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ONsOz

Bu projede iletken peptit hidrojeller ve peptit nanotlplerin sentezi ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. lletkenligin saglanmasi igin yapay bir amino
asit tasarlanarak, kati hal peptit sentezi yontemi ile bu amino asitin peptit dizilimi
icerisine katilmasi saglanmistir. Bu yapay amino asit Gzerinde bulunan aromatik
gruplar arasindaki Tt etkilesimi ve peptitlerin beta yapragl yapisinda
kendiliginden yapilanmasi ile iletkenligin saglandigi gézlemlenmistir.

Bu proje 1 Nisan 2013 tarihinde baglayarak 1 Agustos 2015 tarihinde
sonlanmistir ve 112T882 kodu ile Tlbitak tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Kendiliginden yapilanabilen peptitler, son 10 yilin olduk¢a gbzde arastirma
konularindan biri haline gelmistir (Zhang vd., 1993; Petka vd., 1998; Qu vd.,
2000; Nicodemus ve Bryant, 2008; Buriak ve Ghadiri, 1997). Ozellikle segici ilag
salinimi, doku muhendisligi ve biyomedikal konusunda uygulamalari igin yogun
bir arastirmaya sahne olmaktadir. Peptitleri olusturan aminoasitlerin gesitliligi,
cok farkh fiziksel ve kimyasal 6zellige sahip peptit yapilarinin elde edilmesine
mikemmel bir olanak saglamaktadir. 21 tane dogal aminoasitin yani sira, dogal
olmayan, sentetik amino asitlerin kullanimi ile de farkh 6zellikler elde etmek
miamkindir ve bu sayede de ¢ok daha farkll uygulamalara kayabilmektedir.
Peptit kimyasinin bu zenginligi nedeniyle, nanotiip (Buriak ve Ghadiri, 1997) ve
hidrojel olusturabilen peptitlere gosterilen ilgi de her gegen yil artmaktadir.
Ancak, peptit bazli bu tar nanotip ve hidrojellerden uygulamaya yonelik
biyomalzemeler Uretimi konusu, bir ¢ok arastirmaci igin oldukga zor bir alandr.
Bu nedenle mevcut sistemlere ek olarak yeni, kolay, uygulamaya yonelik. daha
iyi iletkenlik gdsteren peptit nanotiip ve hidrojellerin eldesi calismalari hiz
kazanmaktadir (Léwik vd., 2010; Mart vd., 2006).

Bu calismada aromatik halka ve metal iyonlari iceren yapay amino asitler
kullanarak, iletken peptit nanotip ve hidrojeller yapilmasi hedeflenmistir.
Amacimiz, kendinden yapilanabilen peptitlerin beta-yaprak dizilimi ile belli bir
duzene girerek, terpiridin ve piren gruplarn arasinda -1 etkilesimi ile elektrik
iletkenligi saglamaktir. Bunun icin bis-terpiridin ve piren tlrevi yapay amino asit
sentezlenmesi ve ardindan 8-17 amino asitlik yapay amino asiti de tasiyan
dogrusal ve halkali peptitler sentezlenmesi gergeklestiriimistir. Sentezlenen
peptitlerin  karakterizasyonu ve iletkenlik Olcimleri yapiimigtir. Metal
koordinasyonu sonucu iletkenlikteki degisiklik de incelenmistir. Bu calismanin
sonuglari, organik elektronik nanomalzemeler, doku muhendisligi ve biyomedikal
uygulama alanlarinda bir ¢ok arastirma igin éncl olacaktir. Organizmalar igin
zararlh olmayan kullanigli elektronik biyosensorler, biyolojik ve iletken

nanoyapllar, yeni tedavi yontemleri icin buyuk bir agihm olacaktir.
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ABSTRACT

Self-assembling peptides are becoming an emerging field especially in last
10 years. For their application in selective drug delivery, neural tissue
engineering and biomedical applications, extensive research are being done by
many research groups. A large variety of peptides with different physical and
chemical properties can be acquired by using different amino acids. Through
chemical peptide synthesis, utilizing unnatural synthetic amino acids richness of
peptide chemistry, hydrogel forming peptides are getting more attention year
after year. Application of these hydrogel forming peptides in biomedical
materials, organic electronic devices and tissue engineering is a challenging
topic which requires alternative structures to get better and easily applied

systems.

In this project, using two artificial amino acids having terpyridine and
pyrene moiety, conductive peptide nanotubes and hydrogels will be synthesized.
Our goal is, by the alignment of self-assembling peptides via beta-sheet strand,
terpyridine and pyrene groups formed Tr-stacking, to obtain electrical conductivity
through self-assembling peptides was achieved. The objectives of this project
are to synthesize bis-terpyridine containing unnatural amino acid that provides
conductivity by 1 — 1 conjugation, to synthesize linear and cyclic peptides
containing 8-17 number of amino acid including the artificial amino acids and to
characterize and evaluate conductivity properties of acquired synthetic
biomolecules, respectively. The results of this project will be a gate for many
investigations in the area of organic electronic materials, tissue engineering and
biomedical applications. Useful electronic biosensors and biological conducting
wires that are not detrimental for organisms could be developed which will be a

tremendous opening for new treatment methods.
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1. GIRIS

