5’dan
yukarisi ise lizinin (Lys, K) e-amino grubunun, tirozinin (Tyr, Y) fenolik hidroksil grubunun
ve sisteinin (Cis, C) silthidril (-SH) grubunun iyonize oldugu pH sinirlar1 olarak kabul

edilmektedir (Goziikara, 1997).
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Sekil 2.11 BSA’nin pH’a bagh yiik degisimi.

Bovine Serum Albumin (BSA) proteini de bir poliamfolittir ve su 6zelliklere sahiptir:

Albiimin genelde serum alblimini veya plazma alblimini anlaminda kullanilir. Albiimin kan
dolagiminda en ¢ok bulunan proteindir ve kanin kolloid osmotik basincinin % 80’ini
olusturmaktadir (Carter ve Ho, 1994). Serum albliminin kan pH’1n1 ayarlayan baglica sorumlu
oldugu diistiniilmektedir. Memelilerde albiimin preproalbumin olarak karacigerde sentezlenir
(Figge vd., 1991). Sinyal peptidlerinin uzaklastirilmasindan sonra olusan proalbuminin N-
terminal ucundaki alt1 peptid uzaklagtirilir. Kan dolagimina verilen albliminin yarilanma omri

19 giindiir.

2.2 lyonik Polimerizasyon

Iyonik polimerizasyon, zincir biiyiimesinden art1 ya da eksi yiiklii aktif merkezlerin sorumlu
oldugu katilma polimerizasyonu tiiriidiir. Monomer molekiilleri zincir uclarindaki iyonik aktif
merkezlere radikalik polimerizasyona benzer sekilde katilarak polimer molekiiliinii
blyiitlirler. Aktif merkezin yiikii eksi ise anyonik katilma polimerizasyonu; art1 ise katyonik

katilma polimerizasyonu tanimlamalar1 kullanilir (Sagak, 2004).

2.2.1 lyonik Polimerizasyona Uygun Monomerler

Serbest radikallerle baslatilan katilma polimerizasyonu monomer tiirii agisindan fazla segici
degildir, ¢ogu vinil monomeri radikalik mekanizma {izerinden polimerlesebilir. Iyonik
polimerizasyon ise segicidir. Radikalik yolla polimerlesmeye yatkin bir monomer, anyonik ya
da katyonik mekanizma iizerinden polimerlesmeyebilir. Bazt monomerler i¢in tersi de sz

konusudur.

Katilma polimerizasyonuna uygun monomerlerde, karbon-karbon ¢ift bag1 (olefinlerde) veya

karbon-oksijen ¢ift bagi (aldehit ve ketonlarda) polimerizasyona olanak saglayan noktalardir.
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Karbon-karbon ¢ift bagi, = baginin homolitik veya heterolitik kirilmasiyla diizenlenir.

Sekil 2.12 Cift bagin heterolitik kirilmasi.

Radikaller elektriksel agidan notral olduklarindan & bagi ile tepkimeye girmede 6zel kosullar
aramazlar. Poli(akrilonitril) ve poli(vinil kloriir) 6rneklerinde oldugu gibi radikalik aktif

merkezin rezonans kararliligit monomerin yan gruplari tarafindan saglanir.

j ‘?
CHz—CO <> CHz—ﬁ
C C
[ =
N N¢
H H
CHy—Ce =—> CHZ—C|3
HOH :lcljlo
[ 1] Py

Sekil 2.13 Poli(akrilonitril) ve poli(vinil kloriir)’lin radikalik aktif merkezlerinin rezonans
kararliligi.

Bir monomerin iyonik yontemle polimerlesip polimerlesmeyecegi, monomer {izerindeki yan
grubun (-R) kimyasal yapisina yakindan baghdir. Yan grubun cift bag elektron yogunlugu
tizerine etkisi ve olusacak anyon ya da katyonu kararli kilma yetenegi, polimerizasyonun
tipini belirler.

Yan grup siyano ve karbonil (ester, keton, asit veya aldehit) gibi elektron ¢ekici 6zellikte ise,
karbon-karbon ¢ift bagindaki elektron yogunlugunu azaltarak anyonik baslaticilarin etkisini
kolaylagtirir.

Poli(akrilonitril)’de oldugu gibi -CN tiirii elektron ¢ekici gruplar, ayn1 zamanda biiyiimekte

olan anyonik merkezlerin rezonansla karalili§in1 da saglar (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14 Poli(akrilonitril)’de siyano gruplarinin rezonans kararliligina etkisi.

Monomerde; alkoksi, alkil, alkenil, 1,1-dialkil, fenil tiirii elektron itici yan grup
bulundugunda, karbon-karbon ¢ift bagindaki elektron yogunlugu artar ve katyonik
baslaticilarin etkisi kolaylasir.

Elektron itici gruplar, vinil eterlerin polimerizasyonunda oldugu gibi, biiyiimekte olan

katyonik aktif ucu rezonansla karali hale getirir (Sekil 2.15).

H H

CH,—C' «—> CHz_flf
203 ok

R R

Sekil 2.15 Vinil eterlerin polimerizasyonunda elektron itici gruplarin katyonik aktif ucu
rezonansla kararli hale getirmesi (R, elektron itici grup).

Akrilonitril’in her iki iyonik mekanizma {izerinden polimerlesebilecegi goriilmektedir. Benzer
sekilde, indiktif etkileri agisindan elektron itici olan stiren ve 1,3-biitadien monomerleri
anyonik tiirlerin kararliliklari1 saglayabildikleri i¢in her iki iyonik ydntemle

polimerlesebilirler.

Cizelge 2.1 bazt monomerlerin polimerizasyonunda kullanilabilecek baglatici tiirlerini (hangi
yontemle polimerlesebilecekleri) gostermektedir. Stiren, izopren, akrilonitril gibi monomerler
birka¢ polimerizasyon yontemiyle polimerlesirken, izobiiten yalnizca katyonik baglaticilarla

polimerlesir.
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Cizelge 2.1 Bazi monomerlerin polimerizasyon yontemleri.

Serbest
Monomer Anyonik | Katyonik | Koordinasyon
radikalik
Etilen + - + +
Propilen - - - +
Stiren + + + +
[zobiiten - - + ;
Izopren + + - +
Vinil klortir + - - +
Viniliden klortir + + - -
Vinil floriir + - - -
Tetrafloretilen + - - +
Vinil eterler - - + +
Vinil esterler + - - -
Akrilonitril + + - +
Akrilik esterler + + - +
Metakrilik esterler + + - +
N-vinil karbazol + - + -
N-vinil pirolidon + - + -

Aldehit ve ketonlar karbon-oksijen ¢ift baginin polarligi nedeniyle radikalik baglaticilar yerine

iyonik baglaticilarla polimerlesirler.
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Sekil 2.16 C-O bagindaki yiik dagilimi.
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Sekil 2.17 Formaldehitteki C=0O baginin yiik dagilimi. Kismi yiikler negatiften pozitife dogru
sirastyla kirmizi, sari, yesil, turkuaz ve mavi seklinde gosterilmistir.

2.2.2 Anyonik Polimerizasyon

Anyonik polimerizasyonda biiyiimeyi saglayan aktif uclar anyonik karakterdedir ve
polimerizasyon genelde karbanyonlar {izerinden ilerler. Akrilamit, metakrilamit, stiren,
akrilonitril, metilmetakrilat, etil akrilat, viniliden kloriir, vinil asetat gibi elektron g¢ekici

gruplar tastyan monomerler anyonik yolla polimerlesirler.
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g
CH; C|3H2 H2C:(|3H
H,C=C mc_$ 0
NH, ? CH;
CH;,
e |
- ' .
% i R i oy
* e s’ |. . |: o
- \_.' O
Metakrilamit Etil metakrilat Vinil asetat

Sekil 2.18 Metakrilamit, etil metakrilat ve vinil asetat’in yapilari.

Japon yapistiricis1 olarak bilinen yapistirici, metil siyanoakrilat monomeridir. Metil
siyanoakrilatta iki elektron c¢ekici grup bulunur ve bu o6zelligi nedeniyle anyonik

polimerizasyona oldukca yatkindir.

Atmosferde veya yapistirilacak yiizeylerde bulunan eser miktardaki su molekiilleri metil
siyanoakrilatin polimerizasyonunu baslatir. Polimerizasyon, yapistirilacak ylizeyler iizerinde
gerceklestigi icin, her iki yiizey Orgilisiinii tam anlamiyla orten polimerik film olusur ve bu

film tabakasi1 yapistirilan parcalari sikica bir arada tutar.

(|3N CN
|
n HZC—(lj E— ——HZC—Cll——
$=O C=0
0 0
|
CH3 CH3
— —n
Metil siyanoakrilat poli(metil siyanoakrilat)

Sekil 2.19 Poli(metil siyanoakrilat)’in yapisi.
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2.2.3 Anyonik Polimerizasyon Mekanizmasi

Anyonik polimerizasyon diger zincir tepkimelerine benzer sekilde baslama, biliylime, zincir
transferi ve sonlanma adimlar {lizerinden ilerler. Ancak, safsizliklardan arindirilmis anyonik
polimerizasyon sistemlerinde sonlanma tepkimeleri Onemsizdir ve sonlanma olmadigi
varsayilir. Ayrica, anyonik polimerizasyon genelde diisiik sicakliklarda gergeklestirildigi icin,

dallanma ve zincir transfer tepkimelerinin de anlami1 yoktur.

Anyonik polimerizasyonu baslatmada degisik kimyasal maddelerden veya iyonlastirici 1sinlar
gibi etkenlerden yararlanilir (Cizelge 2.2). Onemli anyonik polimerizasyon baslaticilarindan
olan organik lityum bilesikleri, lityum metali ve bir organik halojeniiriin etkilesimiyle;
Grignard bilesikleri, magnezyum ve organik halojeniirler kullanilarak hazirlanir. Aliminyum
alkil bilesikleri atmosferde kendiliginden alevlenebilir, organik lityum ve Grignard bilesikleri
kat1 halde izole edilirlerse patlayicidirlar. Bu nedenle sozii edilen baglaticilar, inert atmosfer

altinda ve uygun ¢oziicii igerisinde kullanilmalidir.

Cizelge 2.2 Anyonik polimerizasyon baslaticilari.

Baslatict Ornek
Alkali metaller Na, K
Metal alkil veya aril bilesikleri n-C4HyLi, (C¢Hs);Cna
Grignard bilesikleri RMgX (R=alkil veya aril, X=halojen)
Aliiminyum alkiller AlIR;
N +
Organik radikal-anyonlar a
Iyonlastiric1 1ginlar x- ve y- 1sinlari, hizlandirilmis elektronlar

Anyonik polimerizasyonun baslamasi iki ayr1 mekanizmayzi izler. Bunlar;
1) Baslaticinin eksi yiiklii par¢casinin karbanyon verecek sekilde monomere katilmasi
11) Baslaticitdan monomere dogrudan elektron aktarimi

seklindedir.
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Baslaticinin eksi yiiklii par¢asinin monomere katildigi baslatmada, monomer ve baslatici
Sekil 2.20°de verilen genel tepkimeye uygun olarak etkilesir ve baslaticinin eksi yiikli kismi

dogrudan monomere katilarak ilk anyonik aktif merkez olusur.

R—M —>» R M

i i

g | _
R™ M + Hzcg$ — R'—Hzc—(l: M

R R

Sekil 2.20 Anyonik polimerizasyon mekanizmasi.

Tepkimede; R’-M, n-biitil lityum gibi bir anyonik baslaticiyl, R ise fenil ya da siyano gibi
elektron ¢ekici bir grubu gostermektedir (Sekil 2.21). Cogu anyonik baslatict iyon ¢ifti
halinde tepkimeye girer. Ornegin n-biitil lityum, lityum-karbon bagmnin heterolitik
parcalanmasiyla, anyon ve katyon verir. Baslaticidan olusan anyon (n-C4Hy) monomerin

elektron ¢ekici grubunun (-R) bagli oldugu karbona degil digerine baglanir (Sekil 2.23).

- ‘+
n C4H9Li —>» 1n C4H9 L1

Sekil 2.21 Lityum-karbon baginin heterolitik par¢alanmasi.

H H
- .+ B& l_ o+
nC4Hy Li + H2C_| E— nC4H9—H2C—(|j Li
R R

Sekil 2.22 Anyonik polimerizasyonda baslaticidan olusan anyonun monomere baglanmasi.

Dogrudan monomere elektron aktarimi ile olan baslatmada metalik sodyum gibi baglaticilar
monomere elektron vererek anyonik polimerizasyonu baslatirlar. Polimerizasyonun ilk

asamasinda Sekil 2.23’teki gibi bir radikal anyon olusur.
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./\ "

| .
Na + HZCE? — ¢ Na
R R

Sekil 2.23 Dogrudan monomere elektron aktarimi ile olan baglatmada metalik sodyumun
monomere elektron aktarmasi.

Ikinci adimda, iki radikal-anyon birleserek, dimerlesir ve bir dianyon verir.

H H H H
+ _| ] ° |_ + + —| | _ +
Na C—CH, + H,C—C Na ——>» Na C—CH,—H,C—C Na
| | | |
R R R R

Sekil 2.24 Iki radikal-anyonun birleserek dianyon olusturmasi.

Biiylime, dianyonun iki ucundan ilerleyerek Sekil 2.25°te yapis1 verilen polimer zinciri elde

edilir.
i H
Na (—CH, CH,—H,C CHy— = N&t
R &

Sekil 2.25 Dogrudan monomere elektron aktarimi ile olan polimerizasyonda biiyiime
basamagi.

Biiylime adiminda monomer molekiilleri ard arda zincir ucundaki iyon ¢ifti arasina yerlesir.

}II/\(\I I|{ I
—HZC—$_ M+ HyC= c —> R—H,C— ? H,C— ?M
R R R R

Sekil 2.26 Anyonik polimerizasyonda biiylime basamagi.
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Biiyiime hiz1 ve baglama hizi monomerdeki -R grubunun yapisina yakindan baghdir. Sekil
2.27°de gosterildigi gibi karbanyon kararliligint artirict gruplar tasiyan monomerlerin anyonik

polimerizasyonu daha hizli ilerler.

_CN > @ > —COCHs

Il
0
Sekil 2.27 Cesitli yan gruplarin anyonik polimerizasyonun hizina olan etkisi.

Anyonik polimerizasyon sistemlerinde normalde sonlanma tepkimeleri gozlenmez. Biiylime
adimlar1 ortamdaki monomer molekiilleri tamamen harcanana kadar siirer. Sonlanmaya;
karbondioksit, su, alkol gibi disaridan ortama katilan maddeler ya da sistemde bulunabilecek

safsizliklar neden olur.
H H

| - I
Ib0—$ M" + HOH —» IbO—?—H + MOH
R R

Sekil 2.28 Suyun anyonik polimerizasyonu sonlandirmasi.

Uygulamada deney kaplarinin tamamen sudan aritilmasi olast degildir. Deney kaplarinin ig
yiizeyinde eser miktardaki adsorblanmis su molekiilleri veya cam yiizeyindeki —SiOH gruplar1
da sonlanma tepkimelerine katilabilir. Cogu anyonik polimerizasyon ortami, aktif anyonik
merkezlerden dolay1 renklidir. lyi hazirlanmis anyonik sistemler renklerini uzun zaman
koruyabilir ve bu siire igerisinde aktif merkezler canliligini siirdiiriir (Sagak, 2004; Karabulut,

2007).

Saf ortamlarda gerceklestirilen anyonik polimerizasyon sistemlerinde polimer zincirlerindeki
anyonik merkezler, aktifliklerini uzun siire koruyabilirler (canli polimer). Canh
polimerizasyon ortamina sonradan benzer veya farkli bir monomer katildiginda zincir
bliylimesi yeniden baslar. Canli polimer veya canli polimer sistemi kavrami, sonlanmamis
iyonik polimerizasyon ortami igin kullanilir. Ilk ayrintili arastirilan canli  anyonik
polimerizasyon sistemi Scwarc tarafindan calisilan stirenin, naftalinin sodyum tuzuyla
baslatilan polimerizasyonudur. Naftalin ve sodyumdan Birch indirgenmesiyle (Smith ve
March, 2001) olusan, naftalin radikal-anyonu monomere elektron aktararak stiril radikal-

anyonu olusturur.
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K_\ ° °
oo B

Sekil 2.29 Naftalin ve sodyumdan negatif yiiklii aktif merkezin olusumu.

°
B +
Na + H,C=CH

naftalin radikal-anyonu

+

stiren

H
-
+ eCH,—C~ Na

stiril radikal-anyor

Sekil 2.30 Naftalin radikal-anyonunun monomere elektron aktarima.

Polimerizasyonun stiril radikal-anyonunun iki ucundaki radikalik ve anyonik merkezler
tizerinden ilerleme olasiligi vardir. Ancak, elektron spin rezonans ¢alismalart sozii edilen
sistemde radikal olusumunun 6nemsiz oldugunu gostermistir. Bu nedenle iki tane radikal-
anyonun birleserek dimerlestigi ve polimerizasyonun dimerin iki ucundaki anyonik aktif
merkezler tizerinden ilerledigi 6ne siirilmiistiir (Sekil 2.33).
H H
Nat Te— CH,—CH,— & Ne

Sekil 2.31 iki radikal-anyonun birleserek anyonik aktif merkezler olusturmast.

Canli polimer sistemleri blok kopolimer sentezine olduk¢a uygundurlar. Ornegin, stirenin
anyonik polimerizasyonuyla hazirlanan aktif polistiren zincirlerinin bulundugu ortama

bilitadien monomeri katilarak stiren-biitadien (SBR) blok kopolimeri elde edilir (Sekil 2.34).



22

- CHy=CH—CH=CH, - -
| _ biitadien | | _
CH,—C » CH,—C CH,—CH= CH—?
H
polibiitadien blogu
aktif polistiren zinciri polistiren blogu

stiren-biitadien blok kopolimeri (SBR)
Sekil 2.32 Stiren-biitadien (SBR) blok kopolimeri.

Canliligmmi koruyan stiren-biitadien blok kopolimerinin bulundugu ortama yeniden stiren

katilarak, stiren-biitadien-stiren terpolimerine (SBS) gegilir (Sekil 2.34).

§ |
CH,—C CHZ—CH:CH—(lj'
H

stiren-biitadien blok kopolimeri (SBR)

CH2: CH

stiren

\J

CH,—C CH,—CH=CH—CH, CH,—C

stiren-biitadien-stiren blok kopolimeri (SBS)
Sekil 2.33 Stiren-biitadien-stiren terpolimeri (SBS) olusumu.

Baglama tepkimelerinin hizli olmasi nedeniyle canli polimer sistemlerinden elde edilen
polimerlerin mol kiitlesi dagilimi dardir. Monomerik aktif merkezlerin tamami hemen
polimerizasyonun baslangicinda olusur ve hizla monomer katarak polimerizasyon sonunda
benzer uzunluklara erisirler. Anyonik polimerizasyon diislik sicakliklarda yiiriitiildiigii ig¢in
zincir transfer tepkimelerinin fazlaca gézlenmemesi de diisiikk mol kiitleli polimer olusumuna
neden olur.

Karbonillerin anyonik polimerizasyonu vinil monomerlerinin polimerizasyonuna benzerdir.
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Ormnegin, baslaticinin eksi yiiklii kismmnin dogrudan monomere katildig1 baslama adimi Sekil

2.36 gosterildigi gibi ilerler ve ilk anyonik aktif merkez olusur.

Sekil 2.34 Karbonillerin anyonik polimerizasyonunda baglama adima.

Biiyiime adiminda monomer molekiilleri ard arda zincir ucundaki iyon ¢ifti arasina yerlesir

(Sekil 2.35).

R—H,C—0" M" + ¢~ ——>» R—H,C—O0—H,C—O0 M’

/
/

H,C—O0 M’

Sekil 2.35 Karbonillerin anyonik polimerizasyonunda biiylime adimi

Iyonik polimerizasyon, radikalik katilma polimerizasyonuna benzer sekilde genel zincir

tepkimeleri iizerinden ilerler. Iki polimerizasyon yontemi arasindaki en 6nemli fark, zincir

biiyiimesini saglayan aktif merkezlerin tiiriinden kaynaklanir. Radikalik polimerizasyonda

zincir biliylimesinden radikaller, iyonik polimerizasyonda artt ve eksi yiikli iyonlar

sorumludur.

Kinetik acgidan degerlendirildiginde, radikalik ve iyonik polimerizasyon arasinda belirgin

farklar oldugu gortiliir.

1.

Radikalik polimerizasyonun baglatilmasinda kullanilan organik baslaticilarin 1s1l
parcalanmas1  yiiksek aktivasyon enerjisi gerektirir. Buna karsin  iyonik
polimerizasyonun baslama aktivasyon enerjisi oldukca diistiktiir.

Radikalik polimerizasyonda sonlanma tepkimelerine aktif iki polimer zinciri katilir.
Iyonik polimerizasyonda iki benzer yiikiin etkilesimi s6z konusu olmadig1 i¢in, olasi

sonlanma tepkimelerinde bir tane polimer zinciri yer alir.

3. Radikalik polimerizasyon hiz1 iizerine fazla etkisi olmayan c¢oziicii tiirii, iyonik
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polimerizasyonda énemlidir ve polimerizasyon hizini etkiler.
Kullanilan ¢oziiclinlin dielektrik sabitinin biiyiikliigli, baslatici iyonlarinin polimerizasyon
ortaminda iyon cifti halinde ya da tamamen ayrismis iyonlar halinde bulunmasinda belirleyici
rol oynar. Yiiksek dielektrik sabitine sahip ¢ozliciide polimerizasyon serbest iyonlar lizerinden
ilerlerken, dielektrik sabiti diisiik ¢Ozliciide serbest iyonlar yaninda iyon giftleri de
polimerizasyondan sorumludur (Cizelge 2.3). Ayrica, anyonik polimerizasyonda elde edilen

polimerin yapis1 kullanilan ¢6ziicii ve karsit iyon (katyon) tliriinden etkilenir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.3 Tyonik polimerizasyonda kullamlan baz1 ¢dziiciilerin dielektrik sabitleri ve k,

degerleri.
kp
Coziici Dielektrik sabiti
(L/mol s)

Benzen 2,2 2
Dioksan 2,2 5
Tetrahidrofuran 7,6 550
1,2-dimetoksietan 5,5 3800

Cizelge 2.4 Anyonik polimerizasyonda kullanilan ¢dziiciiniin yap1 iizerine etkisi.

Kars1 iyon
Coziicii 1,4-cis | 1,4-trans | 1,2-katilmasi1 | 3,4-katilmasi
(katyon)

Li" Pentan 94 - - 6
Li* Pentan-THF - 25 10 65
Li" THF - - 25 75
Li" Dietil eter - 50 5 45
Na" Pentan eser 40 7 53
K" Pentan eser 55 7 38
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Belirtilen nedenlerden dolayi, iyonik polimerizasyonun kinetigi radikalik polimerizasyondan
karmasiktir. Baglama tepkimesi tipinin polimerizasyon sistemlerine bagli olmasi, genel bir
mekanizma vermeyi engeller. Kinetik incelemeler yapilirken, baglaticinin tamamen (ya da
onemli oranda) iyonlarma ayrisan tiirden olup olmadigini gbéz Oniine almak gerekir.
Baglaticinin tamamen iyonlarina ayristi§1 anyonik polimerizasyon sistemlerinin kinetigi daha

basittir.

2.2.4 Katyonik Polimerizasyon

Katyonik polimerizasyon, artt yiiklii aktif merkezler {izerinden ilerleyen iyonik
polimerizasyon. Katyonik baglaticilar kullanilarak baslatilir ve stiren, N-vinilkarbazol, a-metil

stiren, biitadien, izobiitilen gibi elektron verici gruplar tagiyan monomerler bu yontemle

polimerlesirler.

A
HyC=C C=CH,
l N

|
CH= CH2

izobiitilen o — metil stiren N-vinil karbazol

Sekil 2.36 Katyonik polimerizasyonla polimerlesen monomerlere drnek.

2.2.5 Katyonik Polimerizasyon Mekanizmasi

Radikalik ve anyonik katilma polimerizasyonu gibi katyonik polimerizasyon da bir zincir
tepkimesidir. Bu nedenle radikalik ve anyonik polimerizasyonda gozlenen baslama, biiylime,
zincir transferi ve sonlanma tepkimeleri katyonik polimerizasyon i¢in de gegerlidir. Katyonik
polimerizasyon, kuvvetli protonik asitler ve Lewis asitleriyle baslatilabilir. Kuvvetli asitler

iyonlasip kolayca proton verirler (Sekil 2.39).

H,SO, —= H + HSO;,  HCIOy, —= H + ClO4

HNO; ——= H' +NO;~ HCl ——= H +cI”

Sekil 2.37 Bazi kuvvetli asitlerin iyonlagma reaksiyonlari.
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Ortamda bir olefin monomeri bulundugunda, HA seklinde gosterilen kuvvetli protonik asit,

katilmayla monomere bir proton aktarir ve ilk katyonik aktif merkezi olusturur.

(|:H3 CH3
g A + Hzc:(lj —_— H3C—(|:<+A_
R R

Sekil 2.38 Protonun monomere aktarilarak ilk katyonik aktif merkezin olugmasi.

Bu genel tepkime H,SOj i¢in Sekil 2.39°da gosterilmistir.

O {) (|:H3 (|:H3

I i}
HO—S—O-LH  + Hzc:$ — > H3C—(|2 * HSO,

I

0 R R

Sekil 2.39 H,SO4’in protonunu monomere aktarmasi.

Niikleofilik ozelligi yiiksek asitlerin anyonlari, protonlanmis monomerle birlesir ve

polimerizasyon ilerleyemez.

o o
H3c—$ A —» H3C—(|3—A
R R

Sekil 2.40 Protonik asitlerin yiiksek niikleofilik 6zellikteki anyonlarinin katyonik
polimerizasyonu durdurmasi.

Bu nedenle, niikleofilik 6zelligi yiiksek halojen anyonlar1 veren HCI gibi halojeniir asitleri
katyonik polimerizasyonu baglatmada etkili degildir. Anyonu daha az niikleofilik olan
perklorik, stlfiirik ve fosforik asit tiiri kuvvetli asitler bazi monomerlerin katyonik

mekanizmayla polimerlesmesini saglayabilirler.

Lewis asitleri, yaygin kullanilan katyonik baslaticilardir ve AICIs, TiCls, ZnCl,, SnCly gibi

Lewis asitleri katyonik polimerizasyonu baglatabilir.

Lewis asitleri, genelde, tek baslarina katyonik polimerizasyonu baslatmada yetersizdirler,
proton verme Ozelligine sahip kokatalizér ya da yardime1 katalizoér denilen bilesikler yaninda
etkindirler. Su, metanol gibi bilesikler Lewis asitleri yaninda kokatalizér gorevi yaparlar ve

Lewis asitleri ile Sekil 2.41°de verilen tepkimelere girerler.
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BF; + CH;OH —> FBOCH;H ——= F;BOCH; + H'
snCl, + H,0 ——> CLSnOH, =——= CLSnOH + H
N
N

T

anjigan

BF; + H,0 ——> FBOH, =——= F;BOH *

AICk  + (CH3);CCl —»CLALCIC(CH;)s

AICl, (CHy,C"

Sekil 2.41 Bazi kokatalizorlerin Lewis asitleri ile reaksiyonlari.

En yiiksek polimerizasyon hizina katalizor, kokatalizér ve ¢oziicii tiiriine bagl olarak degisen
bir optimum katalizor/kokatalizér oraninda ulagilir. Sekil 2.42°de kokatalizor/katalizor
oraninin polimerizasyon hiz1 iizerine etkisini gosteren tipik bir grafik verilmistir.
Polimerizasyon hizi1 kokatalizor derisimiyle once artar, daha sonra bir maksimumdan gegerek
azalir.

Sekildeki egri sifir su derigimine ekstrapole edilirse, polimerizasyon hiz1 da sifir degerini alir.
Bu nedenle, biitiin katyonik baslaticilarin polimerizasyon ortaminda H™ A~ seklinde iyon
ciftleri halinde bulundugu diisiiniiliir. Iyon ciftinin protonu, monomerin ¢ift bagindaki

karbonlardan yan grup etkisiyle kismen eksi yiiklii hale gelmis olanina katilir ve kararli bir

karbonyum iyonu olusturur.

optimum
Lkatalizir-kokataliziir

oram \\
polimerizasyon '\
i

H,0 derigimi
Sekil 2.42 Katalizor/kokatalizor oraninin polimerizasyon hizina etkisi.

BF; ve suyun verdigi katalizor/kokatalizor kompleksinin bir vinil monomeriyle verecegi

baslama tepkimesi Sekil 2.43’de gosterilmistir.

(|:H3 (le'J’

_ + _

H+ (BF;0H) + Hzcz(lj — > H3C—(|: (BF;0H)
R R

Sekil 2.43 BF; ve suyun olusturdugu katalizér/kokatalizér kompleksinin vinil monomeri ile
baslama tepkimesi.
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I,, iyonlastirict 1sinlar. Cu’ veya oksonyum iyonlar1 katyonik polimerizasyonu baslatabilir.

Omnegin, I, Sekil 2.44’te verilen tepkimeyle katalizor/kokatalizor kompleksi verir.

Iz + Iz —_— I+(I3)_

Sekil 2.44 Iyot molekiiliiniin olusturdugu katalizdr/kokatalizor kompleksi.

Monomer molekiillerinin ard arda katyon-anyon bagi arasina yerlestigi adim biiyiime
adimidir. Baslatic1 olarak BF3;/H,O katalizor/kokatalizor kompleksinin kullanildigi bir vinil

monomeri i¢in biiyiime adimi1 Sekil 2.45°de gosterildigi gibi ilerler.

(|:H3 (le3 CH; CH;
H3C—(|:+ (BF;OH) + HZC:$ — H3C—$—CH2—$+(BF3OH)_
R R R R

/
/

| _
HZC—(lj " (BF;0H)
R

Sekil 2.45 Vinil monomeri i¢in biiyiime adima.

[k katilimla dimer olusur ve benzer katilimlarla polimer zinciri biiyiir. Biiyiime adimi, zincir

transfer tepkimeleri hizinin diisiik oldugu diisiik sicakliklarda hizla ilerler.

Biiylime hizi ve baslama hizi monomerdeki —R grubunun yapisina yakindan baghdir.
Karbokatyon kararliligini artiran gruplar tagiyan monomerlerin katyonik polimerizasyonu
daha hizli ilerler. Sekil 2.46’da gosterildigi gibi halojen bulunduran monomerlerde hiz

yavastir.



1
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-OCHj3 -CH; -H -Cl

Sekil 2.46 Katyonik polimerizasyona monomerdeki —R gruplarinin etkisi.

Katyonik polimerizasyon hizini karsit (counter) iyon tiiri de etkiler. Biiylik ve gevsek bagl

kars1 iyonlarda hiz daha yiiksektir.

—Clo; > —TiCIOH > —15

Sekil 2.47 Karsit iyon tiiriiniin katyonik polimerizasyonun hizina etkisi.

Diisiik sicakliklarda yiiriitiilen katyonik polimerizasyonda zincir transfer tepkimeleri
onemsizdir ve yiiksek mol kiitleli polimer elde edilir. Zincir transferi oda sicakligi

yakinlarinda hizlanir ve anlam kazanur.

Katyonik polimerizasyonda gozlenen en Onemli zincir transfer tepkimesi monomere
transferdir. Katyonik aktif merkez ucundaki katalizor/kokatalizor kompleksi monomere
aktarilir (kisaca proton transferi denir). Sonlanan zincirin ucunda c¢ift bag bulunur ve

monomerden olusan yeni karbonyum iyonu polimerizasyonu siirdiirebilir.
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H\
QCHz (le3
Hzcz—clr+ (BF:OH)  + H,C=C
R l R
e T,
H,C—C + H;C—C  (BF;0HY
k k

Sekil 2.48 Katyonik polimerizasyonda zincir transfer tepkimesi.

