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OZET

Calismamizda homojen ve bifazik reaksiyon sistemlerinde glisin ile dort farkli amino asit (prolin,
tirozin, histidin ve triptofan) arasinda tripsin katalizérliigiindeki peptid sentezleri yapildi. Coziicii ve
reaksiyon ortamu olarak izo propanol, izo amilalkol, etilmetil keton, benzen ve izo oktan’in peptid
sentezlerine etkisi incelendi.

Ayrica peptid olugumu iizerine ortamin su igeriginin etkisini incelemek amaciyla %3, 10, 15, 20
oranlarinda fosfat tamponu (0.1M, pH:8) igeren izo propanol, izo amilalkol ve etilmetil keton ¢oziiciili
reaksiyon ortamlarinda peptid bag1 olusumu gergeklestirildi. En iyi peptid olusumu, %10-15 oranlarinda
tampon igeren etilmetil keton ¢oziiciilii reaksiyon karisimlarinda gergeklesti. izo propanol ve izo amilalkol
¢bziiciilii reaksiyonlarda degisik oranlarda peptidler sentezlenirken, benzen ve izo oktan karigimlarinda
peptid iiriinlerine rastlanmad:. Reaksiyon iiriinlerinin karakterizasyonunda kagit ve ince tabaka

kromatografisi yéntemleri kullamldi.

CHROMATOGRAPHIC INVESTIGATION OF TRYPSIN CATALYZED
PEPTIDE SYNTHESIS

SUMMARY

In our study, the peptide synthesis catalyzed by trypsin between four different amino acids (prolin,
tyrosin, histidin and tryptophan) and glicine were performed in biphasic and homogen systems. It was
determined that effect of iso octane and bensen, ethylmethyl ketone, iso amylalcohol, iso propanol as
reaction medium and solvent on peptide synthesis.

Moreover, In order to determine effect of water content (5, 10, 15, 20%) in the reaction me-
dium, peptide synthesis were carried out in ethylmethyl ketone and iso amylalcohol, iso propanol. The
best of peptide formation obtained with ethylmethyl ketone which consist of 10-15% buffer. In presence
of bensen and iso octane, the expected peptide products were not obtained but peptides were synthesized
with iso amylalcohol and iso propanol.

The product analysis were carried out by using the paper and thin-layer chromatography.
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GIRIS

Son yillarda sentetik kimyada enzimlerin uygulamalart iizerine birgok galigma yapilmustir. Ornegin
proteazlar; ester, amid ve peptid baglarinin olusumu reaksiyonlarinda kullamlmaktadirlar. Proteaz katalizorli
sentezlerin baglica avantajlan arasinda; 1limli reaksiyon sartlan, rasemizasyonun minimum olmasi,
substratlarina kars1 segicilikleri ve yan reaksiyonlarin olmamasi sayilabilir. Peptid baginin hidrolizi ve
olusumu bir denge reaksiyonudur. Peptid baginin olusumunu kolaylastirmak i¢in, dengenin peptidlesme
lehine degigmesini saglayan sartlar belirlenmelidir. Bunun igin sentezler bifazik sistemde ve yiiksek
konsantrasyonlu organik ¢oziicii varliginda yapiimaktadir.'® Enzimatik peptid sentezi reaksiyonlarinda suyun
minimum ve optimize edilen miktarda kullanilmasi gerekir. Reaksiyon verimi, reaksiyon ortaminin kapsadigt
suyun miktarma baghdir.%’

Peptid baglarinin organik goziiciilerdeki enzimatik sentezlerinde ortamdaki suyun énemini
belirlemek i¢in immobilize edilmis proteazlar iginde engok ct-kimotripsin kullanilmigtir.® Enzimler genelde
organik géziiciilerle dogrudan temas ettiklerinde aktivitelerini kaybederler. Bu problemi gidermek igin
proteaz katalizorlii peptid ya da ester sentezlerinde su igeren bifazik reaksiyon sistemleri kullanilmigtir.
Bu reaksiyon sistemlerinde enzimler sulu fazda ¢oziiniirlestirilmis ya da hidrofilik destekler tizerine
immobilize edilmis, boylece organik goziiciilerle dogrudan temasi engellenmis ve inaktivasyonu
énlenmistir.*° Dogrudan sulu ortamda yapilmast tercih edilmeyen ester ve peptidlerin sentezlenmelerinde
oldugu gibi birgok sentez prosesinde termodinamik denge igin su-organik faz oram ¢ok énemlidir. Boylece

6zel iiriinlerin sentezine imkan saglanabildigi gibi atiklarin da é,zaltﬂmasn avantaji yakalanabilir."