Bu proje temel olarak iletken peptit nanotlip ve hidrojel gelistirme Uzerine bir
calismadir. Peptitlerde nanotup ve hidrojel olusumu kendiliginden yapilanmayi
temel alan bir olgudur. Peptitlerin alfa-heliks ve beta-yaprak gibi ikincil yapilariyla
ya da peptit uclarina takilan ampifilik gruplar tarafindan hidrojel veya nanotlp
olusturmasi saglanmaktadir (Zhang vd., 1993; Lowik vd., 2010; Mart vd., 2006).
Bunun yanisira, peptitlerin duzenli yapilari amino asit dizilimine de baghdir. Ne
tur peptit dizilimlerinin nanotlp veya hidrojel olusturdugu genel olarak
bilinmektedir. Nanobiyomateryal alaninda bu ikincil yapilar kullanilarak yogun
arastirmalar yapiimaktadir. ipek ve amiloid gibi bir cok dogal madde de beta-

yaprak yapisinda biyonanoyapilar olusturmaktadir(Sunde vd., 1997).°

Bu proje iki kisimdan olusmaktadir. Birincisi, beta-yaprak ikincil yapilari
uzerinden kendiliginden yapilanarak hidrojellesen iletken peptitler sentezlemek;
ikincisi ise D ve L amino asitleri kullanarak sentezlenen halkali peptitlerden
iletken nanotlp elde etmektir. Nanotlp ve hidrojel olusturacak olan amino asit
diziliminin blyik énemi vardir. ilkinde giicli bir beta-yaprak ikincil yapisi igin 16sin
(L), fenilalanin (F), triptofan (W) ve tirozin (Y) amino asitleri peptit sentezinde
genel olarak kullanilan amino asitler, ikincisinde de degisen sirada D ve L amino
asilerinin kullanimi s6z konusudur (Kim ve Berg, 1993). Peptit nanotlp ve peptit
hidrojel yapilmasi iyi bilinen ve oturmus bir yontemdir. Ancak bunlarin iletkenlik
Ozelligi gosterenler konusunda ¢ok az calisma mevcuttur. Literatur Ozeti
kisminda bunlar agiklanmistir. Bu projede de, her iki amag i¢in kullaniimak tzere
(peptit nanotip ve hidrojel), lizin amino asitine konjuge edilecek terpiridin ve
piren turevi molekullerinden olusan dogal olmayan amino asitler dizayn edilmis
ve sentezlenmigtir (Sekil 1).
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FmocHN OH FmocHN OH

S S 2 9.0-3547
- 3.0-3.5 A7 A

Sekil 1. Bu projede tasarlanan ve sentezlenen yapay amino asitler.

Bu yeni molekuller, kendinden yapilanarak nanotiip ve hidrojel olusturan peptit
diziliminin ortasinda kullanilarak, bu peptitlere, Tm—konjuge oligomerlerin tek
boyuttaki yapilanmasiyla terpiridin ve piren gruplari arasinda -1 etkilesimi
sonucu iletken 6zellik gostermesi hedeflenmistir. Organik ligant olarak terpiridin
ve piren tlrevleri, tasarlanan beta-yaprak yapisinda siralanacak olan aromatik
halkalar sayesinde T—T1 istiflenmesi icin uygun bir molekdllerdir (Perrine vd.,
2008). Ayrica, terpiridin iceren peptit yapisi metal iyonlariyla da koordine
edilebilir. Bdylelikle metal iyonlarinin peptit Gzerindeki iletkenlige etkisi de
incelenmistir (Vairaprakash vd., 2011). Bu amag¢ icin kullanilacak metal
iyonlarinin ligandlar arasi sterik bir itmeye sebep olmamasi icin kare dizlem
biciminde koordine olmasi gerekmektedir. Ni** iyonunun kare diizlem biciminde
koordine oldugu bilinmektedir (Eryazici vd., 2008), bu nedenle Ni** iyonu bu

projede kullanilan metal iyonudur.

Projede, beta-yaprak olusturan peptitler arasi uzak mesafe nedeniyle terpiridin
tlrevi yerine bis-terpiridin tirevi kullaniimasi tercih edilmistir. Bir cok beta-yaprak
yapisindaki peptitler arasi mesafenin 4.7-5.0 A oldugu bilinmektedir (Xu vd.,
2010; Diegelmann vd., 2008). Bu cesit bir peptit diziliminde bulunan terpiridin
molekullerinin 1—1 istiflenmesi icin ayni mesafe gecerlidir. Ancak, 6nemli
miktarda iletkenlik saglayan etkili bir 17 istiflenmesi icin 1 sistemleri arasi
mesafenin 3.0-3.5 A civarinda olmasi gerekmektedir (Xu vd., 2010; Ding vd.,
2008; Yajima vd., 2003). Bu galismada da, terpiridin molekulleri arasi mesafeyi
yariya indirmek icin bir yerine iki terpiridin molekilinden olusmus dogal olmayan
amino asit tlrevi tasarlanmigstir. Bu bilgi, neden lizin tiirevinin gerekli oldugunu da

7
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aciklamaktadir. Lizin amino asiti yan grubunda birincil amin grubu tasidigindan iki
terpiridin molekulu ile islevsel hale getirilebilir.

iki terpiridin molekilii arasi mesafe teorik olarak, C-N arasi ortalama bag
uzunlugu (1.47 A) ve sp® hibritenmis N atomunun bag acisi (108-114°)
kullanilarak hesaplanmistir (Allen vd., 1987). Bu sekilde, beklenen mesafe 2.4-
2.5 A olarak bulunmustur. Bununla birlikte, bu mesafe 1 sistemleri arasi itmeye
sebep olabilecek kadar yakindir. Ancak, peptit yapilarinin esnekligi sayesinde,
bis-terpiridin turevi lizin molekilii geometrik olarak ideal mesafeye (3.0-3.5 A)

adapte olmasi beklenmektedir.