Monomere transfer, hidriir aktarimi seklinde de olabilir.

H\
(|:H (le2
H,C=C"" (BF;0H) + H,C=C
| |
R R
(|3H3 $H; (BF;0H)
H2C—$H + H,C=C
R R

Sekil 2.49 Katyonik polimerizasyonda monomere hidriir aktarima.

Karsit iyona transfer olarak bilinen bir diger zincir transfer tepkimesinde katalizor/kokatalizor

kompleksi yeniden olusur.

H\
CH, |(|3H2
H2C—(|?+ (BF;OH) —» H2C—C|3H + H' (BF;0H)
R R

Sekil 2.50 Katyonik polimerizasyonda karsit iyona transfer tepkimesi.

Zincir transfer tepkimelerinde ortamda bulunan safsizliklar, disaridan sisteme katilan
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maddeler ve ¢oziicii de katilabilir.

Yukarida incelenen zincir transfer tepkimeleriyle polimer zincirleri aktifliklerini yitirir ve
sonlanirlar. Transferle olusan yeni katyonik merkez, genelde, monomer katabilme yetenegine

sahiptir. Bu nedenle, monomer katmay siirdiirerek polimerizasyon hizini etkilemez.

Polimerizasyon hizini etkileyen sonlanmalardan birisi, yeterince niikleofilik olan bir karsi

iyonun katyonik aktif merkezle birlesmesidir (katalizor ayrilir).

CH3 (leg
Hzc—(lj—OH + BF;
R R

Sekil 2.51 Niikleofilik bir karsit iyonun katyonik aktif merkezle birleserek polimerizasyonu
durdurmasi.

Aktif merkezler ortamda bulunabilecek eser miktarda su, alkol, asit gibi maddelerle (XA)

etkileserek de sonlanabilirler.

i
HZC—cl+ (BF;0H) + XA
R
o
H2C—$—A + X(BF;0H)
R

Sekil 2.52 Aktif merkezlerin XA tiirii safsizliklarla sonlanma reaksiyonu.

Aldehitler  katyonik  polimerizasyona  yatkin  bilesiklerdir. ~ Formaldehit, BF3/Su
katalizor/kokatalizor sistemi kullanilarak polimerlestirilebilir. Polimerizasyon
mekanizmasinin genel olefinlerin katyonik polimerizasyon mekanizmasina uydugu ve Sekil

2.53’deki adimlari izledigi sanilmaktadir.
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H H

N ) / |

H  (BF;O0H) + 0=C_ — > Ho_(lj+ (BF;0H)
H H

formaldehit /
/ O:CH2

H

| .

HO—CHQ{O—CHZjL 0—(|:+ (BF;0H)
n H

poliformaldehit

Sekil 2.53 Formaldehitin BF3/su katalizor/kokatalizor sistemi kullanilarak katyonik
polimerizasyonu.

2.3 Katyonik Halka Ac¢ilmasi Polimerizasyonu

Katyonik halka ag¢ilmasi polimerizasyonu baslaticinin monomer molekiilii ile reaksiyona
girerek olusturdugu katyonik aktif merkez {izerinden yiirliyen polimerizasyon tiiriidiir.
Katyonik halka ag¢ilmasi polimerizasyonu diger iyonik polimerizasyonlarda oldugu gibi

baslama, biiylime ve sonlanma adimlarini izler.

Baslama basamagi baglatici ve monomer molekiiliinlin aktif merkezi olusturmak {izere girdigi

reaksiyondur.

Katyonik halka ag¢ilmasi polimerizasyonunda bu prosesin tek bir adimda olmas1 gozlenmez.
Vinil ve heterosiklik monomerlerin polimerizasyonlarinin baglatilmasi farkliliklar gosterir

(Sekil 2.54).

+ -
HA + CH=CHR ——— CH—CHR , A

+
HA + X ) H-){) i

Sekil 2.54 Heterosiklik ve vinil monomerlerin katyonik aktif merkezleri.

|

Vinil monomerlerinin protonlanmasi biiyliyen parcalarin ayni yapiya sahip oldugu dogrudan
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aktif yapilar olusturur.

- + _
CH;—CHR A~ Vs CH,—CHR A

Sekil 2.55 Vinil monomerlerinin protonlanmasi.

Heterosiklik monomerlerde ise ornegin halkali eterlerde protonlanma biiylime prosesinin

tersiyer oksonyum iyonlar1 {izerinden yiiriidiigii ikincil oksonyum yapilari olusturur.

+ +
Ha0 ) oA vs :Jrﬁ\o::> AT

Sekil 2.56 Halkal1 eterlerde protonlanmayla oksonyum iyonlarinin olusumu.

Her iki tiir aktif merkezin reaktiflikleri birbirlerinden oldukga farklidir. Ciinkii protonlanma
cok hizlidir ve baslamada hiz belirleyen basamak protonlanmis monomer ile bir sonraki
monomer molekiiliiniin tersiyer yap1 Tlzerinden ilerleyerek olusturdugu reaksiyondur

(Matyjaszewski, 1996).

HA + C}D — H:) A
bzl
+ -~ . -
H—o ) . A + O —_— {0 DD A

Sekil 2.57 Halkal1 eterlerin protonlanmasi ve biliyiime reaksiyonu.

Ayni durum halkali asetallerin polimerizasyonunun trifenilmetilyum (tritil) tuzlar ile
baslatildig1 polimerizasyon i¢in de gecerlidir. Monomerin pozitif yliklendigi reaksiyon hizlh
ve tersinir bir reaksiyondur. Ikinci reaksiyon sterik engel nedeniyle ¢ok yavastir ve hiz

belirleyen basamak budur.

Ozetle heterosiklik monomerlerin polimerizasyonunda aktif merkezler baslatict ve
monomerin reaksiyonu sonucunda olusur. Aktif merkezlerin reaktifligi ve yapilari1 birbirinden
farklidir. Baglama iki adimda gerceklesir ve ikinci adim yavas oldugundan hiz belirleyen

basamaktir.

Katyonik halka acilmasi polimerizasyonunda protonik asitlerin baglatici  olarak

kullanilabilmesi i¢in iki sart gereklidir:
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a) Protonik asitler giiclii asit olmalidir. Bu durum asit-baz denge reaksiyonunun saga

kaymasina neden olur (Sekil 2.58).
+

e =0 X

Sekil 2.58 Protonik asitlerle baglamada denge reaksiyonu.

b) Protonik asitler iyonik aktif merkezlerin reaktifligini bozmayacak zayif niikleofilik

anyonlar tasimalidir. Aksi durum sonlanmaya neden olabilir.
- r N\
KDY e —— £

Sekil 2.59 Niikleofilik anyonun katyonik halka agilmasi polimerizasyonunu sonlandirmasi.

Pek c¢ok asidin pKa ve Hy degerleri bilinse de kuvvetli asit tanim1 ¢ogu kez gorelidir. Cilinkii
Sekil 2.60°daki denge reaksiyonunda goriildiigii gibi dengenin yonii heterosiklik monomerin
bazligina baghdir. Bu bazlik halkali asetallerdeki gibi diisiik veya halkali aminlerde oldugu
gibi yiiksek olabilir. Bu yiizden halka agilmasi polimerizasyonunda protonik asitlerin

davraniglarinin genel gecer bir kural1 yoktur.

Ticari olarak mevcut olan bir¢ok protonik asit vardir. Triflorometan siilfonik asit (triflik asit),
florosiilfonik asit ve perklorik asit saf olarak elde edilebilir. Ilk iki asit destilasyonla
saflastirilabilir, kaynama noktalar1 sirasiyla 162 °C ve 165 °C dir. Perklorik asit yiikseltgeyici

ozelligi ve saklanmasindaki giicliikler nedeniyle daha az tercih edilir.

HX tiirii asitler de (X=halojen) baslatic1 olarak kullanilabilir. Yalniz bu asitler gorece yiiksek
niikleofilik anyonlar icerdiklerinden diisik niikleofilik 6zellikteki monomerlerin

polimerizasyonunda kullanilmazlar.

Giiclii niikleofilik halkali monomerlerin polimerizasyonunda (oksazolinler, halkali aminler
gibi) monomer Br ve I iyonlariyla kolaylikla yarigir. Bu monomerler i¢in HBr ile baglatma

yiiksek molekiil agirligina sahip polimerler verir.

Katyonik halka ag¢ilmasi polimerizasyonunda aktif merkezler ii¢ farkli monomerin saldirisi ile

kars1 karsiyadir. Bunlar monomerin kendisi, polimerin tekrarlanan zincirleri ve karsit iyondur.
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Sekil 2.60 Katyonik halka agilmasi polimerizasyonunda aktif merkezlerin ortamdaki
niikleofillerle olan reaksiyonlari.

Bu ii¢ reaksiyon da Sx2 mekanizmasini izleyen niikleofilik siibstitiisyon reaksiyonlaridir. Ug
reaksiyon da birbiri ile yarismalidir ve bu yarisma monomer, polimerin tekrarlanan kismi ve

karsit iyonun niikleofilligine baglidir. Birinci reaksiyon biiylime reaksiyonudur.

O v K —— K %)
CH, “ch,

x\.
CH,

Sekil 2.61 Katyonik halka ac¢ilmasi polimerizasyonunda biiyliime reaksiyonu.
Halka biiyiikliigiine bagh olarak tersinir (besli ve daha fazla {iyeli halkalarda) veya tersinmez
(tglii ve dortlii halkalarda) olarak yiirtiyebilir.

Ikinci reaksiyon polimere zincir transferi reaksiyonudur. Son durumda bir makro halkali yapi

olusabilir.

...-CI—g—X«vaHZ—Q — ...—CH,—;CWWNCH,

CH, X

Sekil 2.62 Katyonik halka a¢ilmas1 polimerizasyonunda zincir transferi.
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Yine bu reaksiyonlar da monomerin yapisina bagli olarak tersinir ya da tersinmez olabilir.
Eger sonugta olusan gelismis (dallanmig) veya makro halka olusturmus yap1 aktif degilse, bu
yapilar ne molekiil i¢i (intramolekiiler) halkalasma yapabilirler ne de bir sonraki monomer
molekiiliiyle etkilesebilirler. Bu durum polimerizasyonun durmasina neden olur ve sonlanma
gerceklesir. Eger Sekil 2.62°deki reaksiyon tersinir ise veya gelismis katyonik merkez aktifse

bir sonraki monomer molekiilii ile reaksiyon verebilir (Sekil 2.63).

N +§ N 2
X CHX o+ X _— CHy X _ + X
CH, “ci, CcH, EHQ

Sekil 2.63 Katyonik halka ac¢ilmasi polimerizasyonunda zincir transferinden sonra aktif
merkezin olusmasi.

Yani bu durumda dallanmis olan veya makro halkali yap1 olusturan aktif zincirin sadece bagka
bir aktif yapiya dontstigi goriilir. Sekil 2.64°deki reaksiyon halkali asetallerin

reaksiyonlarinda etkili rol oynar.

Ucgiincii yarismali reaksiyon aktif merkezin karsit iyon ile yaptig1 reaksiyondur. Bu reaksiyon

da tersinir veya tersinmez olarak yiiriiyebilir.

X — =X CHyA

CH,

Sekil 2.64 Katyonik aktif merkezin karsit iyonla verdigi reaksiyon.

Tersinmez reaksiyon biiyiimeyi durdurur. Eger Sekil 2.64’deki reaksiyon tersinir ise bu

kovalent bagli yap1 bir sonraki monomer molekiilii ile reaksiyon verir.

-+
..-mr&-A + O —_— ._,-ch~m LA
~~ \CH,

CH,
Sekil 2.65 Tersinir reaksiyonla karsit iyonun polimer zincirinden ayrilmasi.

Katyonik aktif merkezin verdigi bu ii¢ yarismali reaksiyon da katyonik halka agilmasi

polimerizasyonunun en temel reaksiyonlaridir.

Monomerin niikleofilik pargasinin (heteroatom) varligindan dolayi, polimer sistemin
igerisinde noétral bir bilesen degildir. Polimerin dallanmis aktif merkezleri ve monomer

polimerizasyon ortamindadir.
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Polimerin tekrarlanan kisminin niikleofilligi e§er monomerin niikleofilliginden fazlaysa biitiin

polimerizasyon prosesi polimerin tekrarlanan kisminin verdigi reaksiyonlarla devam eder.

Eger karsit iyonun rekombinasyonu ile kovalent yap1 olusturan iyonik merkezler niikleofilik
monomer veya tekrarlanan polimer birimlerinin reaksiyonuna maruz kalirsa karsit iyonla yer
degistirebilirler. Bu reaksiyonlarin olup olmayacagt monomer ve Kkarsit iyonun

niikleofilliklerine baglidir.

Kuvvetli niikleofilik olan azot iceren hetero halkalilar yine kuvvetli niikleofilik Br iyonu ile

yer degistirebilirler (Sekil 2.66).

+,
..—CHy—Br + :lq ) —.:_—_——,.,—DHZ—ND . Br-
I

Sekil 2.66 Azot igeren niikleofilik monomerin Br iyonu ile yarigmasi.

Boylece brom ile sonlanmis makro molekiiller tekrardan kovalent aktif merkezlere donlismiis
olurlar. Bu durum halkali iminlerin ve oksazolinlerin polimerizasyonunda goriiliir. Benzer

durum ¢ok daha zayif niikleofil olan halkali eterlerin varliginda ters olarak goriiliir (Sekil

2.67).
+
.~CHBr + 0O )—<—— ...ﬂCl-b—@ . Brr

Sekil 2.67 Zayif niikleofil olan halkali eterler monomerinin karsit iyonla yarigmasi.

Yani aktif merkezin brom ile rekombinasyonu sonlanmay1 baslatir. Ote yandan perklorat
(OCIOy3") veya triflat (OSO,CF;5’) gibi ¢ok daha zayif niikleofil olan karsit iyonlar oksijen
iceren bazlarla yer degistirirler (Sekil 2.68).

+ -
. CHy-0S0,CF4 + D:) = "'_GHZ_DD . DEO:;_CF:_:,

Sekil 2.68 Triflat iyonunun oksijen i¢eren halkali monomer ile yer degistirme reaksiyonu.

Biitlin bu reaksiyonlar katyonik halka agilmas1 polimerizasyonunda biiylime adiminin temel

bir mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Bu mekanizma bimolekiiler SN2 tipi reaksiyondur.
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+/—) } N */’) )
...—){\ , A - > —_—— | - Cl"b-x\ , A
CHy

chy, cH,
Sekil 2.69 Katyonik halka agilmasi polimerizasyonunun biiyiime adimi.

Bes iiyeli halkali eter olan tetrahidrofuranin SbFs™ karsit iyonuyla polimerizasyonu bu tiir bir

mekanizmaya en iyi 0rnektir.

2.4 Polimerlerde Molekiil Kiitlesi

Hemen hemen tiim polimerler, farkli derecede polimerlesmis molekiillerin bir karigimidir. Bu
cok dagilimlilik bazi sentetik oligomerlerde ve proteinler gibi dogal polimerlerde goriilmez.
Tek dagilimli (monodispers) polimerlerin tek bir molekiil agirligi bulunmaktadir. Polimerler
genelde cok dagilimlidir (polidispers) ve bir molekiil agirligi dagilimina sahiptirler. Bu
sebeple polimerlerin molekiil agirliklart ortalama bir deger olarak ifade edilmektedir.

Polimerlerin molekiil agirliklar1 farkli sekillerde belirtilebilir (Teraoka, 2002):

Polimerler birkag farkli molekiil agirlig1 ile tanimlanabilirler. Bunlar;
Sayica ortalama mol kiitlesi: M n

Viskozite ortalama mol kiitlesi: M v

Arlik¢a ortalama mol kiitlesi: M,

z-ortalama mol kiitlesi: M , dir.

2.4.1 Sayica Ortalama Mol Kiitlesi (M n)

Sadece ¢ozeltide bulunan molekiillerin sayisina duyarli olan ve karisimdaki higbir tanecigin
boyutundan etkilenmeyen kaynama noktasi alcalmasi, donma noktasi yiikselmesi, osmotik
basing gibi 6zelliklerin (sayisal veya kolligatif 6zellikler) kullanilmasiyla belirlenen ortalama
molekiil agirhigina sayica ortalama molekiil agirli§i denir. Boyle 6zellikler i¢in dnemli olan
ortalama molekiil agirlig tiim polimer kiitlesinin polimer molekiilleri sayisina boliimii ile elde
edilen agirliktir. Sayica ortalama molekiil agirhig kiicik mol agirlikli tirlerin agirlik
kesrindeki degisimlere ¢ok hassastir, ¢linkii kiiciik molekiiller i¢in az bir madde miktar1 ¢ok

sayida molekiil demektir. Sayica ortalama molekiil agirligi,
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o ZNZMI
M, =- 2.1)
N,

formiili ile hesaplanir. Burada Nj;, i molekiillerinin polimer kiitlesi i¢indeki sayisi, M; i

molekiillerinin molekiil agirligidir. i molekiillerinin kiitle i¢indeki mol kesri, X;,

N

=L (2.2)
"IN,
esitligi ile gosterilirse esitligi
M, =3XM, (2.3)
seklini alir.
2.4.2 Viskozite Ortalama Mol Kiitlesi (Hv)
1
2_ Nl-Ml-l+a a
=|—=—— (2.4)
2. NiMi

Denklem (2.4)’te a, zincir sekline gore degisen bir sabittir. M nin sayisal biiyiikligi M, ve
M ., arasina diiser, Mw’ye daha yakindir. Sabit olan a’nin degeri 1 olursa, M =M, esitligi

saglanir. Viskozite mol kiitlesi, intrinsik viskozite ve Mark-Houwink denklemi ile belirlenir.

2.4.3 Agirhikca Ortalama Mol Kiitlesi (Hw)

Sadece polimer molekiillerinin sayisina degil ayn1 zamanda her bir polimer molekiiliiniin
boyutuna ve agirhigina duyarli olan 1s1ik sacgilmasi gibi yontemlerle belirlenen ortalama
molekiil agirligma agirlikga ortalama molekiil agirligi denir. Bu ortalama agirlik, biiyiik
molekiillerin toplam polimer agirliginin daha ¢ogunu olusturdugu gercegine dayanir.

Agirlikca ortalama mol agirligi,

Z MizNi

_ (2.5)
ZMI'N[

w

formiilii ile hesaplanir. Burada i1 molekiillerinin polimer kiitlesi i¢indeki sayisi, M; i

molekiillerinin molekiil agirligidir.



2.4.4 z-Ortalama Mol Kiitlesi (M 2)

M , olarak simgelenen z-ortalama mol kiitlesi su sekilde tanimlanabilir (Teraoka, 2002):

ZN1M13
Mz= : 5
ZNiMi

Z ortalama mol kiitlesi sedimantasyon esitligi ile belirlenir.

2.4.5 Molekiil Kiitlesi Dagilimi

Miikemmel bir sekilde tek dagilimli olan bir polimer ig¢in M, =M =M , olur. Diger
polimerler i¢in (¢cok dagilimli, polidispers) M <M <M <M, seklindedir. Eger bu polimer
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(2.6)

Oornegi i¢in bir molekiil agirligi dagilimi ¢izer ve anlatilan ortalama molekiil agirliklarini

grafik iizerinde isaretlersek agirlik¢a ortalama molekiil agirligt dagilimin yiiksek molekiil

agirlikl kisminda ve sayica ortalama molekiil agirlig ise dagilimin diisiik molekiil kismina

yakin olur (Teraoka, 2002).

My

- ]
i
!

Agidik -

Frakslyanu |

M,
.l'f .\"-\ l\krl.'ll'w

s M,

Sekil 2.70 Polimerlerde molekiil agirligi dagilima.

Malakiiler Sgirhk

Eger tiim polimer molekiilleri ayn1 molekiil agirliginda ise, tiim molekiil agirligi ortalamalari

ayni olur. Bu pratikte yapay polimerler i¢in gecerli degildir. Bir polimerin molekiil agirlig

dagilimi genisliginin 6l¢iisii olan molar agirlik dagilimi (MWD) veya polidispersite indeksi

(PDI) kavrami kullanilir. Bu agirlik¢a ortalama molekiil agirliginin sayica ortalama molekiil

agirligina oranidir. Molar agirlik dagilimi 1°e yaklastik¢a molekiil agirligi dagilimi daralir.
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MWD = M ./ M , "dir
M/ M,>1ise polimer 6rnegi polidispers,
My / M,=1ise polimer 6rnegi monodisperstir.

Molar agirlik dagilimmin dar olmasi polimerin bazi &zelliklerini homojenlestirir. Ornegin
polimerin sertligini, uzamaya kars1 direncini, 1s1l ve kimyasal direncini artirir ve
¢Oziiniirliiglinii azaltir. Bunun sebebi polimer kiitlesi i¢inde bulunabilecek kisa zincirlerin
plastiklestirici etkisi yaparak polimerin kristal yapisini azaltmasidir. Tiim zincirler ayn1 boyda
olursa bu etki olmayacak, polimer en iyi sekilde kristallesecektir. Molar agirlik dagilimi
genisledikce polimer Orneginin de her tiirlii 6zelligi de heterojenlesecektir. Molar agirlik
dagilimi grafiginde bir polimer 6rnegindeki polimer molekiillerinin gergekte kag¢ tanesinin

ortalama molekiil agirligina sahip, kacinin daha agir, kaginin daha hafif oldugu goriiliir.

Molekiillerin

sayis1

Molekiil agarhg
- =

Sekil 2.71 Polimerlerde ideal olmayan molekiil agirligi dagilimai.

2.5 Mark-Houwink Denklemi

Intrinsik viskozite bir polimerin karakteristik 6zelliklerinden biridir, konsantrasyon belirli
miktarda arttiginda ¢dzeltinin viskozitesindeki artis1 gdstermektedir. Intrinsik viskozite,
deneysel olarak, Mark-Houwink denklemi (Kuhn—Mark—Houwink—Sakurada denklemi olarak

da bilinir) (Gooch, 2007) ile ifade edilmektedir:
[7]=KM.* 2.7)

Bu esitlikte [n] intrinsik viskoziteyi, M, polimerin molekiil kiitlesini temsil etmektedir. K ve
a (baz1 kaynaklarda o olarak gosterilmektedir) ise polimere ait sabit degerlerdir ve literatiir

kaynaklarindan kolaylikla bulunabilirler. a sabiti, polimer zincirinin {i¢ boyutlu yapisiyla



baglantilidir.

) a a = U

Sekil 2.72 a’nin polimer sekline gore degerleri.

Sekil 2.72°de gosterildigi gibi ¢ozeltide polimer zinciri ¢gubuk seklinde ise a = 2 degerini alir.
Polimer zincirinin alabilecegi diger bir sekil ise kat1 kiire konformasyonudur ve bu durumda
a=0 degerini almaktadir. Bu iki u¢ konformasyon arasinda kalan konformasyonlardaki

polimer zincirleri i¢in 0<a<2 esitligi gecerlidir (Kulicke ve Clasen, 2004).

2.7 esitligi dogrusal bir denklem haline getirilebilir:

log[n] = 10gK+alog]\_4 (2.8)

Bu denklem kullanilarak ¢izilen log[n]-logM grafiginden K ve a sabitleri elde edilmektedir.

Grafigin y-eksenini kestigi nokta K degerini, grafigin egimi ise a degerini vermektedir.

Cizelge 2.5 Mark-Houwink denkleminde a sabitinin teorik degerleri (Pasch ve Trathnigg,

1999).
Konformasyon a
Cubuk 1,7-2
Yumak 0,5-0,9
Disk 0,5

Kiire 0
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2.6 Polimerlerde Boyut

Cozelti igindeki polimerlerin boyutu en ¢ok hidrodinamik yaricap (Ry) ve donme (gyration)
yaricapi (R,) ile ifade edilmektedir (Teraoka, 2002).

kT
D = . Nerst-Einstein denklemi (2.9)

& =61 nsR; (2.10)

kT

D = Bir kiirenin difiizyon sabiti (2.11)
67 nsRs
RS = RH :'RH % ~
/ . R -’ H
kiire elipsoid diiz zincir

Sekil 2.73 Hidrodinamik yarigap Ry kiire i¢in, Rs’e (Stokes yaricapina) esittir.

BAK (GPC) analizi ile zincir sertliginin (stiffness) bir 6lgiisii olarak polimer zincirinin
hidrodinamik yarigapt Olciiliir. Ry ¢oOzelti i¢cinde hareket eden polimerlerin ¢ozelti ile
etkilesimlerinden ve dinamik &zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Dogru bir 0dl¢iim
yapilabilmesi i¢in Ornegin zincir sertliginin referansinkine benzemesi gerekmektedir. Isik
sagilmasi kalibrasyonu ile bu problem ortadan kaldirilir. Ciinkii 151k sagilmasi polimer zincir
capin direkt olarak 6lgmektedir. Bu yontem Benoit ve ekibi tarafindan gelistirilmistir (Benoit
vd., 1967; Stein ve Powers, 2006). Bir diger deyisle polimer birimlerinin polimerin kiitle
merkezine olan uzakliklarinin ortalamasi olarak tanimlanan R,’yi (dénme yarigap) 6lgmek

icin referansa ihtiyag¢ yoktur R, 151k sacilmasi ile direkt olarak olgtilmektedir.



Sekil 2.74 Tanecik-¢ubuk modelinde, kiitle merkezi rg ve gyration yarigap: R,.

Bir polimerin R,’si zayif ¢oziiciilerde iyi ¢oziiciilere gore daha kiiciiktiir. Ayrica, molekiil
agirliklart ayni olsa bile ayni polimerin dallanmis hali dallanmamis haline gore daha biiyiik
R,’ye sahiptir. Rp/R, orani polimerin ¢ozelti i¢indeki konformasyonu hakkinda bilgi

vermektedir.

2.7 Konidin ve Polimerlesmesi

1-azabisiklo[4.2.0]oktan (konidin), ilk kez Lavagnino ve ¢aligma grubu tarafindan (Lavagnino
vd., 1960) sentezlenen ve homopolimerizasyonu yapilan, yapisinda hetero atom olarak N
iceren bisiklik bir maddedir. Halkalardan biri 6 {yeli diger halka ise 4 {yelidir ve
polimerlesme 4 {iyeli halka iizerinden katyonik halka agilmasi polimerlesmesi seklinde

yiirlimektedir (Schulz vd., 1989).

Konidinin polimerlesmesi katyonik halka ac¢ilmasi reaksiyonu ile olmaktadir. Konidinin
polimerlesmesi hakkinda literatiirde ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Rasvodovskii vd., 1974;

Nekrasov ve Berestetskaya, 1984; Matjaszewski, 1983; 1984; Miihlbach ve Schulz, 1988).

Tez kapsaminda biyobozunur yapida bir homopolimer olan polikonidinin sentezi, bu

homopolimerin monomeri olan konidinin (1-azabicyclo[4.2.0]octane) sentezi ile baglanmuistir.

Sekil 2.75 Konidin (1-azabisiklo[4.2.0]oktan) monomerinin yapisi.
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Sekil 2.75’te de goriildiigii gibi konidin, bisiklik yapida halkada bir hetero atom (N) tasiyan
bir kimyasal yapiya sahiptir. Konidinin sentezi 2-(2-hidroksietil)piperidin’den ¢ikilarak Sekil
2.76°da gosterildigi sira ile yapilmstir.

%3 LT
H; CH3

+ CH3

L4 (7% —
CH3

+
CH,CH, (NN
[ —cw, N%

N

CH3/
Sekil 2.76 Poli(1-azabisiklo[4.2.0] oktan)’in olusum mekanizmas.

Konidinin polimerizasyonu lizerinde pozitif yiikk bulunan aktif merkez iizerinden ilerler.
Polimerizasyonun biiylime basamagi baslatici ile aktiflestirilmis monomerin bir niikleofil gibi
davranarak (heteroatomdan dolay1) diger monomerin elektrofilik aktif merkezine atak etmesi
ile ylrtimektedir.

Konidin’in polimerizasyonunda pozitif yiiklii aktif merkezin yaninda 6énemli bir etken daha
vardir. Bu etken halka gerginligidir. Pratikte ii¢ ve dort iiyeli gergin halkalara sahip
monomerler tersinir olmayan ve yan reaksiyonlarin gézlenmedigi polimerler verirken, besli,
altili, yedili ve daha fazla tiyeli halkalar polimerizasyon i¢in ¢ogu kez uygun degildir. Yani
halka yapidaki monomerlerin polimerizasyon yetenekleri termodinamik agidan halka
gerginligine baghdir. Ornegin sadece bir heteroatom tasiyan alt1 iiyeli bir halkali yap1 polimer
vermemektedir. Birden fazla heteroatom tasiyan alt1 tiyeli halkali yapilar ise 1,3,5-trioksan,
glikolide, valerolakton, heksametiltrisiloksan ve fosfazenler drneklerinde oldugu gibi sartlara

bagli olarak polimerlesebilirler.
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3. MIKRODALGA ENERJISi

3.1 Mikrodalganin Tarih¢esi

Mikrodalga teknolojisinin gelisimi II. Diinya Savasi sirasinda RADAR cihazlarinin sabit
frekansta mikrodalga iiretmesi i¢in magnetron tasarimi ¢alismalar1 ile baglamistir Raytheon
sitketinden Percy LeBaron Spencer mikrodalga enerjisinin yiyecekleri isitabildigini radar
dalgalar1 ile deney yaparken cebindeki cikolatanin erimesi ile kazara kesfetmistir. Daha
sonraki ¢alismalar mikrodalga firinlarin, geleneksel firinlara gore yiyeceklerin i¢ sicakligini
daha ¢abuk arttirdigin1 gostermistir. Bu gelismelerden sonra, 1954 yilinda ilk ticari
mikrodalga firin evlerde kullanilmaya baslamistir (Neas ve Collins, 1988; Mingos ve

Baghurst, 1997).

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 (Gedye vd., 1986; Giguere vd., 1986). Bundan sonra pek ¢ok
organik kimyaci mikrodalga enerjisi kullaniminin sentetik reaksiyonlar iizerine olan yararl
etkilerini kullanmistir. Mikrodalga destekli organik sentez alaninda (MAOS) 3000’den fazla
makale yaymlanmistir ve bu alandaki ¢alismalar artarak devam etmektedir. (Kappe ve Stadler,
2005). Mikrodalga enerjisi kullanilarak gerceklestirilen organik reaksiyonlarla ilgili pek ¢ok
makale ve kitap yaymlanmistir (Lindstrom vd., 2001; Kappe, 2004; Loupy, 2006).

1980’lerde laboratuvarlarda kullanilmak iizere 6zel tasarlanmis endiistriyel mikrodalga
firinlarin liretimi baglamistir. Bu ¢oklu mod (multi-mode) sistemler sicaklik ve basing
sensorlii, otomatik giivenlik kontrolityle donatilmis, sikilastirilmis kapi ile kapatilmig
korozyona dayanikli celik bir kutu seklindeydi. Bu sistemler biiylik Olgekli laboratuvar
caligmalar1 i¢in idealdi fakat kiiclik oOlcekli sentetik kimya islemlerinde bazi temel
sinirlamalart vardi. Son zamanlarda, tek mod (single-mode) teknoloji ile daha birérnek
(uniform) ve yogunlastirilmis mikrodalga giicii iiretmek mimkiin hale gelmistir. Bu yeni
sistemler mikrodalga sentezde yeni kapasiteler saglayan bilimde ¢igir agabilecek kilit faktorde

ozelliklere sahiptir (Hayes, 2002; Kappe ve Dallinger, 2006).

Tekli Mod Cihazlar
Tekli mod cihazinin en ayirt edici 6zelligi, alanlarin karigimi ile sabit dalga Ornekleri

olusturma kabiliyetidir. Bu alanlar ayn1 genislikte fakat farkli salinim yonlerine sahiptirler. Bu
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ara yiiz mikrodalga enerjisinin gsiddetinin sifir oldugu noktalarda diigiim (node) diizenleri
olustururken, mikrodalga enerjisinin biiyiikliigiiniin en yiiksek oldugu noktalarda antidiiglim
(antinode) diizenleri olusturur.