MATERYAL ve METOD
Materyal

L-prolin, L-tirozin, L-histidin, DL-triptofan, glisin, amino asitleri ile tripsin enzimi (E.C.
3.4.21.4) Sigma Chem. Co’dan saglandi. Metil alkol, etilmetil keton, izo propanol, izo amilalkol, izo
oktan, n-butanol, aseton, piridin, benzen, glasiyel asetik asit, hekzan, ninhidrin, silikajel G-60, Na,HPO,
12H,0, NaH,HPO, 2H,0 Merck Darmstadt, Almanya’dan temin edildi.

Peptidlerin sentezlerinde 537 model pH metre, WTW firmasimin ES50 tipi kombine elektrodu,
Desaga Nr. 13/200 UV-Lamba (254/366 nm), Kottermann Laborteknik model termostatlt ve galkalayicth

su banyosu ve ince tabaka seti kullanilds.

Metod
Peptidlegsme Reaksiyonlar

Calismamizda tripsin enzimi kullamlarak peptid baglarinin sentezleri incelenmistir. Glisin amino
asidi ile dipeptid olusturmak amaciyla prolin, tirozin, histidin ve triptofan amino asitleri farkli yapilan

nedeniyle segildi. Reaksiyonlar iki asamada gerceklestirildi:
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Ilk olarak reaksiyon ortamindaki ¢oziicii cinsinin peptidlesmeye etkisi incelendi. Bunun igin farkli
polaritelerde izo propanol, izo amilalkol, etilmetil keton, izo oktan ve benzen ¢oziiciileri fosfat tamponuyla
(0.1M, pH:8) galkalanip doyuruldu. Reaksiyon kabi; tamponlanmis organik ¢ziicii (9mL), glisin (200mM),
diger amino asitler (500mM), tripsin (1mg) ve amino asitlerin ¢éziiniirliigiiniin artmasi igin metil alkol
(ImL) igeriyordu. Reaksiyonlar 25°C’de 20 saat siirede termostatli ¢alkalayicida (200 rpm)
gergeklestirildi.

Ikinci asamada, reaksiyon ortamu olarak en iyi iiriin veren organik ortamin cinsi belirlendikten
sonra ortamin su igeriginin optimizasyonu yapildi. Bu amagla % 5, 10, 15, 20 oranlarinda tampon igeren

¢oziicii ortamlarn kullanilarak peptidlesme reaksiyonlar: yapild:.

Analizler

Uriinlerin analizinde kagit kromatografisi (PC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC) teknikleri kullanildi.
Uygun ¢oziicii sistemleri ile amino asit ve peptidlerin ayrilmasinda bu yéntemler en iyi kalitatif ve istenirse
kantitatif sonug alinabilen tekniklerdir. PC i¢in; Wattmann No:1 kagid: iizerine amino asit standartlari ve
ornekler uygulandi. Kullanilan ¢oziicii sistem n-butanol/piridin/su (16/16/16) dir. Uriin ve reaktiflerin
belirlenmesi ninhidrin ¢6zeltisi ile gergeklestirildi. TLC ise silika jel G-60 adsorban1 iizerinde n-butanol/
glasiyel asetik asit/su (24/6/10) goziicii sistemi i¢inde yapildi.

SONUCLAR ve TARTISMA

Tripsin enziminin lizin-arginin gibi bazik amino asit baglarina karst hidrolaz aktivitesi bilinmektedir.
Ancak son yillarda tripsinin peptidasyon ve esterifikasyon aktivitesine etkileri de gegitli aragtirmacilar
tarafindan gosterilmigtir,*?