P
0-3.5A, _

4.7-5.0 A I 3. g 4,

g Peptit Hidrojel

Sekil 2. Yapay amino asitler kullanilarak elde edilmis olan peptit hidrojel yapilari.

Yapay amino asitler 1 ve 2 ayri ayri, kendiliginden yapilanarak nanotip veya
hidrojel olusturdugu bilinen peptit diziliminin ortasina yerlestiriimistir (Sekil 2).
Ornegin FKFEFKFE diziliminin glcli beta-yaprak ikincil yapisi olusturdugu
bilinmektedir (Bowerman ve Nilsson, 2010). Bundan dolayl bu dizilim yapay
amino asitler 1 ve 2’nin kullaniminda yararlaniimig olan dizilim modellerinden
biridir. Sentezlenmis olan peptidin tek harfli simgelenimi asagida gdsterildigi
gibidir:

FKFE-X-FKFE

X, dizayn edilmis yapay amino asitler 1’i, Y’de 2’yi simgelemektedir.

Bu dizilime alternatif olarak, RADARADARADARADA-NH, peptit dizilimini de
kullanarak aninda kendinden yapilanan nano ip hidrojeller elde edilebilir. Bunun
yanisira, RATARAEARATARAEA peptit dizilimi pH 7’de stabil ve seffaf hidrojel
olusturabilmektedir (Zhao vd., 2008). Dolayisiyla alternatif peptit dizilimleri olarak
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dogal olmayan amino asit 1 ve 2Yyi iceren asagidaki peptit dizilimi de

sentezlenmigtir:

RADARADA-X-RADARADA-NH,
RADARADA-Y-RADARADA-NH,

Buriak ve Ghadiri'nin (1997) gelistirdigi, D ve L amino asitlerinin ardisik bir
sekilde kullanilarak sentezlendigi 8 amino asitli halkali peptitlerin nanotip
yapisinda kendiliginden yapilandigi bilinmektedir. Bu 8 amino asit diziliminden biri
de siklo (D-Ala-L-GIn), olup glutaminlerden biri yerine sentezlenmis olan 1
numarall yapay amino asit kullanilarak bu halkali peptitler sentezlenmistir (Sekil
3).

Peptit Nanotup

Sekil 3. Yapay amino asit 1 tlrevi kullanilarak sentezlenmis olan peptit nanotipler.
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2. LITERATUR OZETi

Peptit hidrojeller biyonanokimya alaninda yeni ve gelismekte olan bir konudur.
Peptit nanotlpler gdrece olarak biraz daha eski ve Ghadiri'nin ¢alismalari ile
1993 yilinda baslamis ve hala gelismekte olan bir konudur. Bu tir biyonano
yapilar néral doku muhendisligi ve biyomedikal malzeme alanlarinda yeni
uygulamalar sunmak icin bir cok yeni calismalar mevcuttur (Zhang vd., 1993;
Léwik vd., 2010; Mart vd., 2006). Bu projede de kendinden yapilanan peptitlerin
avantajlarindan yararlanilarak peptit hidrojel ve nanottp bazli yeni 1-D nano teller
olusturulmustur. GlinUmuizde ayni amag¢ igin ¢alisan az sayida arastirmaci
bulunmaktadir (Xu vd., 2010; Diegelmann vd., 2008; Stone vd., 2009). Fakat bu
arastirmacilar, her beta-yaprak teli arasindaki uzun mesafeden dolayi (4.7-5.0 A)
heniiz ancak ¢ok diisiik iletkenlikler elde edebilmislerdir. Ornegin, Diegelmann
vd. (2008) ve Stone vd. (2009) birbirlerinden bagdimsiz olarak bir peptit diziliminin
ortasinda bulunan tiyofen grubunun kendiliginden yapilanarak beta-yaprak
olusumuna katkisina deginmiglerdir. Kendinden yapilanma sayesinde 1 konjuge
tiyofen gruplari (Sekil 4) arasinda elektronik bir iletisim oldugunu spektroskopik
yontemlerle kanitlamalarina ragmen bu maddelerin direkt olarak iletkenliklerini

Olcmemisdirler.

Sekil 4. Tovar'in 2008 yilinda yayimlandidi tiyofen grubu iceren peptit hidrojel.