Bir tekli mod cihazinin tasarimini yoneten faktor magnetrondan numunenin uzakligidir. Bu

uzaklikla sabit elektromanyetik dalga Orneginin antidiiglimiinde (antinode) numunenin

agnetron
J’J',y‘:'
My
s
= \
2

yerlestirilmis olmasin1 kesinlestirmelidir.

iy,

Sekil 3.1 Tekli mod mikrodalga cihazi (Discovery, CEM).

Tekli mod cihazlarinin avantaji yliksek 1sitma oranidir. Bunun nedeni numunenin mikrodalga
radyasyon yogunlugunun en yiiksek oldugu noktaya yerlestirilmesidir. Tekli mod cihazin
dezavantajlarindan biri  her seferinde sadece bir numune kab1 i¢in uygulama
gergeklestirilmesidir. Bu cihazlar hacmi 0,2—50 ml olan kapali kap kosullar1 (250 °C, 20 bar)
ve 150 ml ye kadar ki agik kap kosullari i¢in uygundur (Kappe, 2004).

Bu cihazlarda reaksiyon karigiminin sogutulmasi basingli hava veya 6zel bir diizenekle sivi
azot kullanilarak yapilabilir. Bu sogutma sistemi cihazin 6nemli bir 6zelligidir. Sonug olarak
cihaz daha kullanigsh olmaktadir. Tekli mod mikrodalga 1sitma donanimlar1 yaygin olarak
kiiciik miktarlardaki ilag sentezi, otomasyon ve kombinatoriyal kimya uygulamalari i¢in

kullanilmaktadir.

Coklu Mod Cihazlar

Coklu mod cihazlarin en temel 06zelli§i numuneye sabit dalga Ornegi goénderme
uygulamasindan kacginilarak {iretilmis olmalaridir. Sekil 3.2’de Coklu mod mikrodalga
cihazinin igindeki diizenek ve Milestone firmasinin MicroSYNTH c¢oklu mod mikrodalga

cihazi ve kumanda paneli gosterilmektedir.
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Sekil 3.2 Coklu mod mikrodalga cihaz1 (MicroSYNTH, Milestone).

Amag cihazin iginde olabildigince mikrodalga radyasyonunu dagitabilmektir. Ne kadar
dagitilirsa mikrodalga radyasyonu o derece yayilir ve cihazda 1sitma daha etkili gergeklesir.
Sonug olarak bir tekli mod mikrodalga cihazinin sadece bir reaksiyon kabi igerebilmesinin
aksine bir ¢oklu mod mikrodalga cihazi, ayn1 reaksiyon karisimlarindan pek ¢ogunu bir arada
icerebilir. Bu 6zellik sayesinde ¢oklu mod mikrodalga cihazi hacimli 1sitma ve kimyasal
analiz yontemleri i¢in kullanilabilir. Coklu mod cihazlarinin birgogunda, birkag litrelik
reaksiyon karisimlarinin 1sitilmasi saglanabildigi gibi bu reaksiyonlar agik ya da kapali kap
kosullarindan her hangi birisine de sahip olabilir. Giliniimiizdeki arastirmalar ile tekli ve ¢oklu
mod cihazlarinda kilolarca madde hazirlanmasina imkan saglayacak kosullarin gelistirilmesi
i¢in 6nemli sonuglar alinmstir.

Coklu mod cihazinin en 6nemli dezavantaj1 dagitilan radyasyonla 1sitilan numunelerin verimli
sekilde kontrol edilememesidir. Bu nedenle de art arda isitilan benzer ya da ayni tip

numuneler i¢in esit 1sitilma kosullart saglanmayabilir.
3.2 Mikrodalga Teorisi

Mikrodalga radyasyonu gorece diisiik manyetik spektrumda bir enerji formudur. Bu tip 1s1ma
X-ray, UV, gorliniir 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 1simasi1 X-rays, UV ve

infraredden bile diisiik frekansta oldugundan kimyasal baglar1 kiramaz, sadece dondiirebilir.

Plank kanununa goére (E :%) degerlendirme yapildiginda da goriilecektir ki madde—
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mikrodalga etkilesmesinde ki enerji degeri yaklasitk 1 J/mol degerindedir ve Brown

hareketininkinden daha azdir (Galema, 1997; Loupy, 2006).

o
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Sekil 3.3 Elektromanyetik Spektrum.

Bir mikrodalga ¢ok hizli olarak, 151k hizinda seyahat eder. Buna karsin, frekansa gore cesitli
boylardadir. Ticari mikrodalga cihazlarinda kullanilmak tizere 4 frekansa izin verilmistir. Bu
frekanslar; 915 MHz, 2450 MHz, 5800 MHz ve 22125 MHz’dir. 2450 MHz frekans1 12,2 cm
boyundadir. Bu 06l¢li uygun giris derinligindedir ve mikrodalga standart 6rnegin iginde

seyahat edebilir.

L = Elekirik lan
0 = Rlayetik ol

b = Dialgalans (2450 e 1gim 1202 e
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Sekil 3.4 Mikrodalga’nin bilesenleri.

Sekil 3.4’te de goriildiigli gibi, bir mikrodalganin iki bileseni vardir: Bunlar elektrik alan ve
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manyetik alandir. Elektrik alan dipol sahibi veya iyonlasmis durumdaki herhangi bir
molekiille etkilesebilir. Cilinkii o bir dalgadir ve elektrik alan1 sabit sekilde pozitiften negatife
ve geriye salinimdadir. Bu salimmlar molekiillerin uygun kutbunu degisen alana dogru
ayarlamas1 (¢evirmesi) sayesinde donmesine yol acarlar. Molekiiller hareket ederken, yan
tirtin olarak 1s1 veya termal enerji tiretirler. Bundan dolay1 yaygin olarak mikrodalga 1gtmasina

hizli 1s1 artist eslik eder.
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Sekil 3.5 Geleneksel 1sitma & Mikrodalga ile 1sitmanin karsilagtirmasi.

Sekil 3.5 A’da gosterilen geleneksel 1sitma yonteminde, 1sitma mantosu termal enerjiyi
reaksiyon sistemine distan 1sitma ile verir. Isitma mantosu, reaksiyon kabini 1sitir, reaksiyon
kab1 reaksiyon karigimini isitir. Bu sayede sistemin tamami 1sinabilir. Bu termal enerji

reaksiyon karigtmindan {iriinlerin elde edilmesi i¢in gerekli enerjiyi saglayacaktir.

Sekil 3.5 B’de gosterilen mikrodalgadaki enerji transfer mekanizmasi, 1sitma mantosundaki

transfer mekanizmasindan belirgin Olglide farklidir. Mikrodalga enerjisi Ornegi direkt
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aktivasyonla 1sitir. Mikrodalga ile 1sitmada 2 kazanim saglanir. 1) reaksiyon kabi yerine,
reaksiyon karigimina daha etkili 1s1 transferi ve 2) merkezdeki reaksiyon bilesenleri reaksiyon
kabinin yakinindakilerle birlikte ayn1 anda 1smirlar (Kappe, 2004). Sekilde goriilen bolgesel
asir1 1sinmalar karistirma ile giderilir ve homojen 1sinma elde edilir.

Her ¢oziicli ve kimyasal mikrodalga enerjisini farkli absorblar. Her birinin molekiilde sahip
oldugu polarlik farklidir. Bu nedenle mikrodalga alaninda daha az veya daha ¢ok etkilenirler.
Ornegin ¢ok polar bir ¢dziicii, kuvvetli dipole sahip oldugundan daha fazla dénme hareketi
yapacaktir. Diisiik polariteli bir bilesik daha az mikrodalga enerjisi absorblayacaktir. Maalesef
¢oOziicli polaritesi gercek mikrodalga absorbsiyonunu belirleyen tek faktor degildir, fakat
referans olmasi agisindan kolaylik saglar. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi ¢ogu organik
¢Oziicii absorblayici olarak 3 kategoriye ayrilir: diisiik, orta ve yiiksek absorblayicilar. Diisiik
absorblayicilar genellikle hidrokarbonlardir, yiiksek ve orta absorblayicilar ise alkoller ve su

gibi ¢ok polar bilesiklerdir.

Cizelge 3.1 Farkli Coziiciilerin Absorbsiyon Dereceleri.

Absorpsiyon Derecesi Coziiciiler

DMSO, EtOH, Propanol,
Yiksek Nitrobenzen, Formik asit,
Etilen Glikol

Su, DMF, NMP, Biitanol,
Asetonitril, HMPA, Metil Etil Keton,
Aseton ve diger ketonlar, Nitrometan,

o-Diklorbenzen, 1,2 Dikloretan,
2-Metoksietanol, Asetik Asit,
Trifluoroasetik Asit

Orta

Kloroform, Diklormetan,
Karbon Tetrakloriir, 1,4-Dioksan,
THEF, Etil Asetat, Piridin,
Trietilamin, Toluen, Benzen,
Klorobenzen, Ksilen, Pentan,
Heksan ve diger hidrokarbonlar

Diistik
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4. PEPTID SENTEZI

Peptid ve proteinlerin yer aldigi biyolojik islemler hakkinda bilgi sahibi olmak, bu islemlerin
kontrolii ve sonuglar1 bakimindan biiyiik O6nem tasimaktadir. Peptidler hiicre-hiicre
haberlesmesi, metabolizma, immiin cevap ve lireme gibi pek ¢ok biyokimyasal islemde yer
almaktadirlar (Nijkamp ve Parnham, 2005; Wnek ve Bowlin, 2008). Peptidlerin fizyolojik ve
biyokimyasal igslemlerdeki ¢ok biiyiik rolii onlarin potansiyel ilag adayr olmalarini arttirici
etkiye yol agmistir (Loupy, 2006). Son 10 yilda peptid arastirmalarinda biiyiik artis olmustur.
Peptid arastirmalart alaninda yilda ortalama 20.000 makale yayinlanmaktadir (Sewald ve

Jakubke, 2002).

4.1 Peptid Sentezi Tarihcesi

Peptid sentezinin tarihgesi 1881 yilinda Theodor Curtius’un doktora tezi (Curtius, 1882)
sirasinda ilk N- ucu korunmus dipeptid olan benzoylglycylglycine’i glisinin glimiis tuzunu
benzoil klorid ile reaksiyona sokarak elde etmesi ile baslar. Yine ayni tarihlerde Emil
Fischer’inde (Fischer ve Fourneau, 1901) peptid sentezi calismalar1 vardir (Fields, 1997;
David ve Margaret, 2002; Kimmerlin ve Seebach, 2005).

0 O O
0 E\/lk CO,H
2H2N\/lk + 2 a —~ N/w( o t + 2AgCl
OAg H
0]
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0 0
E\/I'k
/ ( o
uN Ny HCleone C1H3N/\[( OH
y
0
0

B
Sekil 4.1 A Theodor Curtius’un ¢alismasi, B Emil Fischer in ¢aligmasi.

Sonraki yillarda 6zellikle organik kimyacilarin peptid sentezine ilgisi devam etmistir. 1932
yilinda Na koruma grubu olan Benziloksikarbonil (Z, Cbz) gelistirilmistir (Bergmann ve

Zervas, 1932). 1953 yilinda du Vigneaud halkali bir peptid olan oxytocin hormonunu
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sentezlemistir. (du Vigneaud vd., 1953). Bu c¢alismast ile du Vigneaud 1955 yilinda Nobel
Kimya 6diiliine layik goriilmiistiir.

1962 yilina kadar peptid sentezi ¢ozelti fazinda gergeklestirilmekteydi. 1962 yilinda Bruce
Merrifield Kati fazda peptid sentezi (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS) metodunu
gelistirmis  (Merrifield, 1962) ve 1963 yilinda yaynlamistir (Merrifield, 1963). Bu
calismasiyla 1984 yilinda Nobel Kimya o6diiliine layik gorilmiistiir (Merrifield, 1984).
Merrifield ayn1 zamanda ilk yar1 otomatik peptid sentez cihazini da gelistiren kisidir (Jakubke
ve Sewald, 2008).

Peptid sentezi geleneksel olarak iki kategoride toplanir. Bunlardan biri klasik Cozelti yontemi,
digeri ise, kat1 faz yontemleridir. Klasik metotlar, 20. yy. bagindan bu yana kullanilmakta olan
bir yontemdir. Son yillarda ¢6zelti yontemi ile kisa peptid dizilerinin sentezi ilag sektoriindeki
Oonemini korusa bile SPPS yontemi ile peptid sentezi (6zellikle uzun peptid dizilerinde)
yayginlagsmistir (Jakubke ve Sewald, 2008).

SPPS’nin prensibi oldukga basittir. Biiyliyen zincir (peptid veya bagka tiir bir oligomer
olabilir) stabil ve kat1 bir parcacik (kati1 faz, recine) lizerine tutturulur. Ve sentez siiresi
boyunca bu regine iizerinde baglh kalir. Sentez sirasinda diger ¢oziinebilen kimyasallar
filtrasyon ve yikama ile uzaklastirilirlar. En son asamada istenilen iiriin kati fazdan ayrilir.
Saflagtirma ve karakterizasyon islemleri istenilen iirlinlin serbest ¢ozeltisi icinde devam
ettirilir (Atherton ve Sheppard, 1989).

SPPS’de kati faz olarak genellikle yaklagik 100-200 mesh (150-75 pm) boyutlarinda
polistiren recine kullanilmakta ve peptid zinciri bu regine iizerinde amino asitlerin birbirlerine
eklenmesi ile uzamaktadir. Yine bu metotta amino asit yan zincirleri (R) ve amino asitlerin N-
uclar1 koruma gruplari 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 kullanilmas1 biiyiik bir gelismeye neden olmustur. Ilk
gelistirilen ve bugiin bile yaygin olarak kullanilan koruma grubu Benziloksikarbonil (veya
Cbz)’dir (Bergmann ve Zervas, 1932). 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 (McKay ve Albertson, 1957).
TFA ¢ok giiclii bir kimyasaldir ve havadaki buharlari, saglik icin tehlikeli bir kimyasal olan
HF’1 olusturur (Dikshith, 2008).

Bu zorluklar daha kolay wuzaklagtirilabilen bir No koruma grubu olan Fmoc (9-
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Fluorenylmethoxycarbonyl) koruma grubunun peptid sentezinde kullanilmasi ile bir dlgiide
giderilmistir (Carpino ve Han, 1972). Fmoc koruma grubu baza karst duyarli oldugundan

piperidin, piperazin gibi bazlarla kolayca uzaklastirilabilir.

)\ 0 ’
S
Boc Fmoc
tert-Biitoksikarbonil Fluorenyl-9-methoxycarbonyl

Sekil 4.2 Boc ve Fmoc Na koruma gruplari.

4.2 Amino asitlerin Adlandirilmasi

Peptidler amino asitlerin kondenzasyonla birlesmesi ile olustuklarindan, amino asitlerin
adlandirilmas1 ve Ozelliklerinin bilinmesi peptidler hakkinda bilgi sahibi olmak agisindan

Onemlidir.

“Amino asit” terimi genellikle aminoalkanoik asit ifadesi yerine kullanilir ve Sekil 4.3 teki
gibi gosterilir. Bu gosterimde n=1 i¢in a-amino asitler ve n=2 i¢in 3-amino asitler elde edilir.

Sekil 4.3°te R' ve R?, amino asit yapisinda bulunabilen yan gruplari temsil etmektedir.

- ) -
H;N—(CR R"),—CO,
Sekil 4.3 Amino asitlerin genel formiil gosterimi.

Amino asitlerin ve peptidlerin adlandirilmas1 1983°’te Uluslararas1 Biyokimya Birligi
(International Union of Biochemistry) tarafindan kabul edilen adlandirma ve semboller
kurallar ¢ercevesinde yapilir. (IUPAC-IUB, 1984). Genelde amino asitler yaygin isimleri ile

adlandirilirlar. Amino asitler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1’de de goriildiigii gibi aminoasitlerin adlandirilmasinda 3 harfli ve 1 harfli
kisaltmalar kullanilmaktadir. Bu kisaltmalar sayesinde uzun peptid / protein dizileri

karisikliktan uzak bir sekilde yazilabilmektedir.
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Cizelge 4.1 Amino asitlerin sistematik isimleri ve kisaltmalari.

Genel Isim Ug Harf | Bir Harf Sistematik Isim
Alanine Ala A 2-Aminopropanoic acid
Arginine Arg R 2-Amino-5-guanidinopentanoic acid
Asparagine Asn N 2-Amino-3-carbamoylpropanoic acid
Aspartic acid Asp D 2-Aminobutanedioic acid
Cysteine Cys C 2-Amino-3-mercaptopropanoic acid
Glutamine Gln Q 2-Amino-4-carbamoylbutanoic acid
Glutamic acid Glu E 2-Aminopentanedioic acid
Glycine Gly G Aminoethanoic acid
Histidine His H 2-Amino-3-(1H-imidazol-4-yl)propanoic acid
Isoleucine Ile I 2-Amino-3-methylpentanoic acid
Leucine Leu L 2-Amino-4-methylpentanoic acid
Lysine Lys K 2,6-Diaminohexanoic acid
Methionine Met M 2-Amino-4-(methylthio)butanoic acid
Phenylalanine Phe F 2-Amino-3-phenylpropanoic acid
Proline Pro P Pyrrolidine-2-carboxylic acid
Serine Ser S 2-Amino-3-hydroxypropanoic acid
Threonine Thr T 2-Amino-3-hydroxybutanoic acid
Tryptophan Trp W 2-Amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoic acid
Tyrosine Tyr Y 2-Amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoic acid
Valine Val \'% 2-Amino-3-methylbutanoic acid
Asp veya Asn Asx B
Glu veya Gln Glx Z
Ile veya Leu Xle J
Belirsiz Xaa X

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

saglanir.
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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 olduklari 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 ve ¢ogunlukla bu terim kullanilir.
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Tlﬁli'i [ LR (‘JOO (‘JOO (|300
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Sekil 4.4 Amino asitlerin toplu halde sematik gosterimi.

4.3 Peptid tanimi ve adlandirilmasi

Polimer kimyasinin dili ile polipeptidler 2 veya daha fazla farkli amino asidin
kopolimeri veya diizensiz poli(amid)ler’dir. Genel olarak H—[NH—CR;R,—CO—],,OH
seklinde gosterilirler (Barrett ve Elmore, 2004). Peptid kelimesini ilk kez Emil Fischer
kullanmistir (Nispen, 1987). Amino asitler arasindaki peptid baglar1 amid bagindan olusur
(Sekil 3.5’te C=0 ile N arasindaki bag). Peptid bagi, karbonil ve amin fonksiyonel gruplari
arasinda olustugundan amid bagidir. Peptid bagi olusumunda ortamdan 1 mol su ayrilir (Sekil

4.5) (Pauling, 1950; Garret ve Grisham, 1996).
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Sekil 4.5 Peptid bagiin olusumu.

H H O
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Glisilglisin dipeptidi

C-N: 133 A
N-C: 1,472 A 1

Sekil 4.6 Peptid baginin ve bag uzunluklarinin Glisilglisin di peptidinde gosterimi

Peptid bagi rezonanstan dolay: ¢ift bag karakteri tagir ve bag uzunlugu (C-N 1.33 A), sp’
hibritlesmis karbonla azotun yaptigi bagdan (1,45 A) daha kisadir. Peptid bagmin ¢ift bag
karakterinden dolay1 bu baga katilan atomlar ayn1 diizlemdedirler.

Peptidlerin adlandirilmasinda da bazi temel kurallar vardir. Amino asitlerin peptid bagi ile bir
araya gelmesi ile peptidler olusur. Iki aminoasidin (aa) bir araya gelmesi ile dipeptid, ii¢ aa’in
biraya gelmesi ile tripeptid yapilari olusur. Sekil 4.6 ‘da bir di peptid olan glisilglisin
gosterilmektedir. Olusan bu peptidlerin adlandirilmasi da standart hale getirilmelidir. Bu

standarda gore peptid dizisi yazilirken dizinin amino ucu (N- ucu) SOLDA ve karboksil ucu
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(C- ucu) SAGDA olacak sekilde yazilir.

Amino (N) ucu Karboksil (C) ucu

AN
WDRHKQRIIAPAKQLQ

Sekil 4.7 Bir peptid dizisinde N- ve C- uglarinin gosterimi.

4.4 Amino asitlerin ve peptidlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Amino asitlerin fizikokimyasal 6zellikleri asagida siralanan maddelere gore belirlenir

(a) 0-14 pH araliginda bulunan gruplara (amino, karboksil, tiol, fenolik hidroksi, guanidino ve
amidazole),

(b) hidrofobik gruplarin (alkil, aril ve indol) varlig1 veya yokluguna,

(c) notral hidrofilik gruplarin (alifatik hidroksi ve yan zincirdeki amid gruplari) varligi veya

yokluguna baghdir.

Peptidlerin 6zellikleri de ayn1 faktorlere baghdir. Fakat hatirlanmalidir ki n amino asit igeren
bir diiz (lineer) peptidde her durumda 1 adet amino ucu ve 1 adet karboksil ucu

bulunmaktadir.

4.5 Peptid Sentezinin Mekanizmasi

Kat1 halde peptid sentezini gerceklestirebilmek i¢in kati hal olan recineye ihtiya¢ vardir.
Recine, tlizerinde ilk amino asidin baglanabilecegi aktif gruplar tasiyan kiiresel formda bir
polimer yumagidir. Genelde bu kiirenin ¢ap1 100-200 mesh (150-75 pum) 6l¢iisii civarindadir.
Regine tizerindeki aktif gruplarin sayisi (substitution) sentezlenecek peptidin teorik verimini
hesaplamada ve bu sentez i¢in gerekli kimyasallarin (korumanin kaldirilmasi, aktivasyon,

baglanma) miktarini belirlemede 6nemlidir.

SPPS de kullanilan kati faz, kimyasal olarak inert, mekanik olarak saglam, kullanilan
solventlerde hi¢bir sekilde ¢oziinmeyen ve kolayca filtre edilebilir olmalidir. Kuru resin
tanecikleri peptid sentezinde kullanilan solventlerle (DCM, DMF, vb.) 5-6 kat biiytikliiklerine

kadar sisme 6zelligine sahip olmalidirlar.

Recine materyaline ilk amino asidin baglanabilmesi i¢in kimyasal fonksiyonel grup igeren
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linker ad1 verilen kimyasal yapilar baglanir.

OMe NH., Me NH,
MeO o MO Q 0 O/\O

1: Rink amide resin 2: Pal resin 3: Sieber resin
X OMe
o o H 14 /)0
/\/\"/NO
0 v J
4: X =H, Wang resin 6: HMPB resin 7: X = H, Trityl chloride resin
5: X = OMe, Sasrin resin 8: X =Cl, 2-Chlorotntyl chloride resin

Sekil 4.8 Peptid sentezinde kullanilan regine tiirleri.

Sekil 4.8°de 1, 2, 3 numarali regineler amid tiirii sentezde, 4 (Wang, 1973), 5, 6, 7, 8 numarali
recineler ise asit tiirii sentezde kullanilan reginelerdir (Howl, 2005). Amid tiirii 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 rec¢ine {izerine ilk amino

asidin baglanmasi i¢in kullanilir.

Yiiklenmis recine kullanmak daha avantajlidir. Ciinkii yiiklenmis recinelerde dizinin ilk
amino asidi recine iizerinde bulunmakta ve SPPS ile bu amino asidi eklemek miimkiin
olmamaktadir. Regine {izerine ilk amino asidin eklenmesi i¢in 0zel prosediirler

uygulanmaktadir (Atherton ve Sheppard, 1989).

o
e e o

Sekil 4.9 Fmoc korumali Ala amino asidi yiiklenmis Wang Reginesi.
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Yiiklii reginelerde kendi aralarinda farklilik gosterirler.

a) Az yukli (Lower loaded)

b) Cok yiiklii (Higher loaded)
Yiiklemeden kaynaklanan bu 6zellik sentez i¢in ¢ok Onemlidir. Cilinkii ¢ok yiikli 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.

\

’)(_M

Sekil 4.10 Sentez sirasinda regine lizerinde peptid zincirinin durumu.

Kat1 halde peptid sentezi temelde 3 asamadan olusur. Korumanin kaldirilmasi (Deprotection),
karboksil grubunun aktive edilmesi (Activation), peptid baginin olusmasi (Coupling). Bu
islemler bir dongii 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.

Korumanin kaldinlmasi

Sentez

déngisi

Baglanma

Sekil 4.11 Peptid sentezi dongiisii.
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Sekil 4.12 SPPS’nin akim semasi (Howl, 2005).
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Sekil 4.13 Fmoc gubunun piperidinle eliminasyon mekanizmas.

Dizideki peptidler sirastyla; serin (ter-biitil eter korumali), lizin (e-O tert-biitil carbamate
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korumali), glisin (tert-biitil eter korumali)’dir. Fmoc grubunun, yan zincir korumali bir ti¢li
peptidin N- ucundan, E1,, reaksiyonuna gore eliminasyonu Sekil 4.13’te gosterildigi gibidir

(Bruckner, 2002). El., reaksiyonu 2 asamalidir ve ara iiriinii bir karbanyondur (Smith ve

March, 2001).

Peptid sentezinin basarisi, gegici (Fmoc, t-Boc) ve kalici (yan zincir koruma gruplari) koruma
gruplarmin diizenlenmesi ile peptid zincirinin uzamasi i¢in secilen aktivatorlerin etkinligine

baghdir. Zaman iginde yeni aktivatorlerin gelistirilmesi ile aktivator etkinligi arttirilmistir

(Albericio vd., 1998).

\ Karbodiimidler
O 4
N=C=N N=C=N / N=C=N
DCC EDC DIC
Baglanma ajanlari
(l)H Cl)H 0
N OH
N N I
N A N NS N//N
HOBt HOAt HODhbt
Fosfonyum reaktanlari \ Uronyum reaktanlar
NM PO
e
;o XN
O—P—NMe, | N
X [ NMe, XN
an X
| N NN
N 7, o N N
N pr0 |

X=CBOP X=N AOP

-

N

o
PF, @)
0O—P—N
X AN
o’ N\
| N
X N

X=C PyBOP X=N PyAOP

AN

X=C HBPyU X=N HAPyU

Sekil 4.14 Peptid sentezinde kullanilan aktivatorler.
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Sekil 4.15 Peptid sentezinin aktivasyon ve baglanma agamalarinin mekanizmasi.

Karbonil grubunun aktivasyonu karbodiimidler ile yapilabildigi gibi yeni gelistirilen
Uronyum ve Fosfonyum tiirii aktivatorlerle de yapilabilir. Giiniimiizde bu yeni tiirdeki
aktivatorler, rasemizasyona daha az yol agtiklar1 i¢in tercih edilmektedirler (Sewald ve
Jakubke, 2002). Sekil 4.15°’te HBTU ile yapilan aktivasyon ve baglanma reaksiyonlari

gosterilmektedir.
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karbamik asit

o] L

Sekil 4.16 Peptid sentezinde yan zincir koruma gruplarinin TFA ile eliminasyonunun
mekanizmasi.

Karbamik asitten bir mol CO, ayrilmasi ile peptid molekiilii son halini alir. Reaksiyon El

reaksiyonudur ve karbokatyon {izerinden yiiriir (Bruckner, 2002). Sekil 4.16’da C- ucundaki
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amino asit olan glisin tersiyer biitil eter korumali olarak gosterilmistir. Daha genis kapsamda

diistintirsek TFA ile kirma “cleavage” islemi ile peptid dizisi re¢ineden de ayrilir.

Side chain
protecting groups,
cleavage with
TFA
W 2
o x’f
o | prs H | ~
:.--"‘-_\ ..{U \"__-|'-\.'_" M. .’G S | l
L 0 0 N TN T
..-"}-'-'.-_h. !_l H 0 H o O
O
# o 1
“H™
: J Hesin linker,
e cleavages with
Fmoc daprotaction TFA
with pipendine

Sekil 4.17 Peptid sentezinde gegici ve kalic1 koruma gruplarinin eliminasyonu (Kimmerlin ve
Seebach, 2005).

Sekil 4.17'de gosterildigi gibi baglayicinin peptide baglandigi kisim kimyasal olarak yan
zincir koruma grubunun ki ile aynidir ve TFA etkisi ile peptid regineden bu yolla ayrilir.

Kirma iglemi sirasinda meydana gelen katyonik iiriinlerin, yan zincirleri elektronca zengin
Trp, Tyr ve Met gibi amino asitlere atak etmesini engellemek i¢in “scavenger” adi verilen
EDT, fenol, thioanisol vb. gibi ek maddeler kirma kokteyli ortamina eklenir. Bu maddeler
genelde yumusak (soft) niikleofildirler (Jones, 1997). Scavenger’larin eklenmesinde dizide
yer alan amino asitler dikkate alinmalidir. Ornegin dizide Trp amino asidi oldugunda EDT

eklemek Trp’yi oksidasyona kars1 biiyiik 6l¢iide koruyacaktir (Grant, 1992).

4.6 Peptid Sentezinde Mikrodalga Kullanimi

Peptid sentezinde mikrodalga kullanimi ilk kez 1992 yilinda yapilan bir ¢aligma ile olmugtur.
(Yu vd., 1992). Bu ¢alismada ev tipi bir mikrodalga firin ¢esitli modifikasyonlarla sentez
yapilabilir duruma doniistiiriilmiistiir. Sekil 4.18’de ilk mikrodalga destekli kati-faz peptid
sentezinin yapildigi ev tipi mikrodalga firin (Yu vd., 1992) ve gliniimiizde kullanilan otomatik

mikrodalga destekli peptid sentezleyicilerden biri (Libery, CEM) gosterilmistir.
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For suction
or N,
N o=

a b

Sekil 4.18 a) Mikrodalga firin ve 6zel yapim kati-faz reaksiyon kab1 (Yu vd., 1992).
b) Otomatik mikrodalga (tekli mod) destekli peptid sentezleyici (Libery, CEM).

Bilindigi gibi mikrodalga firinlar ¢oklu mod 6zelligindedir. Bu tip ¢oklu mod cihazlarda sicak
noktalar olugabildiginden homojen bir enerji dagilimi1 s6z konusu olamaz. Fakat tekli mod
cihazlar mikrodalga enerjisini bir noktaya yonelttiginden mikrodalga iletimi yoniinden daha

etkindirler.

Peptid sentezinde siirekli olarak mikrodalga enerjisi verilmemekte, sadece reaksiyon sirasinda
belirlenen siirelerde veya belirlenen sicakliga ulasilana kadar verilmektedir. Mikrodalganin
dipol etkilesimlerden kaynaklanan titrestirme ozelligi peptid sentezinde Onemli etkinlige
sahiptir. Mikrodalganin titrestirme oOzelligi sayesinde regine flizerinde biiyiiyen peptid
zincirinde meydana gelebilecek bir problem olan zincirlerin girisimi ‘“‘agregasyon”
engellenmis olur. Siklikla uzun peptid dizilerinde karsilasilan zincir girisimi dizide, eksik
amino asit eklenmesi “deletion” gibi hasarlara yol acar. Sentez sirasinda eksik amino asit

eklenmesi sonug Uriinii direkt olarak etkiler.
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a) mikrodalga uygulanmazken b) mikrodalga uygulanirken

Sekil 4.19 Mikrodalganin regine lizerindeki peptid zincirine etkisi.

Liberty mikrodalga destekli peptid sentezleyicide peptid sentezi Sekil 4.20°de gosterilen
reaksiyon kabinda gerceklestirilir. Reaksiyon kabi Liberty sisteminin bir parcasi olan
Discovery mikrodalga iinitesinin ortasinda yer alir. Sistemde her tiirlii ekleme, filtrasyon vb.

islemler inert gazla yapilir.