Peptid olusumu reaksiyonlarina gegmeden 6nce, kullanilan g¢oziiciilerle reaktif amino asitler
arasinda olabilecek etkilegsmeleri belirlemek amaciyla ayri ayr1 her amino asidin reaksiyonlarda kullanilan
miktarlar, tripsin varhginda calkalanip bekletilerek herbirinin kagit ve ince tabaka kromatografileri alindi.
Bununla amaglanan amino asit-¢oziicii etkilesmesinin (6zellikle alkol goziiciileriyle esterlesme) olup
olmadiginin belirlenmesidir. Ciinkii enzim katalizorlii ortamda beklenen peptid iiriinleri yaninda yan tiriinler
de onceden belirlendi, asil reaksiyon iiriinleriyle karstlastirilarak iiriin kompozisyonu daha dogru agiklandi.
Buna gore izo amilalkol, etilmetil keton, benzen ve izo oktan géziiciileri ile kullanilan bes amino asidin
higbiri, yeni bir iiriin sentezini ger¢eklestirmedi. Ancak izo propanol ile biitiin amino asitlerin ester iiriini
olusturdugu gozlendi.

Uygun ¢oziicii ¢esidinin belirlenmesi amactyla gergeklestirilen reaksiyonlarda olusan iiriinlerin
analizleri sonunda benzen ve izo oktan g6ziiciilerinde peptid iiriiniine rastlanmadi. Sadece reaktif amino
asitlerin lekeleri bulundu. Sonuglar Tablo I ve II de verildi. izo amilalkol ve etilmetil keton ¢oziiciilerinde

reaktiflerin disinda peptid iiriinlerine ait lekeler belirlendi. Izo propanolde ise reaktiflerin disinda iki
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{iriin belirlendi. Bunlardan biri daha once s6zii edilen estere digeri ise peptid iiriiniine aitti.

Reaksiyon ortaminin igerdigi suyun optimizasyonu amaciyla izo propanol, izo amilalkol ve
etilmetil keton ¢oziiciilerinin, en gok %10-15 su igerdikleri durumlarda peptid verimleri elde edildi. %5
ile %20 su igeren ortamlarda peptid lekelerine rastlanmadi. Buradan kromatografiyle tesbit edilebilir
olgiide iiriin sentezlenemedigi soylenebilir. Ciinkii yiiksek su igeriginin reaksiyonu hidroliz lehine
hizlandirdigy, diigiik su igeriginde ise organik goziiciiniin tripsini denatiire etmis olabilecegi sonucuna
varilabilir.

Genel olarak analiz sonuglarina gére daha yogun peptid lekeleri etilmetil keton ¢oziiciisii igeren
ortamlarda gozlendi. Buna gére tripsin ile segtigimiz amino asitler arasindaki %10-15 su igeren
peptidlesmelerde en uygun organik ¢dziicii olarak etilmetil keton belirlendi.

Bu galigmada, glisin ile diger amino asitler arasinda olusan peptidler iki izomer seklinde de olabilir.
Ancak hangisinin olustugu bizim kullandigimiz yéntemlerle belirlenemez. Caligmanmizda tek peptid

lekelerinin olugmasini buna baghyoruz.

Tablo L %15 su igeren organik ¢oziiciilii ortamlarda elde edilen dipeptidlerin kagit kromatografisi ile

hesaplanmig R_degerleri ve renkleri.

| Coziicii Glisin+amino asit [Rex 107 Renk
i izo amilalkol Prolin 09 Sar-kahverengi
I Tirozin 10 Sari-kahverengi
| Histidin 08 Sari-kahverengi
! Triptofan | 09 Sari-kahverengi
| iz0 propanol Prolin - -
Tirozin - -
Histidin - -
Triptofan - B
Etilmetil keton Prolin 5! Sar-kahverengi
| Tirozin [ 13 Sari-kahverengl
Histidin 17 Sari-kahverengi
Triptofan 20 Sari-kahverengi
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Tablo IL %15 su igeren ortamlarda elde edilen dipeptidlerin ince tabaka kromatografisi ile hesaplanmig

R, degerleri ve renkleri.

Cozici Glisin+amino asit Rex 107 Renk
Izo amilalkol Prolin - -
Tirozin 40 Kahverengi
Histidin 39 Kahverengi
Triptofan 37 Kahverengi
1zo propanol Prolin - -
Tirozin 25 Sar1
Histidin 20 Mor
Triptofan 25 Sar1
Etilmetil keton Prolin 24 Agik sar1
Tirozin 25 | Agksan
Histidin 22 Agik sari
Triptofan 20 Agik sar1
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