Ancak Stone vd.’nin 2011 yilinda yayimladidi benzer calismalarindan birinde,
yine oligotiyofen turevi tasiyan peptitler sentezlenmis ve hidrojen bagi ile
kendiliginden yapilanan organojeller elde edilmigtir. Kinketiyofen turevinin erime
noktasinin kuartertiyofene tlirevine gére 16 °C daha yiiksek oldugu, yani isil
kararliliginin daha yuksek oldugu yapilan dlgimlerde anlagiimistir. Bu da konjuge
tiyofen gruplarinin sayisinin artmasinin daha iyi bir -1 istiflenmesini sagladigini
boylelikle 1sil kararliigin arttigini  gostermektedir. Kuartertiyofen (4TG) ve

Kinketiyofen (5TG) tlrevleri sentezlenip iletkenlik dlgimleri yapilmistir (Sekil 5).
10
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Kinketiyofen tdrevinin 4-nokta kontak (4-point probe) yontemi ile yapilan
olglimleri sonucu iletkenlik degeri 9.9 + 1.7x10° S cm™ olarak bulunmustur.
Bdylelikle aromatik gruplarin, olusan Tr-1r istiflenmesi sayesinde yari-iletken
ozelliginde elektrik iletkenligi sagladidi ispatlanmistir.

‘,H“ oci.‘"N
CiaHu0 u o o S OC, ;M
3 /N 5 ~N
Cy3H0 \-"‘ﬁ » o N OC 1Mz
o

476G n=2
5TG n=3

Sekil 5. Quartertiyofen (4TG)ve quinquetiyofen (5TG) tlrevleri.

Xu vd. 2010 yilinda yayimladigi makalede, Fmoc grubu tasiyan kigik peptitlerin
kendinden yapilanarak beta-yaprak olusturdugunu gostermistir. Bu calismada
Fmoc gruplari arasi mesafenin 3.6-3.8 A oldugu teorik olarak hesaplanmis ve
maddenin hava ve vakum icerisindeki direnci sirasiyla 0.1 MQ/sq ve 500 MQ/sq

olarak dlgulmustur (Sekil 6).

Y 0—CH, ON OH
«  subtilisin @ b3l 4

b)) oy ——
Fmoc-L;-OMe Fmoc-Ly

(a)

n-B structure ~ Fmoc-1;
nanotube

Sekil 6. Ulijn’in gelistirdigi iletken peptit nanotip.

Ashkenasy vd., 2006 yilinda yayinladiklari bir galismada, 8 amino asitten olugan
halkali bir D,L-a-peptit yapmiglardir. Sekiz amino asitten dérdu 1 istiflenmesi ile
yuk transferi saglayacak olan L-Lizin tirevi 1,4,5,8-naftalintetrakarboksilik diimit
(NDI) ve diger dordu de D-Lizin molekuludur (Sekil 7). Ayrica sentezlenen halkali
peptitler arasi kendiliginden yapilanma NDI molekulunin redoks ozelligi ile
indirgenerek tetiklenmektedir. Yapilan model ¢calismasiyla da her bir halkal peptit
birimi arasindaki mesafenin 4.7 A oldugu, ancak NDI molekulleri arasindaki

mesafenin 3.6 A degerinde oldugu diisiiniiimiis ve efektif bir yiik delokalizasyonu
11
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icin bu yakinligin gerekli oldugu vurgulanmigtir.  Ancak iletkenlik olgimu
yapilmamistir.

Sekil 7. Yan gruplarinda NDI bagl, nanotip olusturabilen halkali peptit.

2002 yihnda Sagawa vd. tarafindan yapilan bir calismada, L-Glutamik asitin
porfirin ve piren tlrevleri ayri ayri sentezlenmis ve benzen icerisinde kendiliginde
yapilanma sayesinde mikro fibril yapisi olusturulabilmistir (Sekil 8). Bu da amino
asitlerin  porfirin  ve  piren tdrevlerinin  kolaylikla sentezlenebilecegini
gOstermektedir. Porfirin ve piren molekulleri spektroskopik élgimlerde renk verici
Ozelliklerinden dolayi tercih edilmiglerdir. L-Glutamik asit ise organik ¢oztcllerde
amit grubu sayesinde hidrojen bagi ile jel olusturma 0Ozelligine sahip oldugu igin
kullaniimigtir. Yapilan ¢alismada, piren tlrevinden porfirin tiirevine singlet-singlet
enerji akigi gozlemlenmigtir.

C~2H25HN%—(CH2)2
O

I f
CyaHasHNC—CH— N—C
C-.2H35HN?i_'(CH2]2

O

o]
I f
C12H25HNC_CIH_g_C
C12H25HN%—(CH232 OOQ

o}
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Sekil 8. Protporphyrin IX (1) ve pyrene (2) gruplari iceren L-Glutamik asit tlrevleri.

Wall vd., 2011 yilindaki bir c¢alismasinda ise peptitlerin kendiliginden
yapilanmasinin iki boyutlu olarak duzenlenmesi sonucu iletkenligi daha yuksek
peptit hidrojeller elde etmeyi basarmistir. Capraz ve karmasik nanofiber
yapisindansa tek bir dogrultuda dizenlenmis yapilar olusturulmasi sayesinde,
organik elektronik uygulamalarinda kullanilabilecek peptit hidrojeller elde
etmiglerdir (Sekil 9).

Sekil 9. Normal bir sekilde elde edilmis peptit hidrojeller ile tek dogrultuda kendiliginden
yapilanmis peptit hidrojellerin TEM gérintdleri.