_ Fineroptic
Temperature Probe

Spray H

3]
-]
=

Resin Transfer Tube ——mHr—

Sekil 4.20 Liberty mikrodalga peptid sentezleyicide reaksiyon kabi.

Reaksiyon kabina re¢ine hari¢ her tiir kimyasal “spray head” kismindan inert gaz yardimiyla
otomatik olarak eklenir. Re¢ine uygun sekilde sisirildikten sonra bir falkon tiip i¢inde cihaza

yerlestirilir. Re¢inenin reaksiyon kabina transferi “resin transfer tube” yolu ile yapilir. Sentez



69

sirasinda karistirma saglamak amaciyla reaksiyon kabina “drain” kismindan kabarciklar
verilir. Sentezde mikrodalga siirekli uygulanmamakta belirli sicaklik araliginda
uygulanmaktadir. Bu sicaklik aralig1 ve siirest;

Fmoc grubunun kaldirilmasi ig¢in; 55 W, maksimum 45 °C toplam 2 dakika siireyle ve
Baglanma (Coupling) i¢in; 25 W, maksimum 75 °C toplam 3 dakika siireyle seklindedir.
Sicaklik degisimi fiber optik prob ile anlik olarak izlenmekte ve kaydedilmektedir.

Sentez dongilisli sonrasinda reaksiyon kabi igerigi filtre kismindan siiziilerek “drain” yolu ile
atiga gonderilir. Sentez dongiisii bittiginde recine “resin transfer tube” ile reaksiyon kabindan
baslangicta sisteme yerlestirildigi kisma transfer edilir. Reaksiyon kabinda gergeklesen

islemler 6zetle bunlardir.

4.7 Sentezlenen Peptid Dizileri

Bu doktora tezi kapsaminda 3 farkli viral hastaliga ait toplam 7 adet farkli peptid dizisi
mikrodalga destekli kat1 hal peptid sentez cihazi ile (CEM, Liberty) sentezlenmis ve LC-MS
ile karakterize edilmistir. Bu analizlerin yan1 sira FT-IR ve aminoasit analizori ile de analizler
yapilmustir. Bu peptid dizilerinden en uzunu 28 amino asitli VP1 135-161b dizisi, en kisasi ise

10 amino asitlik Melanoma 155-163 dizisidir.

Peptidler Fmoc SPPS metodu ile mikrodalga destekli olarak sentezlenmistir. C- ucunda
bulunan amino asit Wang Recine iizerinde yiiklenmis olarak alinmistir. Fmoc grubunun
kaldirilmas: i¢in DMF iginde %20 piperidin ¢ozeltisi kullanilmistir. Aktivatér olarak
HBTU/HOBLt karisimi, aktivator baz olarak DIEA/NMP karisimi kullanilmistir.

Mikrodalga uygulamast;
Fmoc grubunun kaldirilmasi i¢in; 55 W, maksimum 45 °C toplam 2 dakika siireyle.
Coupling; 25 W, maksimum 75 °C toplam 3 dakika siireyle

uygulanmustir.

Sentezin sonraki asamasi olan kirma islemi i¢in regine lizerindeki peptid DCM/DMF ile
yikanmis daha sonra kurutulmus ve kirma islemine hazir hale getirilmistir.
Kirma islemi reg¢ine iizerindeki peptidin TFA/EDT/Thioanisol/Su/Fenol karisimindan olusan

kirma kokteylinde 1,5-2 saat ¢alkalanir vaziyette birakilmasi ile yapilmistir.
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Sentezi yapilan peptid dizileri ve teorik mol kiitleleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir:

Cizelge 4.2 Sentezi yapilan peptid dizileri ve teorik mol kiitleleri.

Teorik mol kiitlesi

Dizinin Ad1 Peptid dizisi o/mol
VP1 135-161a SKYSTTGERTRGDLGALAARVATQLPA 2791,15
VP1 135-161b WSKYSTTGERTRGDLGALAARVATQLPA 2977,23
VP1 200-213 WDRHKQRIIAPAKQLG 1917,24
VP1 40-60 WVKINNTSPTHVIDLMQTHQHG 2556,88
HA 91-108 WSKAFSNCYPYDVPDYASL 2226,47
NP 55-69 WRLIQNSLTIERMVLSA 2030,43
Melanoma 155-163 | WQLSLLMWIT 1290,59

Bu dizilerden VP1 40-60, VP1 135-161, VP1 200-213 peptid dizileri Sap hastaligina (Foot-

and-mouth disease virus, FMDV) yol agan viriisiin kapsid proteinine aittir (Collen vd., 1991;

van Lierop vd., 1995; Du vd., 2007; Greenwood vd., 2008). Bu dizilerden VP1 135-161b,

VP1 200-213 ve VP1 40-60 peptid dizilerinin N- ucuna fluoresans analizleri i¢in Trp

aminoasidi eklenmisgtir.

HA 91-108 ve NP 55-69 peptid dizileri influenza peptidleridir (Yedidia ve Arnon, 1997;

Arnon ve Yedidia, 2003). Bu peptid dizilerinin de N- ucuna fluoresans analizleri i¢in Trp

aminoasidi eklenmistir.

Melanoma 155-163 peptid dizisi bir deri hastalii olan Melanoma hastaligina yol agan
viriisiin kapsid peptididir (Loftus vd., 1998; Khleif, 2004). Peptid dizisinin N- ucuna

fluoresans analizleri i¢in Trp aminoasidi eklenmistir.
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5. BIYOKONJUGAT SENTEZi

Biyokonjugat, biyolojik kaynaktan ve farkli bir kaynaktan gelen molekiillerin bir araya
gelmesi ile olusan molekiiler yapidir. Konjugasyon islemi uygun fonksiyonel gruplari
tizerlerinde tastyan, farkli kaynaklardan gelen molekiillerin bir araya getirilmesidir.

Doganin peptidlerle dolu olmasi, agik¢a biyoaktif 6zellik tagimalar1 ve biyobozunur yapida
olmalar1 sentetik peptidlerin sentezi i¢in iyi nedenlerdir. Bununla birlikte peptidlerin in vivo
sartlarda tasinmasi c¢esitlilik gostermektedir. Enzimatik degradasyon peptidlerin yasam
stiresini azaltmaktadir. Bu degradasyonu engellemenin bir yolu da peptidlerin polimerlerle
konjugasyonunu yapmaktir (Larijani vd., 2006).

Bu tez kapsaminda, biyokonjugatlarin sentez amact;
a) Peptidlerin tek baslarina immiin cevap olusturmaya elverisli olmamasi (Ozbal, 2000),
b) Organizma i¢inde, peptidlerin daha uzun siire ile kalmasini saglamaktir.

Bir molekiiliin immiin cevap olusturabilmesi i¢in belli biiylikliigiin lizerinde olmas1 gereklidir.
Bu nedenle kiiciik molekiiller, Freud adjuvant Alum gibi maddelerle birlikte organizmaya
verilir. Fakat bu maddeler organizma i¢in toksik 6zellik gosterirler. Organizmanin sagligi i¢in

tasiyici olarak toksik olmayan polimerler veya proteinler kullanilir (Mustafaev, 2004).

Bu tez kapsaminda sentezlenen biyokonjugatlar polimerler ile peptidlerin kovalent

biyokonjugasyonuna dayanir.

Tezde bir yenilik olarak mikrodalga destekli organik (DMF) ortamda HBTU/HOBt

aktivatorleri varliginda biyokonjugatlar sentezlenmis ve olumlu sonuglar alinmistir.
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6. KULLANILAN OLCUM YONTEMLERI

6.1 Biiyiikliikce Ayirma Kromatografisi (BAK)

Biiytiklikce ayirma kromatografisi (BAK) (Molekiiler eleme kromatografisi (SEC), jel
filtrasyon, jel gecirgenlik ve sterik eleme kromatografisi) dolgu malzemesinin ortalama
gozenek capina bagli olarak makromolekiillerin hidrodinamik caplarina (R,) gore sadece
entropik olarak kontrol edilen bir ayirma islemidir. Bu teknikle ayirma islemi ilk olarak
Lathve ve Ruthven tarafindan tanimlanmistir. Ilerleyen yillarda farkli arastirmacilar
tarafindan cesitli alanlarda degisik amaglarla kullanilan BAK, hem sentetik polimerler hem de
biyopolimerler i¢in dogru ve giivenilir bir analiz yontemi haline gelmistir (Vijayalakshmi,

2002).

6.1.1 Ayirma Prensibi

Ideal BAK’de ayirma islemi, makromolekiillerin hidrodinamik hacimleri ve sekilleri ile sabit
fazin gbzenek biiyiikligli ve sekline bagli olarak gergeklesmektedir. Analizi yapilan
molekiiller, dolgu malzemesinin disinda kalan hacimle gozeneklerin igindeki hacimler
arasinda dagilirlar. Ayirma sirasinda belirli bir anda her bir molekiil tiiriintin belli bir kismi1
gozeneklerin i¢inde bulunur. Molekiill ne kadar kiiciik ise gozenek icerisinde o kadar ¢ok
molekiil bulunur (biliylik molekiillerin tamami gézeneklerin disindadir). Biiyiik molekiiller
sterik engellemeden dolay1 gozeneklere giremezken kiigiik molekiillerin dnemli bir kismi
gozeneklere girerler. Boylece kiiciik molekiiller kolon i¢inde biiyliklere gore daha uzun siire
kalirlar. Sabit faz partikiillerinin disarisinda kalan biiyiik molekiiller ise hareketli fazla birlikte
hareket ederler. Bu sebeple biiyiik molekiiller kiiciik molekiillerden daha 6nce kolondan

cikarlar (Vijayalakshmi, 2002).
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Sekil 6.1 BAK’de ayirma mekanizmasi (Lough ve Wainer, 1992).

Secicilik terimi ayirma derecesini ya da bir numune i¢indeki farkli molekiiller arasindaki
alikonma zamanini tanimlayan bir terimdir. BAK dolgu malzemesinin daha yiiksek segiciligi,
¢Oziinenin sekil ve boyutunu ya da dolgu malzemesinin gézeneklerinin boyut ve seklini
degistirmedikge ¢oOziicliyli degistirerek elde edilemez. Coziinen molekiillerin  alikonma
hacimleriyle (ya da alikonma hacmiyle ilgili bir fonksiyonla) boyutlar1 arasinda ¢izilen bir
grafik kolonun segiciligini gosterecektir.

Kromatografi ¢esitli maddeleri (biyolojik molekiiller, sentetik polimerler, sentetik peptidler
vb.) incelemek icin kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir. Metot bilesenlerin, 10 cm
(HPLC) ile 30 cm (GC) arasinda degisen boylarda kalibre edilmis tiiplerden olusan
kromatografik kolon icerisinden gecgerken ayrilmasi temeline dayanmaktadir ve kolonda sabit
faz olarak silika jel, ¢apraz bagli polimer gibi 6zel dolgu maddeleri bulunur (Kosarev ve
Muranov, 2003).

Biiytikliikce Ayirma Kromatografisi polimer, protein, peptid vb. bilesenlerin fiziksel
etkilesimler dogrultusunda; molekiil agirligi, boyutu ve sekli temel alinarak sivi kromatografi
ile ayrilmasinda kullanilmaktadir. Monomerik, oligomerik ya da polimerik ¢oklu bilesenli
sistemler, mikro godzeneklere sahip sabit fazda, biiyliklilkce ayirma prensibine gore
ayrilmaktadir.

Bu sekilde farkli boyutlardaki molekiillerin karisimindan olusan ¢ozeltide her bir molekiiliin
hidrodinamik ¢ap1 ve hidrodinamik hacmi birbirlerinden farkli olacaktir.

Biiytiklikce ayirma kromatografisinde UV, RI, 1s1k sagilmas1 (LS) ve viskozite dedektorleri
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kullanilabilmektedir.
Kullanilan bu dedektorlerden elde edilen verilerle Mark-Houwink egrisi ¢izilebilir. Sekil

6.2’de dedektorlerden elde edilen veriler gosterilmistir.
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Sekil 6.2 BAK’de dedektorlerden elde edilen veriler.

Yapilan analizler, Shim-Pack Diol 300 kolonda, 1.0 ml/dak akis hiziyla, 25 C° sicaklikta ve
0,01 M PBS, %0,05 NaN; pH 7 ile hazirlanan mobil fazda gerceklestirilmistir.

6.2 FT-IR Spektroskopisi

Caligmada sentezlenen maddelerin yapisal ve fonksiyonel gruplarinin 6zelliklerini incelemek

icin FT-IR Spektroskopisi kullanilmistir.

Son 40 yilda yap1 aydinlatilmasinda kullanilan yeni analiz tekniklerinin (NMR, MS, v.b.)
gelistirilmesi ile Infrared Spektrometresinin etkisi azalmis olsa da hala énemli bir rolii vardir.
Elektromanyetik spektrumun dalga boyu 0.75 pm ile 1000 um arasinda kalan bdlgeye
infrared bolgesi adi verilir. Infrared bdlgesini, yakin (0.75 pm—2.5 pm), orta (2.5 pm—15 pm)
ve uzak (15 pum—1000 um) infrared olarak tice ayrilabilir (Griffiths ve de Haseth, 2007).

Infrared absorbsiyon spektroskopisine titresim spektroskopisi de diyebiliriz Bunun sebebi
infrared 1sinlarinin  molekiiliin titresim hareketleri tarafindan absorplanmasidir. Ciinkii
infrared 1s1mas1 UV ve goriiniir bolge 1simas1 gibi elektronik gecisleri saglayacak kadar
yiiksek enerjili degildir. Ancak molekiildeki donme ve titresim diizeyleri arasindaki gecisleri

saglayabilir.
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Bir molekiiliin infrared 1s1masini absorplayabilmesi i¢in dipol momentinde bir degisim olmasi

gerekmektedir.

Modern infrared diizenekleri spektrum elde etmek icin hizli bir Fourier analizi uygular ve

Fourier transform infrared (FT-IR) spektrometreleri olarak bilinirler.

6.3 Zeta Potansiyeli ve boyut Ol¢iimii

En az bir boyutu 1 nm — 1 pm arasinda olan peptid, protein gibi kat1 bir maddenin siv1 bir
¢oziicli i¢inde ¢oziinmesiyle olusan kolloidal sisteme kolloidal siispansiyon denir. Kolloidal
sistemlerin dogalarin1 gosteren en oOnemli Ozelliklerden ikisi, partikiil boyutu ve yiizey
ozellikleridir.

Peptid, protein, polimer ¢ozeltilerinin ya da bunlarin karigimlarinin  ortalama boyut
analizlerinde Zetasizer Nano ZS cihazinda; 633 nm dalga boyunda 4,0 mV He-Ne lazer
kullanilarak 25 °C’de Foton Korelasyon Spektroskopisi YoOntemi uygulanarak Ol¢iim
yapilmaktadir. Viskozitenin 0,8872 cP ve kirilma indisinin 1,33 olarak alindigi dl¢imlerde
tim c¢ozeltiler 0,22 um’lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir. Bir korelator
tarafindan kaydedilen zaman Olglimlerinden G,(z) sagilma siddetine ait otokorelasyon
fonksiyonu bulunur, bu fonksiyona en iyi uyan 3. dereceden polinom saptanir, polinomun
katsayilarindan translasyonel difiizyon katsayis1 D ve polidispersite sabiti hesaplanir. Boyut
degeri, Stokes-Einstein denkleminden bulunur.

kT
3.rn.R

k= Boltzman Sabiti, T = Mutlak sicaklik, # = Coziicli viskozitesi (6.1)

Peptid, protein, polimer ¢oOzeltilerinin ya da bunlarin karisimlarinin Zeta Potansiyeli
analizlerinde ise Zetasizer Nano ZS cihazinda bir kapiler hiicre icerisinde Lazer Doppler
Elektroforez (LDE) teknigi uygulanarak oOl¢lim yapilmaktadir. Viskozitenin 0,8872 cP,
dielektrik sabitinin 79; f(ka)’nin 1.50 (Smoluchowski) olarak alindig1 25 °C’de ki 6l¢timlerde
tiim ¢ozeltiler 0,22 um’lik membranlardan filtre edilerek analiz edilmistir.

Caligmamizda zeta potansiyel Ol¢iimii icin pH=7’de negatif yiiklii olan VP/AA kopolimeri ve
peptid molekiilii temel alinmistir. VP/AA-peptid biyokonjugat partikiilleri ortamda bulunan
iyonlarla girdigi elektrostatik etkilesim sonucu pozitif iyonlar1 ¢ekerken negatif iyonlar1 da
iterek partikiil ylizeyinin hemen disinda, pozitif iyonlarin ylizeye siki bagl oldugu ve Stern
katmani denilen bir tabaka olusturmaktadir. Stern katmanindan sonra iyonlarin hareket

edebildigi bir difiiz bolgesi mevcuttur. Difliz bolgesinde; hayali olarak var oldugu diisiiniilen
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bir Kayma diizlemi vardir ve bu diizlemin icinde kalan pozitif iyonlar, partikiille birlikte
hareket etmeye zorlanirken, disinda kalanlar ise bagimsiz olarak hareket edebilmektedirler.
Molekiiliin Stern katmanindaki elektrik potansiyeline Stern potansiyeli, kayma diizlemindeki
elektrik potansiyeline ise Zeta Potansiyeli denmektedir ve Zeta Potansiyeli Henry
denkleminden hesaplanmaktadir.

eleltrike cift

et tabaloas
negatif yiikli s " UE _ 28Z3f(ka) (62)
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Sekil 6.3 Negatif yiiklii partikiiliin zeta potansiyeli (Zetasizer Nano Series User Manual).

6.4 LC-MS

Caligmada sentezlenen peptidlerin molekiil agirligini ve safligini tayin etmek iizere LC-ESI-

MS sistemi kullanilmistir.

LC-MS temel olarak HPLC ile MS’in birlikte kullanildigi bir sistemdir. LC-MS 1970’lerde
kullanilmaya baglanilmistir (Niessen ve Tinke, 1995; Pramanik vd., 2002; Niessen, 2006), ve
giiniimiizde biyolojik maddelerin analizinde en ¢ok basvurulan laboratuvar cihazlarindan
biridir. Bunun altinda yatan sebep diigiik konsantrasyonlarda analize imkan vermesi, yapisal
analizi olanakli kilmasi, otomatik olarak kullanilabilmesidir. LC-MS ile fizyolojik sivilarin,
ilag etkilesimlerinin incelenmesi, proteinlerin ve peptidlerin yap1 analizleri yapilabilmektedir.
HPLC, kiitle spektrometresine baglandiginda, kolondan bir¢ok bilesen ¢ikarken her birinin
kiitle spektrumu ayni anda alinabilir. Bazi durumlarda, eger Olgiimler yeterli dogrulukla

yapilirsa, protein veya peptidin hangi protein veya peptid oldugu saptanabilir.
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Kiitle spektrometresinde aslinda molekiilin kiitlesi degil, kiitle/yiikk (m/z) orani tayin
edilmektedir. Kiitle spektrumu ise iyon miktariyla m/z arasinda cizilen bir grafiktir.
Molekiiliin yiike sahip olmasi icin iyonlastirilmasi gerekmektedir ve bu islem gaz fazinda
gerceklestirilir. LC-MS cihaz1 4 temel kisimdan olusmaktadir. Bu kisimlar sirastyla HPLC,

iyonlastiric, kiitle analizorii ve dedektordiir.

6.4.1 Tyonlastirma

MS’teki en onemli basamak analitlerin gaz fazindaki iyonlara doniistiiriildiigii iyonlastirma
islemidir. Cogu iyonlastirma islemi genelde iki basamaklidir: Once drnek gaz hale getirilir ve
sonra iyonlagtirilir. Cogu biyolojik 6rnek yiiksek molekiil agirligina sahip oldugu icin gaz
hale doniistiiriilmeleri olduk¢a zordur. Son yillarda yapilan calismalarda biiyiikk ve ugucu
olmayan molekiillerin ¢ogu gaz fazindaki iyonlara g¢evirecek yeni iyonlastirma teknikleri
gelistirilmistir (Montaudo ve Lattimer, 2002). Bu tekniklerden en Onemlileri elektrosprey
iyonlagtirma (ESI) ve matriks destekli lazer dezorpsiyon iyonlastirma (MALDI)
yontemleridir. Bu yontemler atmosferik basing kimyasal iyonlastirma (APCI) ve atmosferik
basing foto-iyonlastirma (APPI) tekniklerinin gelismesini saglamistir. Genellikle ESI, APPI
ve APCI'ye gore daha duyarhidir (Kromidas, 2005). ESI, APCI ve APPI tekniklerinin
kullanildiklart alanlar Sekil 6.4’te goriilmektedir.

10"’

10"

lMolekol Kitlesi

Apoalar Qe polar Cook polar

Sekil 6.4 Iyonlastirma tekniklerinin kullanilmaya uygun oldugu molekiillerin polarite ve

molekiil agirligi araliklari.
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6.4.1.1 Elektrosprey iyonlastirma (ESI)

[k olarak 1984’te kullanilmaya baslanmustir (Yamashita ve Fenn, 1984). Bu ydntemin
gelistirilmesi biiylik bir yenilik olmus, John B. Fenn ve Koichi Tanaka biiyiik biyolojik
molekiillerin analizlerinde ESI ve desorption iyonizasyon yontemlerini gelistirdikleri igin

2002 yilinda Nobel Kimya 6diiliinii paylasmislardir (Smith, 2004).

Bu yontemde, ¢ozelti i¢indeki analit 0,5-4,5 kV voltaj uygulanmis bir kapiler vasitasiyla
atmosferik basing altindaki odaciga piiskiirtiilerek iyonlastirilir. Cozelti i¢ine Ornegin
iyonlagsmasini saglamak i¢in TFA, Formik asit gibi kimyasallar eklenir. Piiskiirtme N, vb. bir
inert gazla yapilmaktadir. Kullanilan kapilerin ¢apina bagli olarak uygulanan voltaj degeri
degismektedir. Piiskiirtiilen sivi, yiikkli damlaciklardan olusan bir aerosol halini alir. Yiikli
damlaciklar uygulanan voltaja gore (+) veya (-) yiikklenmis analit ve ¢oziicii molekiillerini
igerirler. Iyonlar ¢dziicii molekiillerinden ayrilarak vakumla birlikte kiitle analizériine giderler

(Kebarle ve Tang, 1993; Gaskell, 1997).

Selam Fume lLrhr-mrakssilar Tuibeaa rrslecula
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Sekil 6.5 ESI'nin ¢aligma sistemi.
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Sekil 6.6 ESI de damlalardan iyon olugumu.

Biyolojik molekiillerin iyonlagmasini saglayan, iizerlerindeki fonksiyonel gruplardir. Bu
gruplardan proton koparak veya bu gruplara proton katilarak molekiil iyonlasir. Proteinler,
peptidler, oligoniikleotidler ve diger biyolojik molekiiller tlizerlerindeki bir¢ok fonksiyonel
gruptan iyonlasabilirler, bu sebeple molekiil agirligi dogrudan bulunamaz. Molekiillerin ¢ok
sayida yiiklenmesi molekiil agirligint bulmay1 giiclestirse de ESI yonteminin birgok avantaji
bulunmaktadir. Cok yiiksek molekiil agirligina sahip molekiiller bu yontemle analiz edilebilir,
cok biiylikk molekiiller iyonlagtirilabilir, ayrica kovalent olmayan baglarla baglanmig
biyomakromolekiiler kompleksler yine bu yontemle incelenebilir. HPLC yontemi i¢in de
uygun bir iyonlagtirma yontemidir. ESI’nin 6nemli bir dezavantaji ¢ozeltide kullanilan tuz
miktar1 arttikca analit molekiillerinin iyonlasmasi zorlagsmaktadir. Analit molekiillerinin

yiiksek konsantrasyonlarinda da iyonlasma zorlagsmaktadir.

6.4.2 Kiitle Analizorleri

Farkli tipteki kiitle analizorleri farkli yontemler kullanarak iyonlar1 6l¢gmektedir. Cogu analitik
Olclimde, bahsedilmesi gereken iki 6nemli nokta bulunmaktadir: dogruluk ve kesinlik. MS

cihazinda dl¢limiin kesinligi rezoliisyona (iki pikin birbirinden ayrilmasi) baglidir.

Giliniimiizde kullanimda olan bes temel kiitle analizorii bulunmaktadir. Bunlar iki grupta



80

toplanabilir: yollu analizorler ve tuzakli analizorler. Yollu analizérlerde iyonlar iyon
kaynagin1 bir 151n demetiyle terk ederler ve analizérde ilerleyerek dedektore ulasirlar. Tuzakli
analizorlerde ise, iyonlar analizorde tutulur. Iyonlar ya analizoriin i¢inde olusurlar ya da bir

iyonlagtirma kaynagindan gelirler.
Sektorler

Tiim sektor analizorler manyetik bir sektor icerirler ve bir kismi1 da elektrik sektor igerir. fyon
kaynagindan gelen iyonlar manyetik bir alanin ¢evresinde dondiiriiliirler ve alanin merkezine
gore sabit bir yaricapa sahip olurlar. Sabit bir manyetik alan kuvveti ve sabit bir hizlandirici
potansiyel i¢in sadece belirli momentum/yiik oranina sahip iyonlar manyetik alanin giris ve
cikisindaki yariklardan gegebilecektir. Manyetik sektor aslinda iyonlar1 hem momentumlarina
gore ayirmakta hem de ayni momentuma sahip iyonlar1 da yariktan gecerken agilarinda

meydana gelen farkliliklara gore ayirmaktadir (yonelim odaklanmasi).

Kiitle spektrumu manyetik alan kuvveti taranarak olusturulur. Rezoliisyonu diisiiktiir, bu
sebeple ¢ogu sektor analizorde manyetik sektdrden Once elektrik sektér bulunur. Elektrik
sektor iyonlar1 kinetik enerji/yiik oranlarmma gore ayirmaktadir. Tim iyonlarin kinetik
enerji/yiik oranlar1 aynidir ve bu sektor de iyonlara yonelin odaklanmasi yapmaktadir. Her iki
sektor de beraber kullanilarak c¢ift odaklanma yapilabilir ve c¢ok yiiksek rezoliisyon

degerlerine ulasilabilir.
Kuadrupol

Maliyeti diisiik bir analizordiir ve kullanimi kolaydir. Diger dedektorlere gore daha diisiik

voltajlarda ¢aligirlar ve sektor ve TOF analizorlere gore daha kiigiiktiirler.

Kuadrupolde kiitle ayrimi1 dinamik bir elektrik alanda iyonlarin hareketiyle gergeklesir ve
dogrudan m/z oranina baghdir. Kiitle analizi, radyo frekans (rf) voltajlarinin ve dogru akimin
(DC) uygulandigr dort silindirik ¢ubuk arasinda gergeklesir. Rf voltajinin zamanla
degismesine bagli olarak hareket esitlikleri ikinci dereceden diferansiyel denklemlerdir.
Silindirik ¢ubuklarin boyutlar1 ve rf frekans: sabit tutularak ve rf ile dc voltajlarinin siddeti

arttirtlarak farkli m/z’ye sahip iyonlar sirasiyla dedektdre gonderilir.

Kuadrupoliin fiziksel 6zelliklerine bagli olarak, analiz edilebilecek en yiiksek m/z degeri 300—
4000 arasinda degismektedir. Hassasiyeti diger analizorlere gére daha diisiiktiir. Genelde

ayirma teknikleriyle beraber kullanilan bir analizordiir.
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Kuadrupol-iyon tuzagi

Kuadrupol analizorlerine benzemektedir. Kuadrupolde iki eksende elektrik alan uygulanirken,
iyon tuzaginda ii¢ eksenden de elektrik alan uygulanir. Bu yilizden iyonda bir alanda tutulurlar.
Kuadrupol analizorde, iyonlarin kuadrupol boyunca sabit bir yoriingesi bulunmaktadir, fakat
iyon tuzaginda bu yoriinge kararsiz olmalidir. Yoriingelerini kararsiz hale getirmek igin

cihazda uygulanan rf voltaji1 arttirilir. Bu yontem 1980’lerde kesfedilebilmistir.

Kullanilan iyon tuzagi analizorler genelde kuadrupollere benzer m/z Ol¢iim araligina

sahiptirler. Ama kuadrupollere gére hassasiyetleri daha ytiksektir.

6.4.3 Peptidlerin Ters Faz Sivi Kromatografisi (RP-HPLC) ile Ayrilmasi

Ters faz (reversed phase) kromatografisi biyomolekiillerin analizi ve saflagtirilmasinda sikg¢a
kullanilan bir yontemdir. Bunun sebebi ise yontemin sahip oldugu yiiksek ¢oziintirliiktiir.
Birbirlerinden tek bir amino asit farki olan peptidler bile bu yontemle birbirlerinden
ayrilabilmektedir.

Ters faz HPLC, dogal ve sentetik peptidlerin saflastirilmasinda, enzimatik parcalanmaya
ugramis proteinlerin peptid fragmentlerinin ayrilmasinda, proteinlerin konformasyonlarinin ve

bozunma urinlerinin incelenmesinde kullanilmaktadir.

Peptid, mobil fazla kolana
girer.

Peptid, ters faz ylzeyine
adsorplanir.

Crganik cazict konsantrasyonu

- Kritik defiers ulaghifinda peptid ters faz
ylizeyinden aynlir.

Sekil 6.7 Polipeptidlerin ters faz kolon i¢erisinde mobil fazdan dolgu materyaline
adsorplanmasi ve sonra tekrar mobil faza ge¢mesi.

Kii¢iik molekiiller dagilma (partisyon) ile RP-HPLC’de ayrilirken peptidler partisyon i¢in ¢ok
biiyiiktiirler. Bunun yerine, kolona girdikten sonra hidrofobik yiizeye adsorplanirlar. Yani

peptidler hidrofobiklik derecelerine gore ayrilirlar (Aguilar, 2004). Mobil faz i¢indeki organik
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¢oziicli konsantrasyonu kritik degere ulagtiginda ise mobil faza gegerek kolonu terk ederler.
Kiiciik peptidler ise her iki mekanizmayla da kolon i¢inde ayrilmaktadir.

Peptid molekiillerinin biiylik bir kism1 mobil fazla etkilesirken molekiiliin hidrofobik “ayagi”
ters faz yiizey ile etkilesir. Ters faz HPLC tekniginde peptidlerin hidrofobik kisimlarindaki
farkliliklara gore ayirma gergeklesir. Hidrofobik kisimlardaki farkliliklar amino asit
dizisinden ve konformasyondan ileri gelmektedir.

Peptidin sabit fazdan ayrilmasini saglayacak organik ¢oziicii konsantrasyonu belli ve sabit bir
deger oldugu i¢in bu degere ulasildiginda peptid molekiillerinin tamami ayni1 anda sabit fazi
terk ederler. Peptid sabit fazdan ayrildiktan sonra ters faz ylizeyiyle ¢ok az etkilesir veya hig
etkilesmez.

Bu sebeplerden dolay1 ayirma sirasinda izokratik eliisyon pek yapilmaz. Peptidlerin ters faz
HPLC ayirmalarinda ¢ogunlukla gradient eliisyon tercih edilir ve genelde gradientin egimi
(birim zamandaki organik ¢oziicii konsantrasyon degisimi) diisiik tutulur (Stadalius vd.,

1984).

6.4.3.1 Peptidlerin Ters Faz Sivi Kromatografisi (RP-HPLC) ile Ayrilmasim Etkileyen
Faktorler

6.4.3.1.1 Kolon

HPLC adsorbent materyalleri gozenekli partikiillerdir ve etkilesim olacak yiizey genelde bu
gozeneklerin igerisindedir. Peptidlerin adsorplanip ayrilmasi i¢in oncelikle bu gozeneklere
girmeleri gerekmektedir. Giiniimiizde ¢ogu peptid ayirmasi 300 A’luk gdzenekleri olan
partikiillerle gerceklesmektedir. Molekiil kiitlesi 2000 Da’dan diisiik olan peptidler 100 A’luk
gozenekleri olan partikiillerle ayrilmaktadir.

Partikiillerin biiytikligii ise piklerin genisligini etkilemektedir. Partikiil kiigiildiik¢e piklerin
genisligi daralmaktadir.

Ters faz HPLC adsorbentleri silika matrikse hidrofobik fazin baglanmasi ile
olusturulmaktadir. Hidrofobik fazi olusturan hidrokarbon grubu genelde 4 (C4), 8 (C8) ya da
18 (C18) karbon igeren lineer bir alifatik zincirdir. C18 kolonlar genelde molekiil kiitlesi 5000
daltondan az olan peptidler i¢in tercih edilmektedir. Hidrofobik peptidler ve genelde
proteinler icin C4 kolonlar kullanilmaktadir. C8 kolonlar C18 kolonlara benzemektedir, fakat
ayirmada kiigiik degisiklikler yapmak i¢in kullanilabilir. Fenil kolonlar C4 kolonlardan daha

az hidrofobiktir ve baz1 peptidler i¢in benzersiz bir segicilik gostermektedirler.
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Kolonlarda kullanilan adsorbent partikiillerinin 6zelliklerinin peptid ayirmalarinda meydana

getirdikleri farklar Sekil 6.8’de 6zetlenmektedir.

fze lvar Hidrafebiklik, frbyer

(AT -
S EGyik Ghzenekli o
1,000 G1a )

i 100,000

Sekil 6.8 Kolonlarda kullanilan adsorbent partikiillerinin 6zellikleri.

Silika esasli HPLC kolonlarindan baska, bu kolonlarin ¢aligtirllamayacagi sartlarda
calisabilen polimer esasli kolonlar da bulunmaktadir. Ornegin polistiren-divinilbenzen

polimer ile yapilmis kolonlarda 1 M NaOH veya 1 M HCI iceren mobil fazlarla yikanabilir.

Kolonun uzunlugu diger faktorler kadar ayirmay1 etkilememektedir. Ciinkii peptidler kolonun
girisinde adsorbente tutunurlar. Bu sebeple genelde 5-15 cm’lik kolonlar kullanilmaktadir.
Kolon uzunlugu ayirmadan ¢ok ornek kapasitesi ve kolon basincini etkilemektedir. Uzun

kolonlara daha fazla 6rnek verilebilirken bu kolonlarin basinci daha yiiksek olacaktir.

Kolonun ¢ap1 da ayirmayi ¢ok fazla etkilemez. Daha ¢ok Ornek kapasitesini, dedektoriin
hassasiyetini ve solvent kullanimini etkiler. Kolon cap1 daraldik¢a mobil fazin akis hizi
diistiriiliir, daha az ¢oziicti kullanilir, dedektoriin 6l¢cim hassasiyeti artar, yani ¢ok seyreltik

ornekler dahi saptanabilir. LC-MS i¢in genelde ¢ok dar kolonlar kullanilmaktadir.

6.4.3.1.2 Mobil faz

Organik c¢oziicii kullanmanin amaci kolonda tutunmus peptidlerin mobil faza gecerek

kolondan ¢ikmalarini saglamaktir. Bunun i¢in ¢esitli ¢oziiciiler kullanilabilmektedir:

* Asetonitril: En ¢ok kullanilanlardan biridir. Toplanan fraksiyonlardan uzaklastirilmasi
kolaydir. Viskozitesi ve UV absorbsiyonu azdir.
+ Izopropanol: Genelde biiyiik ve ¢ok hidrofobik proteinlerde kullanilir. Viskozitesinin

cok yiiksek olmasi kullanim alanini azaltmistir.
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* Etanol: Sanayi tipi saflastirmalarda kullanilmaktadir. Hidrofobik ve membran
proteinlerinin ayrilmasinda kullanilir.
e Metanol ve diger coziicliler: Diger c¢oziiciilere gore daha avantajli 6zellikleri

bulunmamaktadir.
Organik ¢oziicli konsantrasyonunun yavasca arttiritlmasi daha keskin piklerin olusumunu ve
daha iyi ayirmay1 saglamaktadir.
11

45 dakika  °h°

116 dakika 10

g
180 dakika A

Sekil 6.9 Insan biiyiime hormonunun enzimatik parcalanmayla olusan fragmentlerinin
kromatogramlari.

6.4.3.1.3 lyon Cifti Ajanlar1

Iyon g¢ifti ajanlar1 (IPA) mobil fazin pH’ 11 ayarlarlar ve peptidle etkileserek ayirmanin daha
iyl olmasini saglarlar. IPA olarak en ¢ok TFA kullanilmaktadir. Ciinkii uc¢ucudur ve
uzaklastirilmasi kolaydir, UV absorbsiyonu analiz dalga boylarinda ¢ok azdir ve iyi bir peptid
¢oziindiiriictisiidiir. Fakat TFA’nin pozitif iyon modunda iyon baskilayici (ion suppressive)
ozelligi vardir. Bundan kaginmak i¢in TFA yerine formik asit kullanilabilir (Garcia, 2005).
Genelde % 0,1 (v/v) konsantrasyonunda mobil faza eklenir. Daha fazla veya daha az
eklenmesinin pik sekillerinde ve alikonma zamanlarinda onemli etkileri bulunmaktadir

(Lennarz ve Lane, 2002).

TFA disinda trietilamonyum fosfat (TEAP), formik asit, asetik asit, fosforik asit,
heptaflorobiitirik asit (HFBA), pentafloropropiyonik asit (PFPA) ve HCI de iyon ¢ifti ajani
olarak kullanilabilir (Shibue vd., 2005). Farkli iyon ¢ifti ajan1 kullanimi1 sonucu ayni peptid

icin farkli kromatogramlar elde edilir.
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0.1% TFA 1
5
4.5
218TP54 (C18) 23,
0.1% TFA 3
1 2
20 mM Phosphate, pH 2.0
1 5
¥ 4
34, z
03%TFA

1 5 mM HCI, pH 2.0

(a)

Sekil 6.10 (a) Bes standart peptidden olusan karisimin farklt TFA konsantrasyonlarindaki
kromatogramlari, (b) Bes standart peptidden olusan karisimin farkli iyon g¢ifti
konsantrasyonlarindaki kromatogramlari.

Peptidlerin RP-HPLC’de ayrilmasi genelde pH’a duyarlidir. Asidik ve bazik yan zincirlerin
protonlanmasi1 veya bu gruplardan protonun uzaklasmasi alikonma zamanlarina etki

etmektedir.

pH 2.0 pH 4.4 pHES

Sekil 6.11 Standart peptidlerden olusan bir karisimin farkli pH’lardaki kromatogramlari.

6.4.3.1.4 Sicaklik

Sicaklik her kromatografi ¢alismasinda oldugu gibi peptidlerin kromatografisinde de

onemlidir. En 1yi ayirma i¢in uygun sicakligin bulunmasi gerekmektedir.
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Sekil 6.12 Insan biiyiime hormonunun enzimatik par¢alanma iiriinlerinin farkli sicakliklardaki
kromatogramlari.

6.4.3.2 RP-HPLC/ESI-MS ile Analiz

Bu sistem ile analiz yapildiginda Sekil 6.13’deki toplam iyon kromatogrami olugsmaktadir. Bu
kromatogramdaki her nokta, o anda MS dedektorii tarafindan yapilan taramayla olusmus
spektrumdaki piklerin siddetlerinin toplamidir. Spektrumlarda x ekseni m/z oranini, y ekseni

siddeti vermektedir.

Toplam iyon Kromategrami (TIC)

g Ve g

Kiitle Kromatogrami Kitle Spektrumu

Sekil 6.13 LC-MS cihazinda kromatogram olusumu.

Elektrosprey iyonlastirma (ESI) kullanildiginda molekiile ya proton baglanir (pozitif mod) ya
da proton kopartilir (negatif mod). Olgiim sirasinda olusan iyonlardan molekiiliin kiitlesinin
bulunmasi i¢in (6.3)’te verilen formiillerden faydalanilir. Burada 6nemli olan nokta ise
molekiil kiitlesinin hesaplanmasi i¢in ayni molekiiliin en az iki farkli yiiklii iyonuna ihtiyag
duyulmasidir. Bu sayede iki bilinmeyenli iki denklem kullanilarak dogru molekiil kiitlesi

hesaplanir.
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6.5 Amino Asit Analizi

Amino asit analizi, analiz 6rneginin peptid dizisini veya % amino asit bilesimini belirlemede
kullanilan yontemdir. Bu tez kapsaminda amino asit analizi, sentezlenen peptid dizisinin

saflagtirma sonrasinda % amino asit bilesimini belirlemek icin kullanilmistir. Sekil 6.14’te

amino asit analiz sistemin pargalari bir arada verilmistir.
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Sekil 6.14 Amino asit analiz sisteminin bilesenleri (Shimadzu).

Sistem HPLC sistemleri gibi ¢alismakta olup farkli yanmi analiz 6rneginin ayirma kolonuna
girmeden 6nce O-phthaldehyde (OPA) ile tiirevlendirilmesidir. Sistemin Na ve Li tipi olmak

izere 2 temel calisma metodu vardir. Calisilacak metoda gore reaktanlar segilir.

S—R,
CHO COOH & coon
| HS—R, =\ |
+ H2N_(|:_ Rk ——— <4

N—C—R,
~ 7/ |
CHO H H

OPA Amino asit OPA Amino asit Tiirevi

Sekil 6.15 Amino asitlerin OPA ile tiirevlendirilmesi.

(6.3)
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Sekil 6.16 Amino asit analiz sisteminin akim semas1 (Shimadzu).
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OPA ile tiirevlendirilen amino asitler fluoresans oOzellik kazanmaktadirlar. Bu sayede
fluoresans dedektoriinde okunabilmektedirler. Sekil 6.16’da gosterildigi gibi tiirevlendirme
islemi ayirma kolonu sonrasinda yapilmakta ve dedektdre giden yol tiirevlendirmenin tam

olarak gerceklesebilmesi i¢in kasith olarak uzun tutulmaktadir.

6.6 UV-VIS Spektroskopisi

Bu c¢alismada maddelerin UV o6zelliginin belirlenmesi amaciyla UV-VIS Spektroskopisi

kullanilmastir.

Tek renkli ve Iy siddetindeki 151k demeti kalinlig1 1 cm olan bir tiipte bulunan ¢ézeltideki
molekiiller tarafindan absorblandiginda siddeti azalir ve tiipi I siddetinde terk eder. Bu
azalma Lambert-Beer esitligi ile ifade edilir.

log1,

=¢bc =4 6.4
; ¢ (6.4)

Burada ¢ mol/lt cinsinden derisimi, b de cm cinsinden 6rnek kabinin kalinligimi ve €

It/mol.cm cinsinden molar soniimlenme katsayisini temsil etmektedir. A’ya ise absorbans ya

da optik yogunluk denir.

6.7 Fluoresans Spektroskopisi Ol¢iimleri

Spektroskopi, elektromagnetik dalga ile molekiillerin etkilesmesini inceleyen deneysel
tekniklerin en onemlilerinden biridir. Fluoresans spektroskopisi ise maddenin fluoresans
ozelligi iizerine kurulmustur ve absorbsiyon spektroskopisine benzemektedir ancak
absorbsiyon spektroskopisine gore daha hassastir. Fluoresans spektroskopisi ile bir¢ok madde
milyonda birin altindaki hassasiyetle tayin edilebilir. Fluoresans 6zelligi gésteren maddelerin
sayisinin az olmasi yontem igin bir dezavantaj olsa da segiciliginin yiiksek olmas1 yontemin
onemli avantajlarindan bir tanesidir (Lakowicz, 1999). Proteinlerin ve peptidlerin yapisinda
bulunan amino asitlerden Triptofan (Trp, W), Tirozin (Tyr, Y) ve Fenilalanin (Phe, F)
fluoresans Ozellik gosterirler. Bunlarin i¢inde en yiiksek fluoresansa veren amino asit

Triptofan’dir.
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Triptofan (Trp, W) Tirozin (Tyr, Y) Fenilalanin (Phe, F)

Sekil 6.17 Fluoresans 6zellik gésteren aminoasitler.

Calismamizda kullanilan peptidlerin birgogunun (Ornegin, Sap Hastalign Viriisiinin VP1
kapsid proteininin 135161 peptid dizisinin) N- terminal u¢ kismina eklenen Triptofan amino

asidi sayesinde yapiya fluoresans 6zelligi kazandirilmistir.

Serbest haldeki proteinde, proteinin dis kisminda daha serbest halde bulunan Trp sulu ortamla
etkilesim igerisindedir ve daha diisiik enerjili 1s1ma ile uyarilabilmektedir. Konjugasyon
gerceklesip Trp sulu ortamdan uzaklasip daha iceriye hidrofobik bdlgeye girdikten sonra
uyarma i¢in gereken enerji artacaktir.

p=te (6.5)

Esitliginde de goriildigli lizere uyarma igin gereken enerjinin artmasi dalga boyunun
kiiciilmesine yani Amaxs degerinde daha kiiglik dalga boyuna dogru kaymaya (blue shift) neden
olacaktir. Uyarildig1 dalga boyu kayan molekiiliin yaptig1 fluoresans 1simanin Ap,ks degeri de

buna bagli olarak kiigiilecek ve blue shift verecektir.

Calismamizda oncelikle serbest peptidin Aps degerleri fluoresans spektrumlari alinarak
saptanmistir sonrasinda elde edilen konjugatlardaki Trp’in konformasyon degisikligine bagli
olarak degisen Am.ks degerleri saptanis ve gozlenen kaymalar yardimi ile konjugasyon

olusumu incelenmistir.
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7. DENEYSEL KISIM

7.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

7.1.1 Kullanilan Cihazlar

4 Dedektorlii BAK Sistemi (Viscotek TDA 302 tiglii dedektor dizisi, Viscotek Model 2501
UV dedektorii, Viscotek GPCmax VE2001 o6rnek iinitelerinden olusur); Sentezi yapilan

polimerler, peptid ve konjugatlarin analizinde kullanilmistir.

Amino Asit Analiz Sistemi (Shimadzu); Sentezlenen peptid dizilerinin % aminoasit
bilesiminin belirlenmesinde kullanilmistir.

Azot Jeneratorii (PEAK Scientific); LC-MS cihazinin tastyict gaz olarak kullandigi saf azot
gazinin lretilmesinde ve bazi polimer sentezlerinde gerekli olan inert atmosferin
olusturulmasinda kullanilmistir.

Calkalayic1 (Heidolph Unimax 1010); Peptid sentezinin kirma (cleavage) isleminde

calkalama islemi i¢in kullanilmistir.

Doner Buharlastirict (Heidolph Laborota 4010); Peptid sentezinde kirma islemi sonrasinda

kokteylin uzaklastirilmasi igleminde kullanilmistir.

Enjektor filtresi, 0,22 pum (Sartorius MiniSart RC); Analiz cihazlarina verilen 6rneklerin

stiziilmesi isleminde kullanilmistir.

Etiiv (Binder); Sentezlerde gerekli olan sabit sicaklik ortaminin saglanmasinda kullanilmistir.

FT-IR (Perkin Elmer Spektrum One); FT-IR analizlerinin yapilmasinda kullanilmistir.
FT-IR (Shimadzu Prestige—21); FT-IR analizlerinin yapilmasinda kullanilmistir.

Hassas Terazi (OHAUS Explorer Pro); Hassas agirlik 6l¢iimlerinde kullaniimistir.

HPLC Sistemi (Shimadzu); Peptidlerin ve biyokonjugatlarin analizinde kullanilmigtir.
Isitmali vakum kab1 (Biichi Glass Oven B-585); Eterle c¢oktiiriilen peptidlerin 1s1
uygulamadan vakumda kurutulmasinda kullanilmistir.

Karstiric, Vorteks (Heidolph Reax top); Peptidlerin sentez sonrast yikama isleminde ve
kirma sonrasi eterle ¢oktlirme isleminde kullanilir.

LC-MS Sistemi (Shimadzu); Peptidlerin karakterizasyonunda kullanilmistir.
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Mekanik Karistiric1 (Heidolph RZR 1); Konidin sentezinde karistirma isleminde

kullanilmuastir.

Mikrodalga Destekli Peptid Sentez Cihazi (CEM Liberty); Peptidlerin sentezinde
kullanilmaistir.

Mikrodalga Sentez Cihazi (CEM Discovery); Mikrodalga destekli konjugasyon sentezinde
kullanilmastir.

pH metre (Hanna pH 221); pH 6l¢timlerinin yapilmasinda kullanilmigtir.

Preparatif HPLC Sistemi (Shimadzu); Peptidlerin saflagtirilmasi isleminde kullanilmigtir.

Saf su cihaz1 (Millipore Elix 70); Laboratuvarda kullanilan 2. kalite suyun {iiretilmesinde ve

saf su liretilmesi i¢in besleme {initesi olarak kullanilmistir.

Sogutmal1 Sirkiilasyon Banyosu (Thermo Digital Plus); Konidin sentezinde soguk ortamin

saglanmasinda kullanilmistir.

Steady State Fluoresans Spektrometre (PTI QM-4/2003); Fluoresans Olglimlerinde

kullanilmaistir.

Titresimli su banyosu (Bandelin Sonorex); Gradient ¢oziiciilerinin i¢inde bulunan gaz
kabarciklarinin giderilmesi (degas) isleminde ve zor ¢dziinen peptidlerin ¢dziinmesine
yardim etmek i¢in kullanilmistir.

Ultra Saf Su Cihaz1 (Millipore Milli-Q Gradient); Deneylerde kullanilan suyun iiretilmesinde

kullanilmistir.

UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu UV-1700 PharmaSpec); UV o6l¢iimlerinde

kullanilmistir.

Zetasizer (Malvern Nano ZS); Boyut dl¢timlerinde kullanilmastir.



7.1.2 Kullamlan Kimyasallar Maddeler

Madde Adi Firma Adi | KatalogNo |
1-ethil-3-(3-dimethylaminopropil) kardobodimid Sigma E7750
hidroklorid (EDC)
2-piperidin etanol Acros Organics 157611000
2-Propanol Merck 1.01040.2500
2-propanol LC-MS CHROMASOLV Riedel-de Haen 34965
Asetik asit Fluka 45731
Asetonitril CHROMASOLV Sigma 34851
Benzoil Kloriir Sigma 24,054-0
DCM Riedel-de Haen 24233
Dietileter Riedel-de Haen 24005
DMF Fluka 40255
EDT Aldrich 398020
Etanol Riedel-de Haen 32221
Etil asetat Riedel-de Haen 27227
Fenol Riedel-de Haen 16017
Floreskamin Sigma F9015
Fmoc-Ala-OH Aldrich 531480
Fmoc-Ala-Wang resin LL (Regine) Novabiochem 04-12-2074
Fmoc-Arg(Pbf)-OH Fluka 47616
Fmoc-Asn(Trt)-OH Fluka 47672
Fmoc-Asp(OtBu)-OH Fluka 47618
Fmoc-Cys(Trt)-OH Fluka 47695
Fmoc-GlIn(Trt)-OH Fluka 47674
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fluka 47625
Fmoc-Gly-OH Fluka 47627
Fmoc-Ile-OH Fluka 47628
Fmoc-Leu-OH Fluka 47633
Fmoc-Leu-Wang resin LL (Regine) Novabiochem 04-12-2082
Fmoc-Lys(Boc)-OH Fluka 47624
Fmoc-Met-OH Fluka 47634
Fmoc-Phe-OH Aldrich 338338
Fmoc-Pro-OH Fluka 47636
Fmoc-Ser(tBu)-OH Aldrich 53,519-2
Fmoc-Thr(tBu)-OH Aldrich 53,518-4
Fmoc-Trp(Boc)-OH Fluka 47561
Fmoc-Tyr(/Bu)-OH Fluka 47623
Fmoc-Val-OH Fluka 47638
Formik asit Fluka 94318
HBTU Fluka 12804
HCI Riedel-de Hien 07102
Heksadesil bromiir Aldrich 23,445-1
HOBt Fluka 54804
Kalsiyum kloriir Merck 1.02382.5000
Kalsiyumoksit Merck 1.02106.0500
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Kloroform Riedel-de Haen 24216
KOH Riedel-de Haen 06009
Metanol Riedel-de Haen 24229
Metil iyodiir Aldrich 1 850-7
NacCl Fluka 71376
NaNj3 Applichem A1430
NaOH Riedel-de Héaen 06203
NMP Sigma M6762
Piperidin Merck 8.22299.2500
Poliakrilik asit (M 100 000) Aldrich 523925
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4.7H,0) Riedel-de Haen 04269
Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO4.2H,0) Fluka 71647
t-biitil bromiir Fluka 19700
TFA Fluka 91700
THF J. T. Baker 9441
Thioanisole Fluka 88470
Tiyonil klorid (SOCl,) Fluka 88952

7.2 Polimer Sentezi

Bu boéliimde tez kapsaminda sentezlenen polimerler anlatilmaktadir.

7.2.1 Sentezde Kullanilan Coziiciilerin Kurutulmasi1 ve 2-(2-hidroksietil)piperidin’in
Vakum Destilasyonu

EI'\I]\/\OH

|
H

Sekil 7.1 2-(2-hidroksietil)piperidin’in kimyasal yapisi.

Sentezden once kullanilacak c¢oziiclilerin kurutma islemleri gergeklestirildi. Kuru etanol
(C,HsOH) elde etmek i¢in 100 g CaO kiil firinda 600 °C’de 6 saat bekletildi. Kiil firindan
¢ikarilan CaO sicak halde iken etil alkoliin igerisine eklendi. Etil alkol ve CaO karisimi iki

parca halinde 6 saat siire ile refluks edildi. Daha sonra destilasyon ile kuru etil alkol alindx.

600 ml kloroform (CHCIs) igerisine 200 g CaCl, eklendi ve bir gece (10 saat) oda
sicakliginda bekletildi. Bir gece sonra CaCl, siiziildii ve kloroformun igerisine 150 g CaSO4

eklendi. Bu sekilde geri sogutucu altinda 2,5 saat refluks edildi. 2,5 saat sonunda destilasyon
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ile kuru kloroform elde edildi.

2-(2-hidroksietil)piperidin’in saflastirilmasi vakum destilasyonu ile gergeklestirildi. 60 g 2-(2-

hidroksietil)piperidin vakum destilasyonu ile destile edildi.

gerilmesi

ol
S OH”g’éﬁ’l’fﬂéEi"“ (pll\/l\/\oH T

- : : H i i : i :
o B — A S — -
L . “C“O'g’éﬁlfﬁéé’i’ ' ——O """"""""" """"""" L
| 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 | 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1 1 1 i 1 1

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 A0
FTIR hasuremert 1dzm

Sekil 7.2 2-(2-hidroksietil) piperidin’in FT-IR spektrumu.

Abs.

Sekil 7.3 2-(2-hidroksietil) piperidin’in UV spektrumu (306 nm A,xs=0.321).
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7.2.2 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir Tuzu Sentezi

Cﬁj\/\
N Cl

/ \ )
H H Cl

Sekil 7.4 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir’iin kimyasal yapisi.

2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir (e.n.= 230 °C) tuzu elde etmek i¢in yeni destile edilmis 2-
(2-hidroksietil)piperidin (e.n.= 38 °C, k.n.= 234 °C) ile tiyonil klorid reaksiyona sokuldu. 78
ml SOCI, tizerine 90 ml CHCl; da ¢6ziilmiis 60 g 2-(2-hidroksietil)piperidin ¢ok yavas bir
sekilde ilave edildi. Bu sirada sistem siirekli ve hizli bir karistirmaya tabi tutuldu. Ayrica
reaksiyon ortami sicakliginin 0 °C’nin altinda olmasi saglandi. Eklemeden sonra sistem oda

sicakligina 1sitild1 ve yaklasik 2 saat siireyle oda sicakliginda karismaya birakildi.

(j\/\ CHCl; iginde
N OH
H

SOCh

Sekil 7.5 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir sentezinde birinci agama.

Damlatma hunisi ile 70 ml etil alkol yavasga, 1 saat icerisinde kisimlar halinde reaksiyon
ortamina eklendi. Bu sirada karistirmaya devam edildi. Reaksiyon ortaminin sicakligi
artirllarak elde edilen tuzun c¢oziinmesi saglandi. Coziinme gergeklestikten sonra 2 saat

stireyle refluks edildi. Refluks islemi sistem inert gaz (N;) altina alinarak yapildi.

Etil alkol

(Nj\/\OH +  soch

|
H

Sekil 7.6 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir sentezinde ikinci asama.
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Refluks isleminden sonra reaksiyon diizenegi oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. Bir
giin sonra elde edilen tuz, soguk etanol ve dietil eter ile yikandi ve vakum altinda kurutuldu.

Boylece beyaza yakin renkte 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir tuzu elde edildi.

0
T CHCl -
ENj\ﬁéH cl—s—cl —— » Ve
| U ITI o—?—m
H H 5

+
ENj\/\Cl + S0, +

7N

H H
HCI

Sekil 7.7 2-(2-hidroksietil)piperidinden 2-(2-kloroetil) piperidin hidrokloriir tuzunun sentezi.

M-H gerilme Q Q\
b C-C gerilme c-cl
-H alifatik

L/\J\ !
N ~ el
7N
H H

Sekil 7.8 2-(2-kloroetil) piperidin hidrokloriir tuzu FT-IR spektrumu.
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7.2.3 Konidin Sentezi

36,4 g 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir 1,6 L suda ¢oziildii. Hafif sar1 renkli bu ¢ozeltiye
16,8 g NaOH eklendi ve karistirildi. Hazirlanan bu sistem 65 °C da 2 saat siireyle refluks
edildi. Refluks isleminden sonra ¢ozeltiye yavas bir sekilde 129,76 g KOH eklendi ve
¢oziinme saglandi. Cozeltinin pH’1 13 olarak 6l¢iildii. Sistemin destilasyonuna baslandi ve her
seferinde 800 ml olmak tiizere toplam 8 adet destilasyon {iriinii toplandi. Destilasyona,
toplanan destilatlarin pH’1 7 olana kadar devam edildi. Toplanan her destilata 40 g KOH ilave
edildi ve ¢6ziinme saglandi. Bu ¢ozelti 100°er ml dietil eter ilavesiyle 6 kez ekstraksiyona tabi
tutuldu. Ekstraksiyon sonucunda toplanan organik fazlar bir araya getirilerek fraksiyonlu

destilasyon yapildi. Bu destilasyonda eter fazi ugurularak uzaklastirildi.

Uzaklastirma isleminden sonra 1-azabisiklo[4.2.0]oktan elde edildi.

CH,ge

4000 3600 3100 2800 2400 000 1200 1600 1400 1200 1000 200
FTIR heasureme: nt 1fem

Sekil 7.9 1-azabisiklo[4.2.0]Joktan monomerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 7.10 2-(2-kloroetil)piperidin hidrokloriir tuzu (kirmizi1) ve 1-azabisiklo[4.2.0]oktan
monomerine (mavi) ait UV spektrumlart.

nnnnnn

4.00 350 Ly 250 200 1.50 100

Sekil 7.11 1-azabisiklo[4.2.0]oktan monomerine ait 'H NMR spektrumu.

Reaksiyon sonunda 6,8 g konidin monomeri sentezlenmistir. Reaksiyon verimi yaklasik %

19°dur.
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7.2.4 Konidin’in Polimerizasyonu

Polimerizasyon igin, sentezlenen konidin monomer olarak kullanilmis ve katyonik halka
acilmas1 polimerizasyonuyla farkli baglaticilar varliginda polimerizasyon yiirlitiilmiistiir.
Baslatic1 olarak RX tipi alkil halojentirler (metil iyodiir, etil bromiir, heksadesil bromiir, t-
biitil bromdir, trimetilsilan bromiir ve benzoil kloriir) kullanilmistir.

Polimerizasyonda baslatici olarak kullanilan alkil halojeniirdeki kismi pozitif yiik tasryan —R®>"
grubu konidindeki azot atomuna baglanarak kuarterner amonyum tuzu olusturur. Baslaticidan
gelen karsit iyon ise (-X*) polimerizasyon ortaminda negatif yiiklii grup olarak bulunur ve
kuarterner amonyum tuzunun etrafinda ¢evrelenir. Olusan amonyum tuzu ilk katyonik aktif
merkezdir ve polimerizasyon bu pozitif yliklii merkez iizerinden yiiriir. Ortamda bulunan
monomer gii¢lii bir niikleofildir ve katyonik aktif merkezdeki azetidin halkasina saldirarak
dortli halkanin agilmasina neden olur. Pozitif yiik zincir sonuna taginir ve polimerizasyon
yeni monomerlerin baglanmasiyla devam eder.

Polimerizasyon baglatict/monomer mol oranlar1 degistirilerek tekrarlanmistir. Prensipte bu tiir
polimerizasyonlarda bagslatict miktarinin ¢ok az tutulmasi tercih edilir. Yasayan tip
polimerlerde sonlanma reaksiyonlarmin gerceklesmedigi teorik olarak Ongoriilse de
baslatictdan gelen negatif yiiklii karsit iyonlar katyonik aktif merkeze baglanarak
polimerizasyonu durdurabilirler. Bu nedenle ortamda karsit iyonlarin miktar olarak az olmasi
tercih edilir.

Sentezlenen polimerlerin ¢oktiiriilmesi i¢in su kullanildi. Yasayan tip polimer sistemlerinde
polimerizasyonun sonlanmasi karsit iyonun aktif merkeze baglanmasi, tersinir olmayan zincir
transferi, ortamda bulunan c¢oziiciiler ve safsizliklarin etkisi ile gergeklesir. Polimer

¢Ozeltisine su ilavesi polimerizasyonu tamamen durdurur.
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Sekil 7.12 Kloroform ortaminda npaglatic/ Nmonomer Orani 1/1000 olan polikonidine ait FT-IR
spektrumu (baslatict CHsI).