13
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3. YONTEM
3.1. Yapay amino asit sentezleri
3.1.1. Yapay amino asit 1’in sentezi

Proje 6neri halinde iken sunulan én galismalarda yapilan terpiridin aldehit tlrevi 5
ile lizin amino asitinin alfa amini korunmus halinin indirgeyici aminleme yontemi
ile birlestiriimesi calismalari yapilmistir (Sekil 10). Tahminen terpiridin aldehit
tirevinin blylk olmasindan kaynakh, bu indirgeyici aminleme tepkimesi
tahminimizden c¢cok daha zor gergeklesmistir. Literatirde tamamen ayni lizin
tirevi ve benzaldehit ile yapilan indirgeyici aminleme tepkimesi kosullari birebir
aynen uygulandiginda Urin elde edilememigtir. Lizinin farkli koruma gruplari ile
korunmus halleri ve farkh ¢ozlici ile denemeler de basarisiz olmustur. En
sonunda, tepkime kosullarini farkli indirgeyici aminleme tepkimeleri ile
dizenleyerek, oncelikle lizin turevi ile aldehitin bir slre isitilarak karistiriimasi ve
ardindan indirgeyici maddenin ilavesi ile istenilen Uriin elde edilmistir. Ancak bu
yontemde de istenilen ikili aminleme Grininln yanisira, tekli aminlenmis Griiniin

de tepkime sonunda kaldig1 gérilmustur.
CHs CH,Br

NH4OH NBS DMSO
—_—
6 M NaOH cat. BPO NaHCO3
EtOH CCly
4
0 H FmocHN OH FmocHN FmocHN
NaBH(OAc);
CH,CICH,CI

mono aminleme
Urinl

Sekil 10. ikili-terpiridin tiirevi amino asit sentezi.

14
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Deney prosediirii: 0,710 mL p-tolualdehit (6 mmol) ve 1,346 mL 2-asetilpiridin
(12 mmol) 25 mL etil alkol icerisinde karigtirildi. 1,6 mL saf su igerinde ¢ézinmus
0,488 gr NaOH ve 1 mL %26 NH,OH ¢o6zelti Gzerine damla damla eklenerek renk
degisimi gbézlemlendi. Tepkime oda sicakliginda agzi agik bir sekilde her gin 1
mL %26 NH,OH eklenerek 6 glin boyunca karistirildi. 6. giiniin sonunda 50 mL
saf su ile ¢okertilip filtre kagidi ile suzllerek sari renkteki 3 numarall bilesik kati
halde elde edildi.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 8.73 (m, 4H), 8.68 (m, 1H), 8.66 (m, 1H), 7.88
(dt, J = 7.8, 1.80 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.2
Hz, 2H), 7.32 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H)

646 mg bilesik 3 (2 mmol) N-bromostiksinamit (NBS) ile bromlanmistir. Tepkime
verimini artirmak amaci ile 712 mg (4 mmol) NBS kullaniimistir. Kimyasallar 26
mL kuru benzen igerisinde ¢6zllup, katalitk miktarda (194 mg, 0,8 mmol)
benzoyil peroksit (BPO) eklenmistir. Tepkime gece boyunca 100 °C’da geri
sogutucu altinda isitiimistir. Tepkime sonrasinda ¢dzelti stzilerek etil asetat ve
saf su ile ekstraksiyon yapiimistir. Toplanan organik faz MgSO, ile kurutulup
suzildikten sonra ¢dzlcl vakum altinda uzaklastirilmigtir. Kolon kromatografisi
kullanilarak bilesik 4 saflastiriimistir (mobil faz: 1 THF : 10 Hekzan)

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 ppm 8.73 (m, 4H), 8.68 (m, 1H), 8.66 (m, 1H), 7.88
(dt, J = 7.8, 1.8 Hz, 2H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.35 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.2 Hz,
2H), 7.32 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H)

1,147 gr bilesik 4 (2,85 mmol) ve 1,425 gr NaHCO; 7,7 mL kuru dimetil formamit
(DMSO) igerisinde 100 °C’da geri sogutucu altinda gece boyunca isitiimigtir.
Tepkime sonunda diklorometan (DCM) ve su ile ekstraksiyon yapilmigtir.
Toplanan organik faz MgSO, ile kurutulup suzuldukten sonra g¢bzucu vakum
altinda  uzaklagtinlmistir.  Kolon  kromatografisi  kullanilarak  bilesik 5
saflastiriimistir (mobil faz: 2 EtOAc : 3 Hekzan)

'"H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 10.12 (s, 1H), 8.78 (s, 2H), 8.75 (dd, J = 1.7
Hz, 1H), 8.74 (dd, 1H), 8.70 (m, 1H), 8.68 (m, 1H), 8.05 (m, 4H), 7.91 (dt, J =
7.8, 1.8 Hz, 2H), 7.38 (ddd, J = 7.5, 4.8, 1.2 Hz, 2H)
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368,4 mg Fmoc-L-Lysine-OH (1 mmol) ve 337 mg bilesik 5 (1 mmol) 18 mL kuru
1,2-dikloroethan (1,2-DCE) icerisinde yarim saat boyunca 80 °C’da geri sogutucu
altinda 1sitilarak imin olusumu saglanmistir. Tepkime balonu oda sicakhgina
getirildikten sonra 0 °C’lik buz banyosu icerinde 265 mg NaBH(OAc); eklenmis
ve oda sicakliginda bir gece karismaya birakilmis ve bdylelikle mono aminleme
arininin olusumu saglanmistir. Daha sonra ortama tekrardan 0 °C’lik buz
banyosu igerinde 265 mg NaBH(OAc); eklenmis ve oda sicaklidinda bir gece
daha karismaya birakilmistir. Tepkime sonrasinda organik faz saf su ile
ekstrakte edilmig, toplanan organik faz doygun NaCl cozeltisi ile de yikanip
MgSOQ, ile kurutulup stzlldikten sonra ¢bézicl vakum altinda uzaklastirilmistir.
Elde edilen bilesik 1 saflastirma islemis yapilmaksizin peptit sentezinde
kullaniimigtir.