Diger Npaglatier/Mmonomer Oranlarinda sentezlenen FT-IR analiz sonuglart da benzer oldugundan

burada yer verilmemistir.
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Sekil 7.13 Npaglaticr/Dmonomer=1/1000 olan farkli baslaticilar kullanilarak sentezlenen
polikonidine ait UV spektrumlari (a=metil iyodiir, b=benzoil kloriir, c=trimetilsilan bromiir,
d=t-biitil bromiir ile baslatilmistir.)
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Sekil 7.14 npagiaticr/Dmonomer Orant 1/2000 Metanolde (yesil), 1/2000 Metanol-1,4-dioksan
karisiminda (kirmizi), 1/2000 kloroformda (mavi), 1/2000 kloroformda 7 giinde (siyah)
sentezlenen polimerlere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 7.15 Farkl1 npagianic/Nmonomer Oranlarinda sentezlenen polimerlere ait Zeta-Sizer grafikleri

Nbaglatic/Nmonomer  Orant  1/1000  kloroformda (siyah), 1/500 kloroformda (mavi), 1/2000
kloroformda (koyu yesil), 1/2000 kloroformda 7 giinde (kirmiz1) sentezlenen polimerlere ait
Zeta-Sizer grafikleri.
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Raw Correlation Data
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Sekil 7.16 M ,=9900 (kirmiz1), M =4300 (siyah), Nbaglanier/Mmonomer Orant 1/2000 Metanol-1,4-

dioksan karigiminda bromo asetik asit ile reaksiyona sokulmus, M =23067 (mavi),
Nbaslatic/ Nmonomer Oran1 1/2000 Metanol-1,4-dioksan karisiminda bromo asetik asit ile

reaksiyona sokulmus, M =23662 (yesil) sentezlenen polimerlere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 7.17 Metanol-1,4-dioksan karisiminda npaglatic/imonomer 0rant 1/2000 (6 mol monomer/1
L ¢ozelti, baslatict CH3I) (kirmizi), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagiager/Mmonomer Orant
1/2000 (3 mol monomer/1 L ¢dzelti, baslatict CH3l) (siyah), Metanol-1,4-dioksan karisiminda
Nbaslatic/ Nmonomer Oran1 1/3000 (mavi), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npaglatcr/Mmonomer Orant
1/3000 mikrodalga ile sentezlenen (yesil) polikonidinlere ait Zeta-Sizer grafikleri.
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Sekil 7.18 Npaglaticr/Nmonomer=1/1000 olan farkli baslaticilar kullanilarak sentezlenen
polikonidine ait refraktif indeks ve UV kromatogramlari. metil iyodiir (siyah), benzoil kloriir
(yesil), trimetilsilan bromiir (kirmizi), t-biitil bromiir (mavi).
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Sekil 7.19 npagiatic/Nmonomer=1/1000 olan farkli baslaticilar kullanilarak sentezlenen
polikonidine ait 151k sagilmas1 ve viskozite kromatogramlari. metil iyodiir (siyah), benzoil

kloriir (yesil), trimetilsilan bromiir (kirmiz1), t-biitil bromiir (mavi).
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Cizelge 7.1 Dort dedektorlii biiyiiklilkce ayirma kromatografisi ile belirlenen sabitler (Sekil
7.18 ve Sekil 7.19°daki o6rnekler igin).

ar Mark Mark
Baslaticl | Nuasiates Dimonomer M N M . %w/ Ry Houwink | Houwink | Cdzgen dIl\//

(mg) orani M ) (nm) a log K (dl/g)

CH;l 1/1000 29556 | 20279 | 1,457 | 5876 | 0,607 | -3.029 | MetOH | 04747

Benzoil 1/1000 12626 | 9831 | 1284 | 3,756 | 0556 | -2,856 | MetOH | 0,3024
kloriir
TMS-

B 1/1000 31802 | 20953 | 1,518 | 5,808 | 0,651 | -3.287 | MetOH | 04300
t-biitil

. 1/1000 8032 | 6304 | 1274 | 2,736 | 0613 | -3,151 | MetOH | 0,1713
bromiir
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Sekil 7.20 Kloroform ortaminda npagiatic/Nmonomer Orant 1/1000 (kirmizi), Metanol-1,4-dioksan
karisiminda npagiater/Mmonomer Orant 1/2000 (koyu yesil), Metanol-1,4-dioksan karisiminda
Nbpaglaticr/ Nmonomer OFan1 1/3000 (agik yesil), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagianer/Nmonomer
orani 1/3000 ve mikrodalga enerjisi ile sentezlenmis (mavi), Metanol-1,4-dioksan
karisiminda npaglater/Nmonomer Oran1 1/3000 ve mikrodalga enerjisi ile ikinci ¢oktiirme sonunda
sentezlenen (siyah) polimerlere ait refraktif indeks ve UV kromatogramlari.
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Sekil 7.21 Kloroform ortaminda npaglatic/ Nmonomer Orant 1/1000 (kirmizi), Metanol-1,4-dioksan
karisiminda npagiatic/Nmonomer 0Orant 1/2000 (koyu yesil), Metanol—-1,4-dioksan karisiminda
Nbaglatic/ Nmonomer 0Tan1 1/3000 (agik yesil), Metanol—-1,4-dioksan karisiminda nyaglate/Mmonomer
oran1 1/3000 ve mikrodalga enerjisi ile sentezlenmis (mavi), Metanol-1,4-dioksan
karisiminda npagiater/Mmonomer Orant 1/3000 ve mikrodalga enerjisi ile ikinci ¢oktlirme sonunda
sentezlenen (siyah) polimerlere ait 151k sa¢ilmasi ve viskozite kromatogramlari.
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Cizelge 7.2 Dort dedektorlii biiytlikliikge ayirma kromatografisi ile belirlenen sabitler (Sekil
7.20 ve Sekil 7.21°deki 6rnekler igin).

. Mark Mark
Polimer | Baslatict | Nyagiatic/ Mmonomer — — M w/ Ry, . . .. v
M, M, — Houwink | Houwink | Cdzgen
Kodu (mg) orant M., (nm) a log K (dl/g)
MetOH-
ZE 81 CH;l 1,4-
Ust (0,5) 1/3000 20320 | 16474 | 1,233 | 4,165 0,682 -3,552 DETI.(ZS)EIH 0,2386
Meth—
CH;l 1,4-
ZE 79 1/2000 23583 | 15991 | 1,475 | 4,182 0,663 -3,559 . 0,2138
0,5) chl)kzs)an
ZE 70 (COH; 1/1000 | 29819 | 18689 | 1,596 | 5463 | 0,628 | -3,206 | CHCI, | 03845
MetOH-
CH;l 1,4-
ZE 80 1/3000 31170 | 20289 | 1,536 | 4,374 0,680 -3,764 . 0,1870
(0,5) ng;)fm
Meth-
CH;l 1,4-
ZE 81 1/3000 30140 | 18841 | 1,600 | 4,363 0,661 -3,654 . 0,1939
0,5) chl)lfzs)an
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Sekil 7.22 Kloroform ortaminda npaglatic/ Nmonomer Orant 1/500 (siyah), Kloroform ortaminda
Nbaglaticr/Nmonomer OTan1 1/2000 (koyu yesil), Kloroform ortaminda npagiatic/Nmonomer 0Orant 1/2000
(kirmiz1), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagiaticr/Dmonomer Orant 1/2000 (mavi), Metanol-1,4-

dioksan karisiminda npaglatic/Nmonomer 0ran1 1/2000 ve mikrodalga enerjisi ile sentezlenmis
(acik yesil) polimerlere ait refraktif indeks ve UV kromatogramlari.
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Sekil 7.23 Kloroform ortaminda npaglatic/ Nmonomer Orant 1/500 (siyah), Kloroform ortaminda
Nbaglaticr/Nmonomer OTan1 1/2000 (koyu yesil), Kloroform ortaminda npagiatic/Nmonomer 0Orant 1/2000
(kirmiz1), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagiaticr/Dmonomer Orant 1/2000 (mavi), Metanol-1,4-

dioksan karisiminda npaglatic/Nmonomer 0ran1 1/2000 ve mikrodalga enerjisi ile sentezlenmis

(acik yesil) polimerlere ait 151k sag¢ilmasi ve viskozite kromatogramlart.
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Cizelge 7.3 Dort dedektorlii biiyiikliikce ayirma kromatografisi ile belirlenen sabitler (Sekil
7.22 ve Sekil 7.23°deki ornekler igin) .

Polimer | Baslatict | Nyagiatic/ Mmonomer M M Ai W/ Ry Hzlliﬂ(nk Hiﬁiﬁnk Cozgen v
Kodu (mg) orant w n M, (nm) a Jog K (dl/g)
ZE 71 (COH53)I 1/500 27160 | 16953 | 1,602 | 5,286 0,663 -3,336 CHCl; | 0,3830
ZE 72 (COH; 12000 | 22415 | 16555 | 1354 | 4504 | 0587 | -3,097 | cHCl, | 02792
CH.I MetOH-
ZE 73 0 53 1/2000 23067 | 15813 | 1,459 | 4,809 0,661 -3,334 1,4 0,3352
(0.5) Dioksan
CH;l MetOH-
ZE 74 0 53 1/2000 23662 | 16095 | 1,470 | 4,830 0,664 -3,202 1.4 0,3299
(0.5) Dioksan
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Sekil 7.24 Metanol-1,4-dioksan karisiminda npaglatics/Nmonomer Oran1 1/2000 ve mikrodalga
enerjisi ile sentezlenmis (siyah), kloroformda npagiatic/Nmonomer 0Oran1 1/2000 olan ve mikrodalga
enerjisi ile sentezlenmis (koyu yesil), kloroformda npagiauei/Mmonomer 0rant 1/2000 (kirmizi),
kloroformda npagiatic/Nmonomer 0Oran1 1/2000 (mavi), Metanol-1,4-dioksan karigiminda
Nbaglatic/ Nmonomer 0an1 1/2000 ve ikinci ¢oktiirme sonunda sentezlenen (agik yesil) polimerlere
ait refraktif indeks ve UV kromatogramlari.
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Sekil 7.25 Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagiatic/Nmonomer 0rant 1/2000 ve mikrodalga
enerjisi ile sentezlenmis (siyah), kloroformda np,giatci/Dmonomer 0rant 1/2000 olan ve mikrodalga
enerjisi ile sentezlenmis (koyu yesil), kloroformda npagiatici/imonomer 0ran1 1/2000 (kirmizi),
kloroformda npagiaticr/Mmonomer Orant 1/2000 (mavi), Metanol-1,4-dioksan karisiminda
Nbpaglatic/ Nmonomer OFanN1 1/2000 ve ikinci ¢oktlirme sonunda sentezlenen (agik yesil) polimerlere
ait 151k sacilmasi ve viskozite kromatogramlari.
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Cizelge 7.4 Dort dedektorlii biiyiikliikce ayirma kromatografisi ile belirlenen sabitler (Sekil
7.24 ve Sekil 7.25’deki 6rnekler icin).

. EYs Mark Mark
Polimer | Baslatict | Nyagiatic/ Nmonomer — — M w/ Ry, . . . v
Kodu | (mg) orant Mo | Mo 5r | em Houwink Hfg‘gvlg‘k Cozgen | (durg)
MetOH-
ze74 | CHl 1/2000 23662 | 16095 | 1470 | 4830 | 0,624 | 3202 | 1% | 03299
0,5) Dioksan
(1:2)
CH;l
ZETs | (09 1/2000 9382 | 3808 | 2464 |3.036| 0628 | -3,076 | CHCl; | 02317
CH;l
ZET6 | (03 1/2000 34298 | 25086 | 1367 | 4224 | 0560 | -3,340 | CHCl; | 0,1506
MetO-
ZE78 | CHil L4-
Ut | 09 1/2000 18183 | 13696 | 1328 4300 | 0,607 | 3109 | I+ 102001
(12)
N F X (B
9 $ J B\RurjE'R
e .S58
EXT HaC - o
PR &
B
(1]
r!
b k™
ll_a.c |

Sekil 7.26 Polikonidinin "H NMR analiz sonucu.
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7.2.4.1 Poli(1-azabisiklo[4.2.0]oktan) Polimerinin Bromo Asetik Asit (BrAcOH) Ile
Modifikasyonu

Poli(1-azabisiklo[4.2.0]oktan) pozitif yiiklii bir polielektrolittir. Polielektrolitlere amaca
uygun olarak istenilen yapisal 6zelliklerin kazandirilmasi igin ¢esitli yontemlerle ve farkli
kimyasallarla modifikasyon yapilabilir. Bu c¢alismada sentezlenen farkli molekiil agirligina

sahip polimerlerden ikisi bromo asetik asit ile reaksiyona sokulmustur.

N N N ). \ \
H;C H;C CH, CH, I CH,
n
/K O

}Qo /g 0

HO HO HO

Polikonidin . ... . e
Polikonidin asetik asit riirevi

Sekil 7.27 Polikonidinin BrAcOH ile modifikasyonunun sematik gosterimi.

Bunun igin M ,=23067 Da olan polimerden 59 mg alindi ve 5 ml metanolde ¢d6ziildii.
Cozeltiye 69 mg bromo asetik asit eklendi ve inert ortamda (N, gazi gecirilerek) dort giin
boyunca etiivde 70 °C’de bekletildi. Dort giin sonunda elde edilen modifiye polimer etil

asetatin asirisi ile ¢oktiiriildii ve vakum altinda kurutuldu. Ayni iglemler M 4=23662 Da olan

polikonidin i¢in de tekrarland.
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Sekil 7.28 polikonidine -COOH grubunun eklenmesi.

1744 cm™ ve 1626 cm™ ‘de olusan bantlar polimere —COOH fonksiyonel grubunun

eklendigini gostermektedir.
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7.3 Peptid Sentezi ve Analizleri

7.3.1 Peptid Sentez

Peptidler 0,1 mmol 6l¢eginde sentezlemistir. Sentezde her dizinin C- ucunda bulunan amino
asidin yiikli oldugu regine kullanilmistir. Sentez i¢in gerekli kimyasallarin hesab1 PepDriver
yazilimi ile hesaplanmistir. Sentezde ise aminoasitler 0,2 M, aktivatorler 0,5 M ve aktivator
bazlar 2 M olarak kullanilir.

Bir peptid dizisinin sentezi i¢in PepDriver ile belirlenen miktarda kimyasal sisteme
yerlestirilmelidir. Senteze baglamadan once sistem DMF ile yikanir, kalibrasyonu yapilir ve
senteze hazir hale getirilir. Ana ¢ozelti olarak kullanilan DMF ve yikamalarda kullanilan
DCM yeterli miktarda sistemde kendilerine ait boliime yerlestirilir. Amino asitler belirlenen
miktarda tartilarak her biri i¢in hazirlanan plastik siselerde DMF’te ¢oziiliirler. Aktivatorler ve
aktivator bazlarda yine istenilen dlgiide hazirlanirlar. Fmoc grubunu uzaklastirmak igin DMF
icinde % 20’lik piperidin ¢Ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan kimyasallar cihaz iizerinde

kendilerine ait boliimlere yerlestirilir.

Peptid dizilerinin hepsinin LC-MS analizi asagida belirtilen sartlarda yapilmstir.
25C° Oda Sicakligi,

Mobil Faz A: Su, % 0,1 TFA,

Mobil Faz B: Asetonitril, % 0,1 TFA,

Akis Hizi: 0,2 mL/dak,

Eliisyon Gradienti: % 25-40 Mobil Faz B,

Dedektor Voltaji: 1,5 kV,

Gaz Akis Hizi: 1,5 L/dak,

CDL Sicakligi: 300 °C,

Kolon: Teknokroma Tracer Excel 120 ODS-A, S5um, 20x0,21 cm,
Hesaplamalarda H = 1,0078 g/mol olarak alinmistir.

7.3.2 VP1 135-161 peptid dizisinin analizleri

VP1 135-161 peptid dizisi N- ucunda Trp bulunmayan (a) ve bulunan (b) olarak iki farkli dizi

olarak sentezlenmistir.
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7.3.2.1 VP1 135-161a peptid dizisinin analizleri

VP1 135-161a;
SIK2Y S TSTOGTESROT 'R G 2D PL G S A ST A I A IR 2OV 2 AR TB QM 25p26A Y
Teorik Mol kiitlesi 2791,15 g/mol

(x1,000,000)
2.007iC

Sekil 7.29 Ham VP1 135-161a peptid dizisi i¢in TIC.

Inten (x100,000)
175 931.40
150]
1251
1.00]
0.75]

050)  698.85

02s] 559.50
1 84%.4
L ‘h‘h‘ "

0.00F— bbby wr—————————————————
500 750 1000 1250 1500 1750 miz

Sekil 7.30 VP1 135-161a’nin 18.321 — 19.446 dk’lar1 arasi kiitle spektrumu.

(x100,000)
IC

8.0+

7.0

6.0+

5.0

4.0+

3.0

2,07

1.04
LB e e e e B e e e e e e e B e . AL By Bt B
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 70 8.0 9.0 10.0 1.0 12.0 13.0 14.0 15.0

Sekil 7.31 Saf VP1 135-161a peptid dizisi i¢in TIC.
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Inten(x100,000)
1.50] 931.15

1.2&?
1.0(}?
0751
o.scrf

0.25 698.70
] 1992.25
558.80

0.00° 75065 878601 1nopes 130656 1seqi0  zone0
500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.32 Saf VP1 135-161anin 8.596 - 9.017 dk’lar1 aras1 kiitle spektrumu.

mAU(x100) %
6.0-Detector A210nm F

] B.Conc.(Methodj

] 90
5.0 s

] 80
4.0 F70
3.0] 60

] F50
2.07 F

] 40
1.01 30
0.0 20

10
A0 T T T T T T T T [ T T T T ] T T T T ] T T T T ] T F

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 min

Sekil 7.33 Saf VP1 135-161a peptid dizisi i¢in UV kromatogrami.

Mol kiitlesinin hesabi:
931,15 = M —>931L15n, =M +nH - M =n(931,15-1,0078)
n
698,70 = M — 698,70n, =M +n,H - M =n,(698,70 —1,0078)
n,
d
n 3
n,(930,1422) = n,(697,6922) - — =~
n, 4
d
n =3
n, =
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VP1 135-161a peptid dizisi i¢in Hesaplanan Molekiil Kiitlesi M = 2790,42 g/mol

Teorik Molekiil Kiitlesi M =2791,15 g/mol

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

__________________________________

______________________________

1200 ¢ 1135

Sekil 7.34 VP1 135-161a peptid dizisi i¢in FT-IR sonucu.

7.3.2.2 VP1 135-161b peptid dizisinin analizleri

Tez kapsaminda sentezi yapilan en uzun zincire sahip peptid dizisidir.

VP1 135-161b;
WISACY*S T T G E R UT R 2G 3D L S G O A L B A P AR VR A B THQ B 20p2T A28

Teorik Mol kiitlesi 2977,23 g/mol

(x100,000)
6.5]TIC

60]
559
50]
455
40]

3.5

3.0
2.5

2.0

15]

Sekil 7.35 Ham VP1 135-161b peptid dizisi i¢in TIC.
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AU(x100) %
[Detector AZ10;

Sekil 7.36 Ham VP1 135-161b peptid dizisinin UV kromatogrami.

Inten (x10,000)

301 987.35
251

2.0

740.95

057 950.F0
713.25
sobobiadf LIOB25 148035 185120

. f ] — —
500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.37 Ham VP1 135-161b peptid dizisinin 13.254 — 14.188 dk’lar1 arasi kiitle spektrumu.

1480,35 = [M+2H'T**
987,35 = [M+3H']*"

740,95 =[M+4H' 1" 2 M =2959,84 g/mol Bir mol H,O eksik dizi

Inten(x10,000)
50] 993.50

7.0

s0]
s0]
30 745.05
2.0]
ol 596.05
(7200593145 1488.60 __1852.20

0.0 b SOSEE—
500 750 1000 1250 1500 1750 miz

Sekil 7.38 Ham VP1 135-161b peptid dizisinin 14.229 — 15.121 dk’lar1 aras1 kiitle spektrumu.
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1488,60 = [M+2H >
993,50 = [M+3H']*"
745,50 = [M+4H*

596,05 = [M+5HT" = M =2977,012 g/mol

7.3.3 VP1 200-213 peptid dizisinin analizleri

Teorik Mol Kiitlesi 1917,24

1640.00 §1 oo))
587.85 (2.24
1.00535.80 (4.07)

(x10,000,000)
iC

0.75
0.5(}7

0.25

0.00

Sekil 7.39 Ham VP1 200-213 peptid dizisine ait TIC.

Sekilde 3 ayr peptid dizisinin varligr gézlenmektedir. Bunlar sirasiyla pembe renkli 640,00,
mavi renkli 587,85 ve kahverengi 535,80 pikleridir. Piklerin siras1 ayni1 zamanda kolondan
cikis sirasin1t da verdiginden polarlik sirasi pembe pik > mavi pik > kahverengi pik
seklindedir. Ciinkii peptidler, analizi gerceklestirdigimiz kolona apolar etkilesimle

baglanmaktadirlar.

Inten(x100,000)

] 640.00
5.0

40
3.0

20 587.85

1.0 537.80

803.10
1 480.15 582.00 ‘ 3 881.30 96%@430
00144130 ‘7“9%-4‘5‘ L PO AL SSRTS ras7s 79345 ganao - lagyen 95030
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 mlz

Sekil 7.40 Ham VP1 200-213 peptid dizisinin 16.5 — 17.6 dk’lar1 arasi kiitle spektrumu.
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Sekil 7.39 ve 7.40’da gozlenen 3 temel pik bulunmaktadir. Peptidin mol kiitlesini teorik
olarak 1917,24 g/mol’diir. Buradan yola ¢ikarak bir hesaplama yaparsak (pembe pikin
istenilen dizi oldugu diisiiniilerek);

(M +nH)

n

640,00 = — 640,00n, = M +n,H —1917,24 = n,(640,00 - 1,0078)

n = 3 iyonlagma sayisi
Buradan mavi pik i¢in mol kiitlesi: 1760,55 g/mol,
Kahverengi pik i¢in mol kiitlesi: 1604,40 g/mol bulunur.
Bu 3 peptid dizisi arasinda sabit bir azalma oldugu goriiliir.
1917,24 — 1760,55 = 156,69
1760,55 — 1604,40 = 156,15

Bu deger Arg amino asidine karsilik gelmektedir. Bu hesaplardan varilan sonug¢ sentez
sirasinda “deletion” olarak adlandirilan bir eksilme oldugudur. WDRHKQRIIAPAKQLQ
kirmizi ile gosterilen Arg amino asidi kahverengi pik in gosterdigi dizide hi¢ bulunmamakta
mavi pik in gosterdigi dizide ise 1 adet bulunmaktadir. Yapilan saflastirma islemi ile pembe
pik digerlerinden ayrilarak saf olarak elde edilmistir. Sekil 7.41 ve 7.42’de saflastirilmis VP1
200-213 peptid dizisine ait veriler bulunmaktadir.

(x1,000,000)
Jrc

1.757
1.5(}?
1.25é
1.0&?
0.75é

0.50

0.251

Ly B s e B B By B By B Sy B By N R S D
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0

Sekil 7.41 Saflastirilmis VP1 200-213 peptid dizisine ait TIC.
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Inten(x100,000)
2.00 639.90

1.757
1.5(%
1.25%
1.0(%
075]

0.50

0.25{301.25 487.30
00029215 | 59255 sanis | 110090123745 144740 16308 183005
250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/iz

95%.55

Sekil 7.42 Saflastirilmig VP1 200-21371in 17.0 — 18.0 dk’lar1 aras1 kiitle spektrumu.

7.3.4 VP1 40-60 peptid dizisinin analizleri

VP1 40-60 W1V2K3I4N5N6T7SSP9T10H11V12113D14L15M16Q17T18H19Q20H21G22

Teorik Mol Kiitlesi; 2556,88 g/mol

(x1,000,000)
C

1.25+

1.0(}7
0.75’
0.5(}7

0.25;

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0

Sekil 7.43 VP1 40-60 peptid dizisi i¢gin TIC.
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mAU(x1,000) %

Detector A:210nm -
4.0+ B.Conc.(Method)
3.5 60
3.0 [

] —50
2.5 r

] a0
2.0 r
1.5 30
1.0] I

] 520
0.5

] 10
0.0

— T T T T .
0.0 5.0 10.0 15.0 200 250 min

Sekil 7.44 VP1 40-60 peptid dizisi i¢in UV kromatogrami.

Inten(x10,000)

] 853.10
5.(ﬁ
4.({

1 640.00
3.0
2.0
1.0 807.30

512.25

] 1490.10

0.0-441.90 jw?‘??-f‘w 76qu35‘ﬂ~m‘am-wwom TP 130185

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 m/z
Sekil 7.45 VP1 4060 peptid dizisinin 13.417 — 15.400 dk’lar1 aras1 kiitle kromatograma.

Ipten.(x1 0,000)
9.0 856.95
8.04

7.0
6.0
50
4.0
3.0
207
1.0
] 51‘4‘-99 606.04, . Z?Q-%%??M@o‘?_@s1qo‘3.‘4‘o‘1‘1‘1§.‘1§‘ 128510 1387.90

Y e e sl
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 m/z

Sekil 7.46 VP1 40-60 peptid dizisinin 14.600 - 15.096 dk’lar1 aras1 kiitle kromatograma.
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TIC ve UV kromatogramlardan anlasilacagi iizere analizi yapilan VP1 40-60 peptid dizisi
icin biri daha kiigiikk olmak iizere 2 pik bulunmaktadir. MS piklerinden hesap yapilmasi

sonucu
Molekiil agirliginin hesaplanmasi:

14.600 — 15.096 dk’lar arasi

640,00 = M — 640,00n, =M +n H - M =n, (640,00 —-1,0078)
n
853,10 = M —853,10n, =M +n,H - M =n,(853,10-1,0078)
n,
\’
n 4
n,(638,9922) = n,(852,0922) > —=—
n, 3
J
n =4
n,=3
\’

VP1 40-60 peptid dizisi icin Hesaplanan Molekiil Kiitlesi M = 2556,3 g/mol
Teorik Molekiil Kiitlesi M = 2556,88 g/mol

13.417 — 15.400 dk’lar aras1 (kiigiik pik)

(M +nH)

n

643,20 = — 643,20n, =M +n H - M =n, (643,20 -1,0078)

(M +n,H)

n,

856,95 = — 856,95n, =M +n,H - M =n,(856,95-1,0078)

\

n,(642,1922) = n,(855,9422) — 1 = %

n,
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n =4

n, =

\J
VP1 40-60 peptid dizisi i¢in Hesaplanan Molekiil Kiitlesi M = 2568,76 g/mol
Teorik Molekiil Kiitlesi M = 2556,88 g/mol

Analiz sonuglarina gore kiiciik pik icerisindeki dizide +12 g/mol fazlalik bulunmaktadir.
Diziye ilave olunan bu kisim diziyi daha hidrofobik hale getirmistir. Bu durum muhtemelen

ortamdan bir iyonun yapigsmasi nedeniyledir.

Sekil 7.47 VP1 40-60 peptid dizisi i¢in FT-IR sonucu.

7.3.5 NP 55-69 peptid dizisinin analizleri

NP 55-69; W RZL3T‘QNCS'LETI'°E! R 2M V1L 155164 17 .
Teorik Mol Kiitlesi: 2030,43 g/mol

! Mo ooy

-
¥.=

T T T T T T T
oa za an rs LT ] 1] (£ ] e |0 2a 230 Irs

Sekil 7.48 Ham NP 55-69 peptid dizisine ait TIC.
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mAU(x1,000) %

-Detector A210nm F

1.2&7 B.Conc.(Methodhol0

] F65.0
1.00+ 3

B F60.0

] F55.0
0.75 r

1 F50.0

] F45.0
0.50 r

] F40.0

1 F35.0
0.25 r

F30.0

0.001 [250

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T [20.0
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Sekil 7.49 Ham NP 55-69 peptid dizisinin UV kromatogramu.

Inten.(x10,000)

1015.80
1.004 677.85

025 515050131 90 101&.20
: iage2o 135420

dabigl, \Jm o Mln'wh
| { ! ' | T T
500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.50 Ham NP 55-69 peptid dizisinin 9.642 — 17.125 dk’ lar1 aras1 kiitle spektrumu.

Inten.(x10,000)
9.0

1 1015.80
8.0

7.0
6.0 677.85
5.0
4.0
3.0
20

] 1o3r.2o
1.0+

ool 87195 Nl 112965 135420 160835 1m0s

500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.51 Ham NP 55-69 peptid dizisinin 14.517 — 15.338 dk’ lar1 arasi kiitle spektrumu.
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677,85 = MM | 609 85n = M +n H — M = n, (677,85 —1,0078)
n
M+n,H
101580 = M) 1615800, = M +n,H —> M = n,(1015,80—1,0078)
n,
\’
n 3
n,(676,8422) = n,(1014,7922) — 1. = >
n, 2
\’
n =3
n, =
\’

NP 55-69 peptid dizisi i¢in Hesaplanan Molekiil Kiitlesi M = 2030,52 g/mol

Teorik Molekiil Kiitlesi M =2030,43 g/mol

Sekil 7.49°daki kromatogramdaki safsizliklardan temizlemek i¢in RP-HPLC’de saflastirma

islemi yapildi. Sekil 7.52-54’te saflastirma sonrasina ait kromatogramlar bulunmaktadir.

(x1,000,000)
JTic
1.0

0.9
0.8]
0.7]
0.6]
05
0.4]
0.3—§

0.24

T e e B L e B B s B B By S B B S H N
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0

Sekil 7.52 Saflastirilmig NP 55—-69 peptid dizisine ait TIC.
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mAU(x1,000) %
{Detector A210nm 475
1 B.Conc.(Method}
1.25 H45.0
F425
1.004 b
j F40.0
075 [87.5
[35.0
0.50- b
f 325
0.25] 130.0
275
0.001 b
— [25.0
—_——
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Sekil 7.53 Saflastirilmis NP 5569 peptid dizisinin UV kromatograma.

Inten.(x100,000)

1.004
677.75
1016.30

0.75
0.5(}7
0.257

1 519.00 1975.00
000 —04080 87135 1D6040 1364585 177585192675

500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.54 Saflastirilmig NP 55—69 peptid dizisinin 16.813 — 17.800 dk’lar1 aras1 kiitle

spektrumu.
i) W A R N R N .
At
QS—_

a6 —|

Sekil 7.55 NP 5569 peptid dizisi i¢in FT-IR sonucu.
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7.3.6 HA 91-108 peptid dizisinin analizleri

HA 91—108, WISZK3A4FSS6N7C8Y9P10Y11D12V13P14D15Y16AI7SISL19

Teorik Mol Kiitlesi: 2226,47 g/mol

(x100,000)
TIC

5.0
45
401
35
3.0]
25
201

1.59

0.0

Sekil 7.56 Ham HA 91-108 peptid dizisine ait TIC.

mAU(x1,000) %

JDetector A210nm r
4.0 B.Conc.(Method-70.0
3.59 £65.0

1 £60.0
3.0+ r

] F55.0
2,57 F50.0

] F45.0
2.0 r

] -40.0
1.57 F35.0
1.0 300

] F25.0
0.5+ r

] F20.0
0.0 F15.0

I L L L i10'0

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Sekil 7.57 Ham HA 91-108 peptid dizisine ait UV kromatogrami.
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Inten(x1,000)

6.0
] 1113.85

5.0

4.0

3_&: 1105.20

2.0

101569.45 74270
1 613.40 897.35

: 1998.85

o7e.85 .35 1799.90

e e e e '
500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.58 Ham HA 91-108 peptid dizisinin 15.700 — 24.725 dk’lar1 aras1 kiitle spektrumu.

Inten.(x10,000)
6.0 1118.85

ol
o
ol
201
o

] 74770
001269:35 .4, 84415 ﬂﬂp‘rb? — 148465 179180

i pl— T
500 750 1000 1250 1500 1750 m/z

Sekil 7.59 Ham HA 91-108 peptid dizisinin 19.525 —20.233 dk’lar1 aras1 Kiitle spektrumu.

M H
742,70 = w — 742,710n, =M +n H -> M =n,(742,70-1,0078)
n,
1113,85= M — 113,857, =M +n,H > M =n,(1113,85-1,0078)
n,

\

n,(741,6922) = n,(1112,8422) — 1 = %

n,



HA 91-108 peptid dizisi i¢cin Hesaplanan Molekiil Kiitlesi M = 2225,08 g/mol

Teorik Molekiil Kiitlesi M = 2226,47 g/mol

2.5&(711'%0.000)
2,25
2004
175
150
1.25
1.001 S o - oot o R - ‘
0.0 2‘.5 5‘.0 7‘.5 16.0 12‘.5 15‘.0 17‘.5
Sekil 7.60 Saflastirilmig HA 91-108 peptid dizisine ait TIC.
AU(x1,000 %
1 -OD,WDetQ(exctor A')210nm L
] B.Conc.(Method}
0_% 550.0
08 [
] L45.0
0.7 [
061 400
05 i
] 35.0
0.4] r
03 300
0.2 i
] J//_J 25.0
0.19 [
003 120.0
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 min

Sekil 7.61 Saflastirilmis HA 91-108 peptid dizisinin UV kromatogrami.
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Inten.(x10,000)

N
o

1114.00

S S35 3 3!
PP AP R AP s AP T AN of

o
)

0208543 0
000 i 0 97040110870 156740 178258
500 750 1000 1250 1500 1750 miz

Sekil 7.62 Saflagtirilmis HA 91-108 peptid dizisinin 9.217 — 10.063 dk’lar1 arasi kiitle
spektrumu.

15—
T
10—
105—
100—
95—
a0 —
L T T Ty [ T Ty [T T Ty T T T T TR [ TR T Ty IO T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
FTIR Measurement 1fem

Sekil 7.63 HA 91-108 peptid dizisi i¢cin FT-IR sonucu.



7.3.7 Melanoma 155-163 peptid dizisinin analizleri

139

Melanoma 155-163; W'Q’L*S*L°L°M'W*I’T'";

Teorik Mol Kiitlesi:1290,59 g/mol

mV(x1,000) %
|Detector A210nm F
] B.Conc.(Method}-70 0
1.001 F65.0
F60.0
0.751 5.0
] F50.0
— F45.0
0.50- 2
] F40.0
1 F35.0
025 £30.0
F25.0
0.00 F20.0
F15.0
T T T T T T T T T T T T ;100
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 min
Sekil 7.64 Melanoma 155-163 dizisine ait TIC.
(x100,000)
ETIC
267
257
2.4;
2.3
2.2;
2,1%
204
199
18]
17
e ‘ e ettt et Sl et _‘ T
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275 30.0 325

Sekil 7.65 Melanoma 155-163 peptid dizisine ait UV kromatogrami.
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Ipten.(x1 ,000)
45 1291.30
40

3.(}2
251
207

1.0

05

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z
Sekil 7.66 Melanoma 155—-163 peptid dizisinin 21.080 — 21.660 dk’lar1 arasi kiitle spektrumu.

Sekil 7.65 ve Sekil 7.66°dan da anlasildig1 gibi peptid iyonlasmamistir. Sadece iizerine 1 H"
piki mevcuttur.

Melanoma 155-163peptid dizisi i¢in Hesaplanan Molekiil Kiitlesi M=1290,30 g/mol

Teorik Molekiil Kiitlesi M=1290,59 g/mol

B oo O A
. .

4000 3500
FTIR hasurement 1iem

Sekil 7.67 Melanoma 155-163 peptid dizisi i¢in FT-IR sonucu.
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7.4 Peptidlerin Preparatif Saflastirilmasi

Preparatif saflastirma islemi peptidler LC-MS ile karakterize edilip uygun gradient
belirlendikten sonra RP-HPLC sisteminde belirlenen piklerin toplanmasi ile yapilmstir.
Saflagtirma kolonu olarak Shimadzu Shimpack PRC-ODS 22 mm X 25 cm kolon
kullanilmastir.

Saflagtirmasi yapilan 2 peptide ait UV kromatogramlar1 Sekil 7.68 ve 7.69’da verilmistir.
Tarali alanlar toplanan kismi, tarali alan tizerindeki sayilar toplamanin yapildigi deney tiipti

numarasini belirtmektedir.

mAU(x1,000) %
4210nm,4nm:(1.00) L
4.0+ B.Conc.(Method)

3.0

2.0+

0.04

B N N B B P T T ™

Sekil 7.68 VP1 135-161a dizisinin RP-HPLC saflastirmasina ait UV kromatogramai.

mAU(x1,000) %

4220nm,4nm (1.00) [
2.00 B.Conc.(Method)
1.75] [29.0
1,50 %5, [ 28.0
1.257 E

] F27.0
1,00 r

] [26.0
0.757 r
0503 250
0.25—: F24.0
0.003 5

3 F23.0
0.253 E

00 50 1d.0 18.0 20.0 28.0 30.0 38.0 40.0 min

Sekil 7.69 VP1 200-213 dizisinin RP-HPLC saflagtirmasina ait UV kromatogrami.
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7.5 Peptidlerin FT-IR Analizlerinin Toplu Yorumu

FT-IR analizi yapilan peptid dizilerinin amino asit icerigi karsilagtirilarak dizi igerigi

hakkinda bilgi sahibi olunmaya ¢alisilmistir.

Cizelge 7.5 FT-IR analizi yapilan Peptid dizileri.

Dizinin Adi Peptid dizisi
VPI1 135-161a SKYSTTGERTRGDLGALAARVATQLPA
VP1200-213 WDRHKQRIIAPAKQLG
VP1 40-60 WVKINNTSPTHVIDLMQTHQHG
HA 91-108 WSKAFSNCYPYDVPDYASL
NP 55-69 WRLIQNSLTIERMVLSA
Melanoma 155-163 | WQLSLLMWIT

10—
4T
P11 S
90—
80—

T0—

50—

4DDF@I'IR hﬂeasuremerg5
Sekil 7.70 Peptid dizileri i¢in FT-IR sonuglariin toplu gosterimi.

Yapilan FT-IR analizleri ile peptidlere ait karakteristik bantlar Sekil 7.70°de goriilmektedir.
FT-IR analiz sonuglarindan yola ¢ikarak peptidlerin yapisi hakkinda fikir sahibi olmak
toplanan verilerle pek miimkiin olmamakta, fakat daha sistematik bir ¢aligma ile bunun

miimkiin olabilecegi goriilmektedir.
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7.6 Amino asit analizinin yapihsi

Tez kapsaminda VP1 200-213 peptid dizisinin amino asit analizi yapilmistir. Analizde
standart amino asit karigimi ile analiz sartlarinda amino asitlerin kromatogramda ¢iktig1 yerler
belirlenir.

Analiz Na ve Li olmak iizere 2 farkli yontemle yapilabilir. Bu iki yontem icin kullanilan
kimyasallar farklidir. Bu ¢aligmada Na yontemi kullanilmigtir.

Analizde kullanilan kolonlar;

Analitik kolon: Shim-pack Amino Na

Amonyak trap kolon: ISC-30Na’dur.

Analizi yapilan VP1 200-213 peptid dizisi W' D’R’H'K’Q°R'T'IPA''P APK QML G “dir.
Peptid 6N HCI ile muamele edilerek etiivde 120 °C’de 6 saat bekletilir. Yapilan bu islemle
peptid baglar1 kirilarak amino asitler serbest hale gegerler. Hazirlanan 6rnek, standardin
ardindan analiz sistemine verilir, olusan kromatogramdaki alanlardan yola c¢ikilarak

hazirlanan konsantrasyonlarla dizideki amino asitlerin her birinin sayis1 belirlenir.

mh
~Detector &:Ex:350nm Em:450nm

His

1000+
Tl
=00

230+

Sekil 7.71 Amino asit analizinde standardin kromatogramai.
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Cizelge 7.6 Standardin kromatogramina ait sonuglar.

ﬂ Cormpound T able Yiew
1D Hame | Type Channel | Ret. Time | Cone.1 |

1 Asp Target Detector & - C 6975 1|
2 Thr Target Detector & - C 5533 iy
3 Ser Target Detectaor & - C 9183 iy
4 Gy Target Detector & - C 10.295 04
5 Pro Target Detector & - C 11.644 01
5 Gly Target Detector & - C 15486 1|
7 Ala Target Detectar & - C 16.636 1|
=] Cys Target Detector & - C 17.385 0.05
g “al Target Detectaor & - C 15286 iy
10 het Target Detectar A - C EI o
11 lleu Target Detector & - C 21.289 ! 04
12 Leu Target Detector & - C 21925 01
13 Tyr Target Detector & - C 23418 1|
14 Ph-&la Target Detectar & - C 24 636 IR
115 His Target Detector & - C 25792 IR
16 Ly= Target Detectaor & - C 26854 iy
17 Trp Target Detector A - C 27BN i
18 AMmonis Target Detector & - C 28732 01
19 Arg Target Detectar & - 30199 0.1

|

i
Detector A Ex 350nm Em:4:30nm

=]
=)

25

=
(&)
o
&
J\ E
u Y
E N I T
\ . \ :
5o 75 do 12

Sekil 7.72 VP1 200-213 peptidinin amino asit bilesimini gosteren fluoresans kromatogrami.

Cizelge 7.7 VP1 200-213 peptidinin kromatogramina ait veriler.

ﬂ Compound T able View [
ID# Hame | Ret. Time | Conc. Channel | Peak# ‘ Area Height | Mark Peak Start Peak End Area’ |
1 Asp 972 0.05244 Detector & - Chi 1 8052336 402529 54975 7.842 £.9393
2 Thr 5531 0.00035 |Detector A - Chil 2 35521 1577 7850 8817 0.0306
El Ser any 0.00135 Detector & - Chi ) 132495 BEOT | % 8817 9.367 01142
4 Glu 10297 019169 |Detector A - Chl 4 15876365 17471 % 9367 10.950 13 6836
B Pro 11 646 009272 |Detector A - Chl 5 1663125 57789 BV 10950 13.483 1.4332
[ Gly 15492 009104 |Detector A - Chi B 15400411 530249 13 658 16.005 132717
7 Bla 16 B33 019908 |Detector A - Chl 7 201221589 B72635 BV 16.008 20567 17.3408
i Cys A7 355 000083 |Detector A - Chl 8 16422 1362 | T 17217 7533 00142
] Wal 18234 0.00154 |Detector A - Chl ] 14702 3824 | TV 17533 18983 01221
10 Met 19748 000124 Detector & - Chi 10 74402 2969 T I 191 USI 20117 0.0541
11 lleu 21.261 011939 |Detector A - Chl 12 8365510 35TS07 W 0567 | 21625 76401
12 Leu 21.904 0.09356 Detector & - Chi 13 4348890 213823 W 21625 23.833 41787
13 Tyr Mo pesk i= detected.
14 Ph-Ala 24703 000402 |Detector A - Chl 14 332555 8585 23908 24983 0.2866
15 Hiz 25750 009681 |Detector A - Chl 15 17123278 986798 W 24 953 26,475 14 7565
16 Lys 26845 017604 |Detector A - Chl 16 3732494 189710 v 26475 27ATS 3.2166
17 Trp 27 601 005088 |Detector A - Chl 17 4235186 118578 % 27175 28.300 36495
18 Ammonia 28730 016741 |Detector A - Chil 138 1815303 84231 | v 25.300 29283 1.5646
[il%s) Arg 30196 016453 Detector & - Chi 18 13944808 554992 4 29.283 3 .067 11.6726
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7.7 Biyokonjugatlarin Sentezi ve Analizi

Bu kisimda tez kapsaminda sentezlenen peptidler ve polimerler ile ¢esitli biyokonjugatlarin
hazirlanma metotlar1 ve ¢esitli yontemlerle analizleri verilmistir.
Sentezlenen viral peptidlerin bir kismi1 diger tez ¢alismalarinda kullanilmakta ve arastirmalari

devam etmektedir.

7.7.1 Mikrodalga destekli polimer peptid biyokonjugatinin sentezi

Bu tez ¢alismasinin getirdigi en biiyiik yenilik, polimer peptid biyokonjugatlarinin sentezinin
organik (DMF) ortaminda HBTU/HOBt aktivatorleri ile mikrodalga destekli olarak kisa
siirede (toplam 2 saat) yapilmasidir. Daha Onceki yapilan c¢alismalar su (PBS) ortaminda

karbodiimid varliginda 24 saat siireyle yapilmaktaydi.
Bu iki biyokonjugat sentez yontemini kiyaslamak i¢in paralel bir ¢alisma yapilmistir.

Mikrodalga destekli organik ortamda sentezlenen konjugatin sentezi asagida anlatildigi gibi

yapilmstir,

Npepid/Nvp/AA= 2 oranina ait orana ait biyokonjugatin sentezi: 10 mgr VP/AA kopolimeri

(25/75; MW=80.000) 5 ml DMF igerisinde ¢oziildi. VP/AA kopolimerinin karboksil
gruplarinin aktivasyonu 18,3 mg HBTU (My=379.24 g/mol) ve 6,7 mg HOBt (My= 135.12
g/mol) eklenerek yapildi. 0,9 mg Sap Hastalig1 Viriisline ait 135161 peptid dizisi (M,=2974
g/mol) 4 ml DMF igerisinde ¢oziildii. 0,3 ml DIEA ve 0,7 ml NMP baz ¢ozeltisi peptid
tizerine eklendi. Peptid ¢ozeltisi polimer ¢dzeltisi lizerine eklendi ve manyetik karistiricida
kanistirildi. 25 W, 26-75 °C sicaklik arasinda 3 dakika siire araliklarla Discovery iinitesi
icerisinde mikrodalga verildi. Ornek ¢dzelti 50 ml falkon tiip igerisine alind1 ve iizerine 35 ml
soguk (-20 °C) etil asetat eklenerek ¢oktiiriildi. Cokelti -6 °C’de 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen konjugatin yap1 ve karakterizasyonu, kromatografik [Dort
Dedektorlii-UV, Refraktif Indeks, Viskozite ve 1sik sacilmasi, kromatografik sistem]),

spektroskopik ve fluorimetrik yontemlerle incelendi.

7.7.1.1 Hesaplamalar
VP/AA kopolimeri = M vp/aa= 80 000 Da

135-161 igin = Mpepia = 2975 Da
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pepid C pepiid M vpaa

= =2;4

Mypraa Cypraa-M peptid

n

1) npepiia/nve/an = 2 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.09g/100mI= 0.9 mg/ml

2) npepiia/nvpaa = 4 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.15 g/100ml= 1.5 mg/ml
-N ucunda Trp amino asidi igermeyen 136-161 = 2791 Da

3) npepiia/nveaa = 8 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.27g/100ml= 2.7 mg/ml

4) npepiia/nve/aa = 12 olan VP/AA — Peptid Biyokonjugat Cozeltisi
Cpeptia= 0.41g/100ml= 4.1 mg/ml

Bu calismada npepia/nvpaa = 2 oraninda hazirlanmis biyokonjugatlara ait BAK-UV grafigi

Sekil 7.73’te verilmistir.

Sulu ortamda hazirlanan biyokonjugat ¢alisma grubumuz tarafindan hazirlanmistir

(Mansuroglu, 2007).

Ultra Violet (mV) Vs. Retention Volume (L)
Active Method : Mo Active Method
2892 |3006-12-28_16;36;33_WPAA_T mu-rmi_01 vilt 17854 | 20258 | 9379
2006-12-20_12;14,47_WPAA+1 35-161L_Kon__Sulu_01 vdt - : . g I-a0.00
2006-12-28_13,02:46_VPAA+H 35-161L_ORGKon__FBS_01 vilt 133-16 1 peptldl 168.00 [-18000
8000 2006-12-21_15;45,16_¥P1-135-161 pH7_01 veit |-g5.00
R ks- ] ] |-160.00 |-18000
76,00 €aksiyona girmemis
G i 152,00 |170.00 [-e0.00
2 VP1 135-161 peptidi Aktivatdrlerin -
oo . 14400 |F16000Z| 750p ©
S yan {iriinii B E
. 136005160005 700 2
= 2 =
£ B4.004 = o =
z 128002140005 =
= = 6500 5
Z po.00 = 2 |
- VP/AA + VP1 135-161 (10 e B
= 56.00 = 16000 m‘
5 11200120005 =
: Mikrodalga destekli S oo £
5, 52.00 = L b
& ikrodalga des oS ol % 5
= 2 5 -
o 48.00 'k K L = = &
2 Organik Konjugati Foeon S sanonZ 5000 ¢
> o B e
71 44.004 = b =
2 8800 Zi-a000 3-4500 =
=} T o
& 4000 i e =
= [F80.00 =-80.00 1 4000 .
] VP/AA + VP1 135-161 S : " g
= 36.00 u 200 2 roon 2 &
5 32,00 3 4 R Blesnn &
= 32004 o & |
2 207 grtamindaki konjugati Foon 3leose O =
“ 28004 = S-s000 &
5600 "L spgp o &
ann] EL2500 &
21343 4405a] |[362E0] = |[21 674
20.00 l4ooo | gpg0 [-20.00
16.00 F32.00 | 2p00 (1500
12.004 2400 |qp00
787 1647 | 212 | 638
T T T T T 1 T T ] T T 1 1
@D 0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 140 16.0 1t 200 221 24.0 26.0 280 300 @B @B @B
Retention Volume {mL} B

Help = F1, Context Help = Shift F1 MOUSE-L: Drag V-Scale MOUSE-R: Actions 13,02,44,34 1 UM

Sekil 7.73 iki farkli ydntemle sentezlenen biyokonjugatlarin UV kromatogramu.
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Mikrodalga destekli organik ortamda sentezlenen VP/AA VP1 135-161 biyokonjugatinin
BAK analizinde daha 6nceden polimerin ¢iktig1 yerde UV piki veren polimer gériiniimlii bir
pik goriildii. Peptidin oldugu yerde tamamen yok olus gézlendi.

Paralel yiiriitiilen sulu ortamda karbodiimidle yapilan g¢alismada yine konjugat olusumu
gozlendi fakat ortamda reaksiyona girmemis peptid oldugu BAK analizi sonucunda goriildii.
Bu sonuglar gostermektedir ki mikrodalga destekli olarak organik ortamda yapilan

konjugasyon daha hizl yiirtimekte ve peptidin tamami reaksiyona girmektedir.

7.7.2 VP1 135-161 ile yapilan ¢calismalar

Bu bolimde, bu tez kapsaminda sentezlenen VP1 135-161 dizili peptidle ¢aligma
grubumuzun elde ettigi deney sonuglarima (Mansuroglu, 2007) yer verilmistir. Ad1 gecen
calismada kullanilan “organik ortamda sentezlenen mikrodalga destekli polimer peptid
biyokonjugati” bu tez kapsaminda sentezlenmistir. Organik ortamda sentezlenen mikrodalga
destekli polimer peptid konjugatina ait analiz sonuglari, sulu ortamda karbodiimid varliginda

sentezlenen konjugatlarla birlikte kiyaslamali olarak verilmistir.

7.7.2.1 Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak Organik Ortamda Sentetik Polianyon
VP/AA Kopolimeri (25/75; My 80.000) ile Sap Hastalhig: Viriisiiniin VP1 Kapsid

Proteinin Sentetik Peptid Antijenlerini iceren Fiziksel Kompleks ve

Biyokonjugatlarin HPLC-Viscotek ve Fluoresans Sonuclari

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid
biyokonjugatlarinda farkli oranda akrilik asit iceren VP/AA (25/75; M, 80.000) ve VP/AA
(50/50; M 80.000) kopolimerleri kullanildi.

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda farkli oranda akrilik asit igeren VP/AA
(25/75; M, 80.000) ve VP/AA (50/50; M . 80.000) kopolimeri ile bilesenlerinin

Dpepiid/Nvpaa= 2, 4 oranlarinda VP/AA-Peptid biyokonjugatlari sentezlendi. Sentezlenen
VP/AA-Peptid biyokonjugatinin yapi1 ve karakterizasyonu BAK ve HPLC cihazlarinda
kromatografik olarak yapildi. Ayrica Zetasizer cihazinda boyut (nm) ve zeta potansiyel

6l¢timii yapildi.
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Sekil 7.74 0.01 M PBS pH 7°de hazirlanmis 6rneklerin BAK analiz sonuglari.

(1) % 0,2 VP/AA (25/75; MW=80.OOO) Kopolimeri, (2) % 0,006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
fonksiyonel antijen Ozelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteinin 135-161 Peptidi, (3)
VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa = 2), (4) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Dpepiia/nvpaa = 4) ait BAK Kirillma Indisi dedektorii (a), UV dedektorii (b), Isik Sagilmasi
dedektorii (c), Viskozite dedektorii (d) kromatogramlar: (Mansuroglu, 2007)
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Sekil 7.75 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis 6rneklerin BAK analiz sonuglari.

(1) % 0,2 VP/AA (50/50; MWZSO.OOO) Kopolimeri, (2) % 0. 006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin
fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteinin 135-161 Peptidi (3)
VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepiia/nveaa=4) ait BAK Kirilma Indisi dedektérii (a), UV
dedektorii (b), Isik Sacilmasi dedektorii (c), Viskozite dedektérii (d) kromatogramlari
(Mansuroglu, 2007).

Flouresans Siddeti

Dalga Boyu (nm)

Sekil 7.76 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis konjugatlarin fluoresans sonuglari.

(1) VP/AA-Peptid Biyokonjugati (Dpepiia/nveaa=2; Amas— 350), (2) VP/AA-Peptid
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Biyokonjugatt (npeptia/nveaa=4; (Amaks= 350), (3) VP/AA(50/50)-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/Nvean=4; Ana350) (4) % 0. 05 Sap Hastaligr Viriisiiniin fonksiyonel antijen ozelligi
tasityan yapisal VP1 135-161 dizili peptidine ait (Amas— 353) fluoresans sonuglari
(Mansuroglu, 2007).

Size Distribution by Intensity
e A
E 54 .. .. ...... ..... : . IR
INEENY )=/ [ NN
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nmj)
2 Zeta
Ornekler Boyut Potansiyeli
% 0.1 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen
ozelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid Proteinin 135-161 2.49 -13.5
Peptidi
% 0.5 VP/AA (25/75, M , 80 000) Kopolimeri 7.91 -33
VP/AA-Peptid Fiziksel Karigim1 (npeptia/nvp/aa=2) 4.92 -22.5
Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak organik
ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati 10.1 -16.1
(Mpeprid/ My P/44=2)
EDC ¢apraz baglayicisi varliginda Yontem 2’ye gore
sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati 6.39 -18.7
(Npeptia/Nyvp/ar=2)

Sekil 7.77 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis konjugatlarin Zeta-Sizer aletinde alinan boyut ve
zeta potansiyel 0l¢lim sonuglari.

(1) % 0.006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal VP1 Kapsid
Proteinin 135-161 Peptidi , (2) % 0.5 VP/AA Kopolimeri, (3) VP/AA-Peptid Fiziksel
Karigimi  (Npeptia/Nvp/aa=2),

(4) EDC c¢apraz baglayicisi
varhiginda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nveas=2) ait Zeta-Sizer cthazinda

alinan boyut ve zeta potansiyel 6l¢iim sonuglar1 (Mansuroglu, 2007).

Mikrodalga teknolojisi kullanilarak, organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid

biyokonjugatlarimin sicaklik degisimine bagh fluoresans siddeti ol¢iildii.
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Sekil 7.78 npepia/Nyp/aa= 2 oranina sahip VP/AA(25/75)-Peptid biyokonjugatinin sicaklik
degisimine bagl fluoresans siddeti (Mansuroglu, 2007).

300000 -

250000 -

200000 -

150000 -

100000 -

50000 ~

290 315 340 365 390 415 440

Sekil 7.79 npepiia/nveaa= 2 oranina sahip VP/AA(50/50)-Peptid biyokonjugatinin sicaklik
degisimine bagl fluoresans siddeti (Mansuroglu, 2007).

Sekil 7.78 ve 7.79 deki grafiklerde sicakligin artisina bagli olarak fluoresans siddeti
azalmaktadir. Bilindigi lizere sicakligin artisi, ¢ozeltideki molekiillerin kinetik enerjisini
arttirdigindan daha fazla molekiiller arasi carpisma meydana gelmesine neden olmaktadir.
Dolayisiyla molekiiller sahip olduklar1 enerjinin bir kismin1 ortama verdiklerinden fluoresans
siddeti azalir. Bu nedenle sicaklik artisi ile dogru orantili olarak fluoresans siddeti

azalmaktadir.

Ayn1 VP/AA-Peptid biyokonjugatlar1 klasik yontemle, —N terminal ucunda Trp amino asidi
icermeyen 135-161 peptid dizisi ile npepia/nveaa= 8; 12 oranlarinda sentezlendi. Sentezlenen

VP/AA-Peptid biyokonjugatinin BAK analiz sonuglart:



Sekil 7.80 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis konjugatlarin BAK sonuglari.

(1) VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveaa=12), (2) VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/nvr/an=8), (3) % 0,2 VP/AA Kopolimerine (25/75; 80 000) ait BAK Kirilma Indisi
dedektorii (a), UV dedektorii (b), Isik Sacilmasi dedektorii (c), Viskozite dedektorii (d)
kromatogramlar1 (Mansuroglu, 2007).

7.7.2.2 Fluoreskamin Yontemi ile VP/AA-Peptid Biyokonjugatlarina ait Amino Grubu
Sayisi ve Konjugasyon Derecesinin Saptanmasi

Bu caligmada tek basina fluoresans 6zellik gostermeyen ancak primer (birincil) alifatik amin
gruplar1 ile reaksiyona girdiginde fluorophor &zellikte iirlin olusturan Fluoreskamin
kullanilarak VP/AA-Peptid biyokonjugatlarinin konjugasyon derecesi hesaplandi. Peptid
molekiillerinin VP/AA kopolimeri ile olusturdugu konjugatlarin konjugasyon derecesi serbest
peptid ve fiziksel komplekslerle karsilastirmali olarak yapildi (Mansuroglu, 2007).
Hesaplamalar:

Her bir ¢ozelti i¢In Nayoreskamin/Npeptid (Ng/Np)orant hesaplanarak bu oranlar i¢in Am.s dalga
boyundaki I,k Fluoresans siddetlerine gore cizilen grafikten peptiddeki serbest amino grubu

say1s1 tayin edilir.



153

Sap Hastalig1 Viriisiiniin VP1 136-161 peptidinin ¢ozeltideki konsantrasyonu % 0.003’djir.
VP/AA kopolimeri = MVP/AAZ &0 000 Da

135-161 igin = Mpepia = 2975

2mg 1mol 2mg  1mol
n, #1000, 2784 > M _o34 n, _ #1000, 278¢ 3™ _ s
n, B ] 451mg 1mol n, - n, - i 4,51mg 1mol n, -
142,8ml 2977 g 142,8ml 2977g
p 2mg  1mol p 2mg 1mol
n, 10004 278g  yn; _ | 4. n, 10004 278¢ 30 _ 5
n, B ] 451mg 1mol n, - n, B i 451mg 1mol n, -7
142,8ml 2977g 142,8ml 2977g
p 2mg 1mol p 2mg 1mol
n,_ 710004278 gnp o n, 100044 2788 - g0y _, o
n, _4ml 4,51mg 1mol n, v n, a oy HS1mg 1mol n, S
'142,8ml 2977g '142,8ml 2977g
p 2mg 1mol p 2mg 1mol
n, _ 100042788 gnp o oo n, 100044 2788 g n; _
n, B A 451mg 1mol n, -7 n, B - 451mg 1mol n, o
'142,8ml 2977g '142,8ml 2977g
2mg 1mol 2mg 1mol
ne_ 10004 278 gn, e 1000 278 gny
N, g 451mg 1mol n, ’ n, 451mg 1mol n, ’

'142,8ml 2977g

mi.
142,8ml 2977 g

7.7.2.3 Fiziksel Kompleks ve Biyokonjugatlardaki Amino Grubu Sayisimin Tayini

4,51 mg Peptid 142,8 ml borik asit tamponunda igerisinde olacak sekilde ¢oziiliir. Cozeltiden
4’er ml’lik 10 adet numune alinir. 10 numune {izerine sirasi ile 2 ul, 4 pl, 8 ul, 12 pl, 16 pl,
24 ul, 30 ul, 36 pl, 44 ul, 52 pl Fluorescamine ¢ozeltisinden eklenir. Manyetik karistirici
tizerinde 1,5 dakika karistirma yapildiktan sonra 390 nm’de uyarma yapilarak ¢6zeltinin

Fluoresans Spektrumu alinir (Mansuroglu, 2007).
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7.7.2.4 Fluoreskamin Yontemi ile Amino Grubu Sayis1 ve Konjugasyon Derecesinin
Saptanmasina ait Deney Sonuclar
120000 -
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f1

50000 -
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40000 ~
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20000 4

0 v nfnp

a 2 4 ] g

Sekil 7.81 Cesitli biyokonjugatlarin fluoresans siddet degisim grafigi.

(1) % 0,003 Sap Hastalig1r Viriisiiniin 135-161 peptid dizisi, (2) VP/AA-Peptid Fiziksel
Kompleksi (npepia/nveaa=2), (3) VP/AA-Peptid Fiziksel Kompleksi (npepiia/nveaa=4), (4)
EDC capraz baglayicis1  varliginda sentezlenen = VP/AA-Peptid Biyokonjugati
(Npeptia/nve/an=2), (5) Mikrodalga Teknolojisi kullanilarak organik ortamda sentezlenen
VP/AA-Peptid Biyokonjugati (nyepria/nyvpa4=2) (6) Mikrodalga Teknolojisi kullanilarak
organik ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npepia/nye14=4) ait fluoresans

siddet degisimi (Mansuroglu, 2007).

7.7.3 LPS c¢ahismalar icin hazirlanan biyokonjugatlar

Bu boliimde Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimiinde doktora ¢alismasini tamamlayan
Dr. Ayse Nalbantsoy’un c¢aligmalarinda (Nalbantsoy, 2008) kullanmasi i¢in sentezlenen

polimer LPS biyokonjugatlarinin sentezi ve immiinoloji sonuglart anlatilmigtir.

Salmonellosis diinyada Onemli zoonoz hastaliklar arasindadir. Coklukla Salmonella
Typhimurium yaygin olarak goriilmektedir. Lipopolisakkarit ise bircok gram (-) negatif
bakterinin dis membranint olusturan ve endotoksin olarak da adlandirilan baslica
bilesenlerdendir. LPS yiiksek hidrofobik 6zelik gosteren lipit (/ipid A) grubuna kovalent
olarak baglanmis uzun polisakkarit zinciridir. Tiire gére degisken uzun hidrofilik polisakkarit
zinciri O antijen olarak adlandirilmaktadir ve gram (-) enfeksiyonlarinda immiinite

olusumunda spesifik antijenik cevabin olugmasindan sorumludur.
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7.7.3.1 Poli—4—vinil Piridinin (P4VP) %100 Etilbromiir ve %10 Setilbromiir-%90 Etilbromiir
ile Alkilizasyonu

Konjugatlarin olusumunda daha etkin etkilesimleri saglamak amaciyla P4VP’nin 2
modifikasyonu hazirlanmistir. Bu amagla iki farkl sisede 30 mg P4VP 10 ml metanolde
¢ozdiiriildiikten sonra 1. siseye 30 ul bromoetan (%100 etilasyon), 2. siseye 10 ul heksadesil
bromid (1-bromoheksadekan) (%10 setilasyon ic¢in) eklenerek manyetik karistiricidda 200
rpm’de, oda sicakliginda ¢6zdiiriildii ve sistem, azot atmosferine alindi. Daha sonra siseler
80°C’de 6 glin bekletilmistir. Etilasyon yapilan 1. sisedeki ornek ¢oktiirme islemine alinarak
setilasyonu tamamlanan Ornege 30 pl bromoetan (%90 etilasyon) eklenip sistem azot
atmosferine alindiktan sonra tekrar 80 °C’de 6 giin bekletilmistir. Coktiirme islemi 40 ml - 20
°C etil asetatla gergeklestirilmis ve 5000 rpm, -3°C’de 10 dakika santrifiij sonrasi vakum

altinda cam firinda kurutulan 6rnekler analize alinmistir.

—CH,—CH— —CH,—CH—
| AN C2H5BI' | AN
z MeOH, N, 80 °C NZ o
N '@ Br
6 giin C,Hs
Poli-4-vinilpiridin Poli-4-vinil-4-etil-piridinyum bromiir

Sekil 7.82 PVP’nin C,H;Br ile alkilasyonu.

Reaksiyonun Kontrolii

1. Destile suda (pH 7.0) ¢oziiniirliigii (1 mg / ml) kontrol edilmis,
2. FT-IR  spektrofotometrede  spektrumu alinarak P4VP’nin  spektrumu ile

karsilastirilmistir.

P4VPEtBr ve P4VPEtStBt ile LPS’nin Konjugasyonu

Konjugasyon ortaminda final konsantrasyonlart LPS 1 mg / ml (ultra saf su pH 7.2) farkli
miktarlarda polimerle (0.5, 1, 2 mg / ml ultra saf su, pH 7.4) oda sicakliginda konjugasyonlari
olusturulmustur. LPS polimer iizerine yavas yavas manyetik karistiricida (200 rpm) eklenerek
1 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 4000 rpm oda sicakliginda 10 dakika santrifiij
edilmis ve slipernatantta olusan biyokonjugatlarin boyut Olciimii (Zetasizer), yapt ve

karakterizasyonu BAK ile kromatografik analizleri yapilmistir.
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8. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglari bir liste halinde su sekilde siralayabiliriz.