'H NMR (400 MHz, D,O) & ppm 8.72 (d, J = 8.0 Hz, 4H), 8.78 (d, J = 5.3 Hz, 4H),
8.64 (s, 4H), 8.33-8.22 (m, 4H), 7.97 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.74 (dd, J = 7.0, 5.9
Hz, 5H), 7.69 (d, J = 8.2 Hz, 4H), 7.50-7.44 (m, 2H), 7.41-7.34 (m, 2H), 7.12 (t, J
= 7.5 Hz, 2H), 7.04 (dd, J = 14.4, 7.4 Hz, 2H), 4.54 (s, 4H), 4.14 (m, 1H), 4.10-
4.03 (m, 2H), 3.94 (s, 1H), 3.17-3.05 (m, 2H), 1.91-1.73 (m, 4H), 1.43-1.25 (m,
3H)

Bu yontem ile elde edilen ikili- ve tekli-aminleme urlnlerinin birbirinden ayriimasi
kolon kromatografisi ile oldukg¢a zor gergeklesmektedir. Elde edilen bilesigin hem
karboksilik gruplarinin hem de bazik terpiridin gruplarinin olusu silika bazl kolon
kromatografisinde sikintilar yaratmaktadir. Ters faz HPLC ile C-18 gibi kolonlar
kullanilarak saflastirma denenmistir fakat, Grintn ¢6zinme sorunlari nedeniyle
de semi-prep kolonlar kullaniimasina ragmen ¢ok az miktarlarda (~10 mg) urdn
saflastiriimasi s6z konusu olmustur.

Bu Urdndn peptit sentezinde ve kristallendirme ¢alismalarinda kullanilacagindan
dolayr gram mertebesinde elde edilmesi gerektiginden, bu sorunu ¢bzmek icin
basamak basamak indirgemeli aminleme tepkimesi denenmistir. Yani 6ncelikle
tek terpiridin aldehit turevi takildiktan sonra ikincisi takilmaya denenmistir. Bu
yontem ile yan Urin olarak kalan tekli-aminleme Urininden tam olarak
kurtulunamasa da, yan Urun olugsumu %10’a dusurilmuastir. Elde edilen Grin 400
MHz "H-NMR’i ve HRMS ile karakterize edilmistir (Sekil 11 ve Sekil 12):
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Sekil 11. Bis-terpiridin lizin tlrevi yapay amino asit 1’e ait 'H-NMR spektrumu.

w10 5 [-ESl Scan (19.962-20.720 min, 48 scans) Frag=175.0v ya-ga-100_2.d
10094280
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Sekil 12. Bis-terpiridin lizin tirevi yapa amino asit 1’in HRMS sonugclari (Negatif Modlu).
Beklenen kitle degeri = 1010,43.

3.1.2. Aldehit 5 i¢in yeni sentez yontemi

Bir yandan da, yapay amino asit 1'in sentezi i¢in olduk¢ca onemli olan aldehit 5
molekulinln literatirdeki sentez yontemi ile elde edilmesinin toplam verimi (3
basamaktan) ¢ok dusik oldugundan (~%10) ve bu aldehitten gram mertebesinde
elde edilmesi gerektiginden bu sentezin iyilestiriimesi i¢in alternatif bir yontem
gelistiriimistir. Bunun i¢in para-fitalaldehitten (9) baglayarak ve aldehit
gruplarindan birinin etilen glikol ile korunmasinin ardindan (yan Urin olarak iki
aldehitin korundugu madde de olugsmustur ve kolon kromatografisi ile ayrilmistir),
terpiridin sentezi, yine ayni yontemle gergeklestiriimis ve ardindan aldehitin

koruma grubu kaldirilarak 5 numarali bilesik toplamda (3 basamaktan) daha ¢ok
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verimle (%50) elde edilmigtir (Sekil 13). Bu molekulin kolay ve yuksek verimle
sentezinin 6nemli olmasindan dolayi bu sekilde bir alternatif sentez yoluna

gidilmigtir ve etkili olmustur.

o_ 0O |
Ho/\/OH
stOH
CHO
9 10

CHO 1

TFA

Y

Sekil 13. Aldehit 5 igin gelistirilen daha basit ve yuksek verimli sentez yontemi.

Deney prosediirii: 10 g bilesik 9 (75 mmol) 4,182 mL etilen glikol (75 mmol) ile
30mL kuru toluen igerisinde, katalitik miktarda (150 mg) p-toluensulfonik asit
eklenerek 4 saat boyunca Dean-Stark kullanilarak 110 °C’da kaynatiimistir.
Tepkime sonrasinda organik faz doymus Na,CO; ¢ozeltisi ile iki kere yikanmis,
toplanan organik faz MgSQO, ile kurutulup slzildikten sonra ¢bzicli vakum
altinda uzaklastinimigtir. Kolon kromatografisi kullanilarak bilesik 10 saf halde
elde edilmistir (mobil faz: 2 EtOAc : 3 Hekzan)

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 ppm 9.97 (s, 1H), 7.84 (m, 2H), 7.59 (m, 4.82 Hz,
2H), 5.81 (s, 1H), 4.08-3.99 (m, 5H)

Bilesik 11’in sentezi icin bilesik 3'Uin sentezinde kullanilan deneysel yontem ayni
oranlarda uygulanmistir.