1) Konidin sentezi ve biyobozunur o0zellikli polikonidin polimerinin sentezi ve bu

polimere —COOH fonksiyonel grubunun kazandirilmasi.

2) 3 farkl viral hastaligin (Sap, Grip, Melanoma) immiinojenik 6zellige sahip 7 farkli
kapsid peptid dizilerinin mikrodalga destekli kat1 faz peptid sentezi ile sentezlenmesi

ve LC-ESI-MS sistemi ile karakterizasyonunun yapilmas.

3) Sentezi yapilan dizilerden birinin (VP1 200-213) amino asit analizinin

gerceklestirilmesi.

4) Farkli polielektrolitlerle, sentezlenen peptidlerin yeni bir yontem olan mikrodalga
destekli, organik ortamda HBTU/HOBt aktivatorleri varliginda biyokonjugasyonunun

gerceklestirilmesi.

5) Yeni yontemle sentezlenen biyokonjugatin klasik yontemle sentezlenen

biyokonjugatla kiyaslanmas.

6) Gelecekte yapilacak sentetik as1 prototipi gelistirme calismalarina kaynak teskil

etmesi.

Takip eden boliimlerde bu listenin genis agiklamasi bulunmaktadir.

8.1 Polimer sentezinin Sonug¢ ve Tartismasi

Biyobozunur 6zellikteki polielektrolitler biyolojik uygulamalar acgisindan oldukca
onemlidirler. Bu c¢aligmada sentezi yapilan polikonidin ana zincirinde bulunan N-C
baglarindan dolay1 biyobozunurdur ve bu 6zelligi nedeniyle sentetik as1 prototipi i¢in tastyici
molekiil olarak kullanilmaya adaydir.

Sentetik peptidlerin polimere baglanabilmesi i¢in polimer zinciri iizerinde peptidlerin
baglanabilecegi aktif gruplarin (-COOH, —NH,, vb.) bulunmasi gereklidir. Fakat polikonidin
zincirinde bu tiir aktif gruplar bulunmamaktadir. Bu problem polikonidin BrAcOH ile
reaksiyona sokularak polimer zincirine -COOH gruplarinin eklenmesi ile giderilmistir. Bu
sayede poliakrilik asit gibi lizerinde —COOH gruplar1t bulunduran fakat ayni zamanda
yapisinda bulunan N-C baglarindan dolay1 biyobozunur 6zellik gdsteren bir poliamfolit yap1

elde edilmistir.
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Sentezlenen polimerlerin yapisal analizleri FT-IR ve 'H NMR ile yapilmistir. Molekiil
agirliklar1 BAK analizleri ile belirlenmistir. Sekil 8.1 ve 8.2°de sentezlenen polikonidin
dizilerinden birine ait BAK analiz sonuglar1 verilmis ve Cizelge 8.1°de veriler tablo halinde

verilmistir.

Masilay Plot Rebecive indes m') v Aeisedos Yol (mL)
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Sekil 8.1 Kloroform ortaminda npagiatici/Nmonomer Orant 1/500 (siyah), Kloroform ortaminda
Dbaslatic/ Nmonomer Oran1 1/2000 (koyu yesil), Kloroform ortaminda nyaglatic/ Nmonomer Orant 1/2000
(kirmiz1), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagiatic/Nmonomer 0Orant 1/2000 (mavi), Metanol-1,4-
dioksan karisiminda npagiatic/Nmonomer 0rant 1/2000 ve mikrodalga enerjisi ile sentezlenmis
(acik yesil) polimerlere ait refraktif indeks ve UV kromatogramlari.
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Sekil 8.2 Kloroform ortaminda npagiatici/Nmonomer Orant 1/500 (siyah), Kloroform ortaminda
Dbaslatic/ Nmonomer Oran1 1/2000 (koyu yesil), Kloroform ortaminda nyaglatic/ Nmonomer Orani 1/2000
(kirmiz1), Metanol-1,4-dioksan karisiminda npagiatic/Nmonomer 0Orant 1/2000 (mavi), Metanol-1,4-
dioksan karisiminda npagiatic/Nmonomer 0rant 1/2000 ve mikrodalga enerjisi ile sentezlenmis
(acik yesil) polimerlere ait 151k sagilmasi ve viskozite kromatogramlari.
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Cizelge 8.1 Dort dedektorlii biiytiklikkge ayirma kromatografisi ile belirlenen sabitler (Sekil
8.1 ve Sekil 8.2°deki ornekler igin) .

: Ny, ‘laucl/ . _ EY: Mark Mark
Pl(zllr(;ler Bazslatlm nm:nomer M M Aiw/ (Rh) Houwink | Houwink | Cdzgen (dIl\// )
odu me) orani " ! M, m a log K £
ZE 71 (COH53)I 1/500 27160 16953 1,602 | 5,286 0,663 -3,336 CHCl; | 0,3830
ZE 72 ?OHg)I 1/2000 22415 16555 1,354 | 4,504 0,587 -3,097 CHCI; | 0,2792
CH;l MetOH-
ZE 73 0 53 1/2000 23067 15813 1,459 | 4,809 0,661 -3,334 1,4 0,3352
(0,5) Dioksan
CH.I MetOH-
ZE 74 0 53 1/2000 23662 16095 1,470 | 4,830 0,664 -3,202 1,4 0,3299
(0,5) Dioksan

Elde edilen sonuglar sentezlenen polimerlerin monodispersite ve ortalama molekiil agirlig

olarak birbirlerine yakin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 8.3 Kloroform ortaminda npagiatei/Nmonomer 0rani 1/1000 olan polikonidine ait FT-IR

spektrumu (baslatict CH3I).

FT-IR analizi ile 2926-2788 cm™ bantlar1 ile CH, gruplarmin varhigi gozlenmis ve 3377cm’’

’deki bant da NH gerilmesine aittir. Polimerin yapisinda baskaca bir fonksiyonel grup

bulunmamaktadir.
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8.2 Peptid Sentezinin sonug ve tartismasi

Peptid sentezi ayr1 bir ¢alisma alani1 olarak son 20 yilda ¢ok biiyiik bir hizla gelismektedir.
Peptidlerin tamamen dogal yapida olmasi ve viicutta pek ¢ok islev goérmesi onlarin ilag
gelistirme caligmalarinda kullanilmasini miimkiin hale getirmektedir.

Sentezi yapilacak viral peptidler, Grip, Sap ve Melanoma viral hastalilarinin kapsid
proteinlerinden belirlenen kisimlar amaca uygun olarak literatiir kaynaklarindan belirlenmis
ve gerekli goriilen modifikasyonlar (-N ucuna Trp eklemek gibi) yapilarak sentezleri SPPS
yontemi ile yapilmigtir.

Tez kapsaminda, 3 farkl viral hastaligin (Sap, Grip, Melanoma) immiinolojik 6zellige sahip 7
farkli kapsid peptid dizisi mikrodalga destekli kat1 faz peptid sentezi ile sentezlendi ve LC-
ESI-MS sistemi ile karakterizasyonu yapildi.

Sentezlenen peptid dizileri Cizelge 8.2’de verilmistir.

Cizelge 8.2 Sentezi yapilan peptid dizileri ve amino asit sayilari.

Dizinin Adi Peptid dizisi Amino Asit Sayisi
VP1 135-161a SKYSTTGERTRGDLGALAARVATQLPA 27
VP1 135-161b WSKYSTTGERTRGDLGALAARVATQLPA 28
VP1 200-213 WDRHKQRIIAPAKQLG 16
VP1 40-60 WVKINNTSPTHVIDLMQTHQHG 22
HA 91-108 WSKAFSNCYPYDVPDYASL 19
NP 55-69 WRLIQNSLTIERMVLSA 17
Melanoma 155-163 | WQLSLLMWIT 10

Giliniimiizde 06zellikle uzun zincirli peptidlerin sentezinde ulasilan son nokta mikrodalga
destekli kati halde peptid sentezidir. Bu tez caligmasinda kullanilan viral peptidler tez
kapsaminda mikrodalga destekli olarak sentezlenmis, karakterize edilmis ve saflastirilmigtir.
Sentezlenen peptidler sadece bu tezde kullanilmakta kalmamis bitmis ve devam etmekte olan
tez caligmalarinda da kullanilmaktadir. Bu yoniiyle sunulan tez g¢alismasi bolimiimiizde

devam etmekte olan ¢aligmalara da kaynak temin etmektedir.

8.2.1 LC-ESI-MS analizleri Sonuc¢ ve Tartismasi

LC-ESI-MS kiigiik molekiil agirligina sahip molekiillerin, molekiil yapilarint bozmadan
analizine imkan saglayan bir analiz yontemidir. Tez ¢alismamda sentezlenen peptidlerin

tamaminin karakterizasyonu i¢in LC-ESI-MS kullanilmistir. Bu analizler sonucunda sentez
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tiriinlerinin safliginin iyi derecede oldugu belirlenmistir.

Sentez sirasinda ortaya ¢ikan istenmeyen durumlar (dehydration, deletion, vb.) yapilan
karakterizasyon analizinde ortaya ¢ikmaktadir. Buna 6rnek olarak VP1 200-213 dizisinin
analizi verilebilir. VP1 200-213 dizisinin analizinde gozlenen pikler eksik amino asit igeren
dizileri gostermektedir.

VP1200-213 dizisi: W' D*R’'H'K’Q°R'T'’A'P'APK QL Q" “dir.

10 poOmom
L

+100;1 00
ESZZH
135 200+ O7) 2

o7 1
0504 3
0z

om

——TrTrTr T T T T T e e o e e e L e e e e e e B L B
145 150 155 150 165 17 o iIms 120 125 190 185 ran f] a5

Sekil 8.4 Ham VP1 200-213’¢ ait UV kromatogrami.

Sekilde 8.4’te goriilen piklerin hidrofillik siralamast 1 > 2 > 3’tiir. Ciinkii peptid dizisinin
hidrofobik karakteri arttikca peptidin kolondan ayrilmasi daha uzun zaman alir. Yapilan
hesaplar ile bu diziler arasinda R (Arg) farki oldugu goriilmiistiir. Hesapla ilgili genis
aciklama boliim 7.3.3°te yapilmustir.

Hesaplama yazilimlar ile de bir yaklasim yapmak miimkiindiir. www.innovagen.se internet
adresinde bulunan bir hesaplama (Hopp ve Woods, 1981) yazilimi ile yapilan hesaptan elde
edilen pH 7.0’daki net yiik, pI ve ortalama hidrofillik degerleri gibi veriler Sekil 5-7°de

verilmistir.
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PE]]‘][IE Request quotation! |
MN-terminus Sequence (in either 1- or 3-letter-code) C-terminus

finHz)  x|[woRHKoRIAPAKOLG |(cooH) =| Calculate |
Please denote modified amino acids by enclosing them in parentheses; e.g. (p5) or (pSer) for a phosphorylated Serine.
Interpreted sequence

1-letter code: WDORHKQRIAPAKGLG

3-letter code: Trp-Azp-Arg-His-Ly=-Gin-Arg-lle-lle-Ala-Pro-Ala-Ly=s-Gin-Leu-Gin

Number of residues: 18
Molecular weight,
MWV

1988.3

Hopp & Woods
o] L o]

Net charge
2

=

Met charge at pH 7.0: 3.1 Average hydrophilicity: 0.3
lzo-electric point, pt.  11.5  Ratio hydrophilic residues f total number of residues. 50%

Sekil 8.5 VP1 200-213’{in tam dizisine ait degerler.

P'Epti[!E Request guotation! |
N-terminus Sequence (in either 1- or 3-letter-code) C-terminus

[nHZ) = ||WDRHKQIAPAKQLG (-COOH) w| Calculate |
Please denote modified amino acids by enclosing them in parentheses; e.g. (p5) or (pSer) for 8 phosphorylated Serine.
Interpreted sequence

1-letter code: WDRHKQIAPAKOLQ

3-letter code; Trp-Asp-Arg-His-Lys-Gin-llie-lle-Ala-Pro-Ala-Lys-Gin-Leu-Gin

NMumber of residues: 15
Molecular weight,

18321
MV

Net charge Hydrophilicity Hopp & Woods
s w | 0| R

L 0]

Met charge at pH 7.0 2.1 Average hydrophilicity: 0.2
lzo-electric point, pl. 1006  Ratio hydrophilic residues / total number of residues; 47%

Sekil 8.6 VP1 200-213"{in bir R eksik dizisine ait degerler.
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Pe Iltlle Request quotation! I
N-terminus Sequence (in either 1- or 3-letter-code) C-terminus
[Hz)  x||wonkeiapakalo [rcooH) =| calculsts |

Please denote modified amino acids by enclosing them in parentheses; e.g. (p5) or (pSer) for a phosphorylated Serine.
Interpreted sequence

1-letter code: WDHKQIAPAKOLO

}etter code: Trp-Azp-Hiz-Lys-Gin-lle-lle-Ala-Pro-Ala-Lyz-Gin-Leu-Gin

Number of residues: 14
Molecular weight,

1676
MV

Net charge Hydrophilicity Hopp & Woods
iz wo| o H

o L o]

Met charge at pH 7.0: 1.1 Average hydrophilicity: -0.1
lzo-electric point, pl. 99 Ratio hydrophilic rezidues ! total number of residues: 43%

Sekil 8.7 VP1 200-213"{in iki R eksik dizisine ait degerler.

NP 55-69 peptid dizisinin LC-ESI-MS analizinde de ¢ok az da olsa eksik dizi (deletion)

olusmustur. Eksik amino asitlerin nasil tespit edildigi asagida anlatildig: gibi yapilmstir.

£ 000.000)
1.397C

1.4 A
149
1.0
0.8
0.6
0.
0.6
0.5
0.4
0.5

0.2

on 24 a0 74 100 125 150 175 200 224 250 274 300

677.60

050

024

63460 9521 1354.55

0.0 T T T T T T
400 750 1000 1250 1500 1750 miz

Sekil 8.8 A) Ham NP 55-69 peptid dizisine ait TIC. B) Ham NP 55-69 peptid dizisinin 16.9-

19.3 dk’lar1 arasinin kiitle spektrumu.
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NP 55-69 dizisi: W' RL’T'Q°N°S'L* T°T'°E 'R "M PV LS '0A "7

Teorik My, = 2030.52 g/mol

Sekil 8.8 A’da solda goriilen diger piklerin molekiil agirligt 1375.25 g/mol ve 1916.78
g/mol’diir. 2030.52 ile 1916.78’in arasindaki fark 131°dir ve M (Met) amino asidine karsilik
gelmektedir. 2030.52 ile 1375.25’in arasindaki fark 655.27°dir ve 5 amino aside karsilik
gelmektedir. Bunlarin hangi amino asitler oldugu Peptide Companion yazilimi ile bulunabilir.
Bu yazilimla yapilan incelemede eksik amino asitlerin 2 R (Arg), 2 I veya L (Ile veya Leu) ve
V (Val) olduklar1 bulunmustur. I ve L birbirlerinin yapisal izomeri olduklarindan ayni

molekiil agirligina sahiptirler (Sepetov vd. 1993).

8.3 Amino Asit Analiz Sonucu ve Tartismasi

Tez kapsaminda sentezlenip, saflastirilan VP1 200-213 peptid dizisinin % amino asit

bilesimini belirlemek amaciyla amino asit analizi yapilmistir.
Analizi yapilan dizi VP1 200-213; W'D’R’H'K’Q°R'T'I’A'’P"'APK QLG dir. Bu
dizinin 3 harf kodlu gosterimi

Trp'-Asp®-Arg’-His*-Lys’-GIn®-Arg’-1le®-1le’-Ala'’-Pro''-Ala'*-Lys"*-GIn'*-Leu'"-Gly'**dir

1 ?SD"; E)/atector A B 350nm Ermc 450nim
1 500—5
1 250;
1 DDD—f
?505
SDDé

250

o]
0o 25

380 375 400 425 min

Sekil 8.9 VP1 200-213 peptidinin amino asit bilesimini gosteren fluoresans kromatograma.
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Cizelge 8.3 VP1 200-213 peptidinin kromatogramina ait veriler.

ﬂ Compound T able Wiew

(173 Hame Ret. Time Cone. Channel Peak# Area Height Mark Peak Start Peak End Area% |
1 Asp BO72 008244 |Detector A - Chl 1 8052336 402529 5975 7842 £.9393
2 Thr G531 000035 |Detector A - Chi 2 35521 1577 7850 G817 0.0306
3 =er a7 0.00135 |Detector A - Chl 3 132498 EEO1 | % 8817 9367 01142
4 Glu 10297 019169 |Detector A - Chl 4 15878368 G17471 % 9367 10950 13 6636
S Pro 11 646 009272 |Detector A - Chil 5 1663125 57789 BV 10950 13.483 1.4332
5] Gly 15492 0.03104 Detector & - Chi 5 15400411 530249 13638 16.008 132717
7 Az 16 633 019909 |Detector A - Chil 7 20122159 B7T2635 SV 16.005 20567 17.3408
g Cys 173585 0.00033 Detector & - Chi 8 16422 1362 | T 17.217 17.533 0.0142
g Wal 18234 0.00154 |Detector A - Chil 9 141702 3524 T 17533 18.983 01221
10 Met 19749 000124 Detector & - Chi 10 74402 2069 T I 191 USI 20117 0.0541
1 lleu 21 261 011939 |Detector A - Chi 12 8865510 357507 | W 30567 | 2 625 7 6401
12 Leu 21.904 0.09356 |Detector A - Chl 13 4348890 213823 | v 21625 23833 41787
13 Tyr Mo pesk i= detected
14 Ph-Ala 24703 0.00402 |Detector A - Chl 14 332555 8585 23908 248983 0.2866
15 His 25750 009681 |Detector A - Chl 15 17123278 986798 W 24 983 26,475 14 7565
16 Lys 26845 017604 |Detector A - Chil 16 3732494 189710 v 26475 27ATS 3.2166
17 Trp 27 601 005096 Detector & - Chi 17 4235166 118378 % 27ATa 28.300 3.6495
18 Ammonis 28730 016741 |Detector A - Chil 138 1815303 84231 | v 25300 29283 1.5646
[il(S) Arg 30196 016453 Detector & - Chi 19 13544808 554992 % 29283 3 .067 11.6726

Cizelge 8.4 VP1 200-213 peptidinin kromatograminin yorumlanmasi.

Kolondan

¢ikis sirasi

Amino asit

Kromatogramdan elde edilen

konsantrasyon degeri

Yuvarlama sonrasi elde

edilen deger

Asp

0.08244

Glu

0.19169

Pro

0.09272

Gly

0.09104

Ala

0.19909

Ile

0.11939

Leu

0.09356

His

0.09681

Lys

0.17604

10

Trp

0.05098

11

Arg

0.16453
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Cizelge 8.2°de goriilecegi gibi yapilan amino asit analizi ile; VP1 200-213 dizisinin 1
moliinde; 1 mol Asp, 2 mol Gln, 1 mol Pro, 1 mol Gly, 2 mol Ala, 1 mol Leu, 1 mol His, 2
mol Lys, 1 mol Trp, 2 mol Arg olmak iizere 11 ¢esit amino asit bulundugu ve toplam olarak
amino asit sayisinin 14 oldugu bulunmustur. Gergekte ise dizide 16 amino asit bulunmaktadir.
Bunun sebebi bu yontemle Gln (Q)’yi belirlemenin miimkiin olmamasidir. Bu durum goz

oniine alindiginda yapilan analiz oldukc¢a basarilidir.

8.4 Biyokonjugat sentezi sonuclar ve tartismasi

Sentetik yapida as1 prototipi gelistirme amacina ulasabilmek i¢in sentezi yapilan peptidler ve
polimerlerin  biyokonjugatlari hazirlanmistir. Biyokonjugat sentezinde daha Onceki
caligmalarda kullanilan su ortaminda karbodiimid varliginda yapilan klasik yontem yerine
mikrodalga destekli organik ortamda HBTU/HOBt aktivatorleri varliginda yeni bir yontem
kullanilmistir. Sekil 8.10°da yeni yontemin mekanizmasi gosterilmektedir. Sekil 8.10°da
polimer zinciri Tlizerindeki —COOH gruplarnn gosterilmis diger fonksiyonel gruplar

gosterilmemistir.
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Sekil 8.10 Peptid polimer konjugatinin yeni ydontemle sentezinin mekanizmasi.
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Sekil 8.10°da gosterilen mekanizma, peptid sentezindeki aktivasyon mekanizmasinin
polimere uyarlanmis halidir. Sekil 8.10°da polimer zinciri iizerindeki —COOH gruplari
gosterilmis diger fonksiyonel gruplar gosterilmemistir. Karbonil grubu aktivatorii olarak
HBTU kullanilmistir. RNH,, peptid zincirleri i¢in genel gosterimdir.

Biyokonjugat sentezinde polimer olarak, Sekil 8.11°de gosterilen VP/AA kopolimeri ve
BrAcOH ile modifiye edilmis polikonidin kullanilmigtir.

@ \ @ E]
CH,~CH— c CH,— CH }\ﬁ N N
IlI H3CCH2 CH> CH;
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VP/AA kopolimeri BrAcOH ile modifiye edilmis polikonidin

Sekil 8.11 Mikrodalga ile biyokonjugasyon reaksiyonlarinda kullanilan polimerler.

Bu tez caligmasmin getirdigi en biiyilk yenilik mikrodalga destekli organik ortamda
HBTU/HOBt aktivatorleri varhiginda biyokonjugat sentez yoOntemin gelistirilmesidir.
Literatiirde ilk olan bu yoOntemle sentezlenen biyokonjugatin fareler iizerinde yapilan
immiinoloji ¢aligmalar1 ve kullanilan polimerlerin toksisite analizleri boliimiimiizde var olan
hiicre kiiltiir laboratuvarinda yapilmistir (Mansuroglu, 2007). Immiinoloji sonuglar1 yeni

yontemle sentezlenen konjugatin etkin bigimde islev gérdiiglinii gdstermektedir.

Bir diger biyokonjugat anlatilan biyokonjugatlardan farkli olarak Polimer protein arasinda
yapilmistir. Polimer olarak iizerine etil ve setil gruplar1 baglanmis PVP polimeri kullanilmig
ve bu polimerin LPS ile konjugati hazirlanmistir (Nalbantsoy, 2008).

Ege Universitesi Biyomiihendislik béliimii ile ortaklasa yiiriitiilen bu calismada bu tez
kapsaminda daha saglam yapida biyokonjugatlarin sentezlenebilmesi i¢in polimerin etil ve
setil gruplar1 ile modifikasyonu, polikonidinin BrAcOH ile olan reaksiyonundaki gibi
yapilmustir.

Alkilasyonunu yaptigimiz PVP polimeri ile Ege Universitesi Biyomiihendislik béliimiinde

hazirlanan biyokonjugatlarin immiinoloji ¢alismalarina ait sonuglar Sekil 8.12°de verilmistir.
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21. Ginde Antikor Seviyesi Indirekt ELISA
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Sekil 8.12 LPS ve LPS’nin polimerlerle konjugatlarina ait indirekt ELISA Sonuglar
(Nalbantsoy, 2008).

Sekil 8.12°de goriildiigi gibi 3 farkli polimerin (P4VPEtBr, P4AVPEtStBr, PAA) ayr1 ayr1 LPS
ile konjugatlar1 farkli seviyelerde antikor titri vermislerdir. PAVPEtBr ile LPS’nin konjugati

en yiiksek antikor titrini verigtir.

8.5 Mikrodalga yontemiyle sentezlenen biyokonjugatin klasik yontemle sentezlenen
biyokonjugatlarla kiyaslanmasina ait Sonuc¢ ve Tartisma

Bu tez kapsaminda mikrodalga yontemiyle sentezlenen biyokonjugatlardan VP/AA
kopolimeri ile hazirlana biyokonjugatlarin analizleri ¢alisma grubumuz tarafindan yapilmaistir.
Burada 2 farkli yontemle sentezlenen biyokonjugatlarin analiz sonuglarindan yola ¢ikarak,

yapisal olarak ne gibi farkliliklar gosterdikleri iizerinde durulacaktir.

En dikkat ¢ekici kiyaslama biyokonjugatlarin ve kullanilan polimerin Zeta-Sizer analizinde
gorilmektedir.

Sentezlenen biyokonjugatin yapilan Zeta-Sizer analizinde, klasik yontemle sentezlenen
biyokonjugatlara goére daha az kompakt yapida oldugu gortildi.

Bunun nedeni olarak polimer iizerine daha fazla peptid baglanmasi ve peptidlerin daha
hareketli bir halde bulunmalar1 gdsterilebilir. Bu oneriyi dogrular nitelikte klasik yontemle
sentezlenen biyokonjugatin yiikii daha negatiftir. Negatif yiik degerinin polimer iizerinde bag
yapmamis —COOH degerini gosterdigi géz oOniine alindiginda yeni yontemle sentezlenen

biyokonjugatin daha ¢ok peptid icerdigi anlagilmaktadir.
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Size Distribution by Intensity

D=/ NN

1 10 100 1000 10000
Size (d.nmj)

N Zeta
Ornekler Boyut o
Potansiyeli
% 0.1 Sap Hastalig1 Viriistiniin fonksiyonel antijen
ozelligi tastyan yapisal VP1 Kapsid Proteinin 135-161 | 2.49 -13.5
Peptidi
% 0.5 VP/AA (25/75, M , 80 000) Kopolimeri 7.91 -33
VP/AA-Peptid Fiziksel Karisimi (npepiia/nyve/aa=2) 4.92 -22.5
Mikrodalga  Teknolojisi  Kullanilarak  organik
ortamda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugan | 10.1 -16.1
(npeptid/ Ryp/44 =2)
EDC capraz baglayicis1 varliginda sentezlenen VP/AA- 639 187
Peptid Biyokonjugati (Npepia/Mvp/aa=2) ' '

Sekil 8.13 0.01 M PBS pH 7’de hazirlanmis 6rneklere ait Zeta Sizer aletinde alinan boyut ve

zeta potansiyel 6l¢tim sonuglari

Sekil 8.13’te (1)% 0.006 Sap Hastalig1 Viriisiiniin fonksiyonel antijen 6zelligi tasiyan yapisal
VP1 Kapsid Proteinin 135-161 Peptidi, (2)% 0.5 VP/AA Kopolimeri, (3)VP/AA-Peptid
Fiziksel Karisimi (npepiia/nvean=2), Mikrodalga Teknolojisi Kullanilarak organik ortamda
sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugati (npe,ianvea4=2), (4) EDC c¢apraz baglayicisi
varliginda sentezlenen VP/AA-Peptid Biyokonjugatt (npepia/nveias=2) ait Zeta Sizer aletinde

alinan boyut ve zeta potansiyel 6l¢tim sonuglar1 (Mansuroglu, 2007).

Yeni yontemle sentezlenen biyokonjugatlardan birinin (VP/AA ile yapilan) fluoresans analizi
beklenen dogrultuda olmustur. Yani baglanma gergeklestikten sonra maviye kayma

gozlenmistir. Fakat BrAcOH ile modifiye edilmis polikonidin ile sentezlenen biyokonjugatin
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fluoresans analizinde kirmiziya kayma gozlenmistir. Bu farklilik kullanilan polimerler
arasindaki elektrik yiikii farkindan kaynaklanabilir. Cilinkii VP/AA negatif yiikli bir
polimerken BrAcOH ile modifiye edildikten sonra polikonidin poliamfolit yap1 ozelligi
gostermektedir (Sekil 8.14).
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Sekil 8.14 Mikrodalga destekli olarak sentezlenen iki farkli konjugatin fluoresans
kiyaslamasi.
PBS’nin fluoresans analizinde 309 nm de bir pik goriilmistir. Bu pik sudan
kaynaklanmaktadir.
Iki konjugat arasinda siddet farkinin yami sira 8 nm’lik bir kirmiziya kayma gézlenmistir. Bu

kaymaya polimerlerin peptidle olan baglanma sekli yol agmis olabilir.
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Sekil 8.15 Mikrodalga ile klasik yontemin BAK kiyaslamasi.

Yeni gelistirilen mikrodalga isle konjugat sentez yonteminin klasik yontemle kiyaslamasini
yapmak amaciyla, klasik yontemle ve mikrodalga yontemi ile sentezlenen konjugatlarin BAK
analizi yapilmistir. Sekil 8.15’ten de goriildiigli iizere mikrodalga ile yapilan konjugat
sentezinde ppetidlerin tamami reaksiyona girmis iken klasik yontemde reaksiyona girmeyen

peptidler bulunmaktadir.

Bu sonug yeni gelistirilen konjugasyon yonteminin daha etkin bir bigimde polimer peptid

konjugasyonunu gergeklestirdigini gostermektedir.

Sekil 8.16’da iki farkli yontemle sentezlenen konjugatlarin fluoresans analizi bulunmaktadir.



173

500

.-. 1 VT T -|
] . [N 15i] 2 15 1 gl
ﬁ'l"rl'-"‘"-
ZSDDGG HI .'|_.—. =y 'I:i.'__:_,.'_.Il:'.llﬂ..—-\."._".":%:rl %L1
Irl_ I:__ | Hu artamimda konjupa
) I|I
(| VL 3o A VIMAR +VPT 135-161
,'/h\'ﬁ"., L " Fiaik: hirwsin
I flr 1 1
EDGGGG .............. | A |
f{f.’-'f M\"'ﬁ, l”., |+ 3413 i oy WL 135-161 Peplid
i Y 1Y
I Loyl
| LR
| ", || |
'.E' | I'u I'| I'I
150000 | M-
a i
E .I II'|I.I| I|
g .-F'.II [ II |I L%
U |'I l_.'lll I' I|.| I'-'
I.- .'",II II', II II..
100000 . WA 1
Il l'l Illllll' I|
|I |I |I I':‘I'| Il'.
A I'III Il",:"'-, I":
LY
| }I,'I 'h,l"-. W
|IH' II ."L:'l,.k I".'
50000 || | 1{:‘ ‘ﬂ;‘.‘
' LA
H\II \.\1"\: |
e , \\'\k
: Tlst fam (Organik)
D ——a G | IR o
00 325 350 375 400 425 450 475

Wavelength [nm]

Sekil 8.16 Iki farkl1 ydntemle sentezlenen konjugatlarin, fiziki karisimin ve peptidin

fluoresans analizi.

Sekil 8.16’da, Sekil 8.15’te gosterilen biyokonjugatlarin PBS iginde fluoresans analizi

verilmistir. Bu sonuca gore mikrodalga yontemiyle sentezlenen biyokonjugatta kirmiziya

kayma gozlenmistir. Bu durum konjugatin biiyiikliigii ve daha fazla sayida peptid i¢ermesi ile

agiklanabilir.
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8.6 Tez calismasinin ¢iktilarinin Tartismasi

Bu ¢alismanin ¢iktilar sentetik as1 prototipi gelistirme ¢aligmalarina biiyiik katki saglamistir.
Bu c¢alismada Sekil 8.17°de gosterildigi gibi bir tiir polimere bir tiir sentetik peptid
baglanmistir. Sekil 8.17°de mavi ¢izgi tasiyict olan polimeri, kirmizi ¢izgi ise peptidi

sembolize etmektedir.

Sekil 8.17 Polimer zincirine bagl tek tip peptidle sentezlenen konjugatin sematik gosterimi.

Bu haliyle biyokonjugat sadece bir tiir hastaliga kars1 etkin olabilecektir. Bu tez ¢aligmasinda
yeni bir yaklasimla mikrodalga destekli olarak gelistirilen konjugasyon yontemi ile yakin
gelecekte Sekil 8.18°de gosterildigi gibi ayni polimer zinciri iizerinde birden fazla hastaliga

kars1 etkili as1 gelistirmek miimkiin olacaktir.

Grip

Sap

MMelanoma
Hepatit

Sekil 8.18 Polimer zincirine baglh farkli 6zellikteki peptidlerle sentezlenen sematik konjugatin

gosterimi.
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