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) 8 ppm 8.71-8.65 (m, 4H), 8.61 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
7.87 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.82 (dt, J = 7.8, 1.8 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.29 (ddd, J = 7.4, 4.8, 1.0 Hz, 2H), 5.84 (s, 1H), 4.12-4.00 (m, 4H)

12,8 mmol bilesik 11, 26 mL kloroform (CHCIs) icerisinde 5,9 mL TFA ile gece
boyunca karnstirilarak aldehit koruma grubu uzaklastiriimistir. Tepkime
sonrasinda organik faz doymus Na,CO; ¢ozeltisi ile ylkanmig, toplanan organik

faz MgSQ, ile kurutulup stzildikten sonra ¢ézicl vakum altinda uzaklastiriimis

18



TORiTAN

ve bdylelikle bilesik 5, baska bir saflastirma islemine gerek kalmadan yeterince

saf bir sekilde elde edilmisgtir.
3.1.3. Yapay amino asit 2’nin sentezi

Projede Onerilen ikinci yapay amino asit olan ikli-piren tirevi i¢in de 6éncelikle
ticari olarak alinan piren alkol tlrevi 7, Swern yukseltgenmesi ile aldehit tlirevine
(8) donistirildiikten sonra indirgeyici aminleme tepkimesine sokulmustur. ilk
olarak denenen klasik yontem bu tlrevde de ise yaramamasina karsin, diger
sentez i¢in yapilan énce tekli ve ardindan ikili aminleme UrGndndn eldesi yontemi
bu tlrev icin tamamen basarili olmustur ve iki-piren tlrevi amino asit, tekli-
aminleme Uriinii kalmadan basari ile sentezlenmistir (Sekil 14) ve 'H-NMR ve
HRMS ile karakterize edilmistir (Sekil 15 ve Sekil 16):

FmocHN

OH o) OH
“O (COCl), “O NaBH(OAc)s
DMSO, Et;N %
’ FmocHN
O CH,Cl, O OH

Sekil 14. ikili-piren tiirevi yapay amino asit sentezi.

Deney prosediirii: 0,452 mL okzalil klorir 9,8 mL kuru DCM igerinde -78 °C’a
sogutulmustur. Uzerine 1,0 mL kuru DMSO ve 1,5 mL kuru DCM karigimi
eklenerek 10 dakika boyunca karistinimigtir. Daha sonra yukarida miktarlari
belirtien DMSO/DCM karigimi tekrar hazirlanarak igerisinde 1,0 gr bilesik 7
¢ozulmustir. Hazirlanan ¢ozelti damla damla -78 °C’daki karisimin Uzerine
eklenerek 40 dakika karistinlmistir. Sonrasinda 2,53 mL trietil amin (Et;N)
eklenerek oda sicakhginda gece boyunca karistinimigtir. Tepkime sonrasinda
organik faz saf su ile ekstrakte edilip, toplanan organik faz doymus Na,COj;
cozeltisi ile yikanmig, MgSQO, ile kurutulup suzuldikten sonra ¢dzlcu vakum
altinda  uzaklagtirlmistir.  Kolon  kromatografisi  kullanilarak  bilesik 8

saflastirimistir (mobil faz: DCM : Hekzan - 1:1)
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'H NMR (400 MHz, CDCl) ppm 9.74 (t, 1H), 8.23 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 8.11 (dd, J
= 7.6, 3.6 Hz, 2H), 8.06 (dd, J = 8.5, 3.7 Hz, 2H), 7.97 (s, 2H), 7.95-7.91 (m, 1H),
7.79 (d, 1H), 3.36-3.30 (t, 2H), 2.52 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 2.14 (quint., 3H)

68 mg bilesik 8 (0,25 mmol), 92 mg Fmoc-L-Lysine-OH (0,25 mmol) ile 4,5 mL
kuru 1,2-DCE icerisinde gece boyunca imin olusumu icin karistirimistir. Daha
sonra 0 °C’lik buz banyosu i¢erinde 63 mg NaBH(OAc); (0,31 mmol) eklenmis ve
oda sicakliginda bir gece karismaya birakiimis ve bdylelikle tek-aminleme
ardndndn olusumu saglanmistir. Daha sonra ortama tekrardan 0 °C’lik buz
banyosu icerinde 63 mg NaBH(OACc); eklenmis ve oda sicakliginda bir gece daha
karismaya birakilmistir. Tepkime sonrasinda organik faz saf su ile ekstrakte
edilmis, toplanan organik faz doygun NaCl ¢ozeltisi ile de yikanip MgSO, ile
kurutulup stizildikten sonra ¢dzicu vakum altinda uzaklastiriimistir. Elde edilen
bilesik 2 kolon kromatografisi kullanilarak saflastiriimistir (mobil faz: MeOH:DCM
-1:12)

'H NMR (400 MHz, CDCly) & ppm 7.99-7.92 (m,11H), 7.84 (m, 5H), 7.63 (m,
2H), 7.61 (m, 2H), 7.52 (dd, 2H), 7.25 (m, 2H), 7.18 (m, 2H), 6.03-5.93 (bs, 1H),
4.31-4.20 (m, 2H), 4.12 (m, 2H), 3.11 (m, 4H), 2.72 (m, 4H), 2.64-2.53 (m, 2H),
1.89-1.35 (m, 14H)

’ 1l

ppm (1 X

Sekil 15. ikili-piren lizin tirevi yapay amino asit 2’e ait 'H-NMR spektrumu.
20
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Sekil 16. ikili-piren lizin tiirevi yapa amino asit 2'in HRMS sonuglari (Negatif Modlu).
Beklenen kitle degeri = 880,42.

3.1.4. Ni*-yapay amino asit 1 kompleksi sentezi

Yapay amino asit 1 kullanilarak literatlrdeki yc'jntem7 baz alinarak molekdliin Ni**
kompleksi (Sekil 17) sentezlenmistir. Ni*’nin yapay amino asit 1’e koordine
oldugu MS-TOF ile ispatlanmistir (Sekil 18).

O O

FmocHN
OH FmocHN OH

NiCl,.H,0

MeOH

Sekil 17. Ni** ile yapay amino asit 1’in koordinasyonu.
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Sekil 18. MS TOF kiitle analiz sonucu. Beklenen kitle = 1197. Molekiiler iyon pikine ek
olarak +2 ve +3 yuklenmis molekuler pikleri de net bir sekilde gorilmektedir.

Deney Prosediirii: 505 mg bilesik 1 (0,5 mmol) ve 247,2 mg NiCl,.6H,O 25 mL
metil alkol icerisinde geri sogutucu altinda 12 saat i1sitiimistir ve ¢ézeltinin yesil
renge dondiugu gézlemlenmistir. Tepkime sonrasinda ¢ozelti filtre kagidindan
suzllerek c¢ozinmeyen safsizliklar uzaklastiriimis ve ¢bzicli vakum altinda

uzaklastiriimistir.

Yapay amino asitlerin sentezlenmesinin ardindan, bu amino asitlerin kullanildigi

ve hidrojel ve nanotip olusturan peptitlerin sentezi asamasina gegilmistir.

3.2.  Peptit Sentezi

3.2.1. Kati Faz Peptit Sentez yontemi

Peptit sentezi igin kati faz peptit sentezi yontemi kullaniimistir. Prof. Robert B.
Merrifield tarafindan gelistirilen bu metod glvenilir ve verimli bir yéntemdir
(Merrifield, 1963; Merrifield, 1995; Kent, 2009). Kati faz peptit sentezi polimerik
regineye bagli amino asitin serbest amin grubunun sirasiyla amino asitlerle
tepkimesi sonucunda gergeklesir. Sentez bittiginde recine ve koruyucu gruplar
kinlhr ve HPLC ile saflastirimasi gerceklestirilir. Kati faz peptit sentezi iki farkh
stratejiyle yapilabilir. Bu yontemler amino asitin amin grubunun Fmoc veya Boc
gruplariyla korulu olmasina gore degismektedir. Fmoc kimyasi Boc kimyasina
gb6re daha givenlidir ¢iinkll Boc kimyasinda koruyucu gruplari kirmak icin saf HF
kullanmak gerekmektedir. Bunun i¢in de 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulur. Fakat,
Boc kimyasininda Fmoc kimyasi lzerinde bazi avantajlari vardir. Ornegin, Boc

kimyasi kullanilarak peptit sentezi 4 kat daha hizh olmaktadir. Ayrica Fmoc
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kimyasinda 20’nin Uzerinde amino asit kullanilarak sentezlenen peptitler Boc
kimyasinda oldugu kadar saf degildir. Ancak, bu projede sentezlenmesi
planlanan peptit dizilimleri 20’den daha az amino asit icerdiginden bdyle bir
problemle karsilasiimayacaktir. Kolaylik ve guvenilirliginden dolay peptit sentezi
icin Fmoc kimyasi tercih edilmistir.

Kati faz peptit sentezinde, her bir tepkime, peptit reaktéri adi verilen kiglk,
kolon benzeri sizme sistemi kullanilarak gerceklestirilir. Sentez icin peptit
zincirinin Uzerinde olusabilecegi delikli yapiya sahip kiglk taneciklerden olusan
polimerik regine kullanilhir. Amino asitlerin fonksiyonel gruplari kovalent baglarla
bu taneciklere baglanir ve bir reagent kullanilarak kirilana kadar da recgineye
bagl kalirlar. Sentez sirasinda peptit recine Uzerinde devinimsiz kilinirken, sivi
fazdaki reaktifler ve yan Urlnler siizme yontemiyle kolaylikla uzaklastirilirlar. Kati
faz peptit sentezi, birbiri arkasina tekrarlanan amino asitlerin birbirine baglanma
ve korunmus gruplari serbest hale getirme islemlerinden olusur. iki amino asitin
birbirine baglanma basamaginda polimerik maddeye bagh bulunan peptit zinciri
korunmus amino asit tlireviyle reaksiyona girer. Regineye bagli peptitin serbest N
ucu ile N ucu korunmus amino asitin C ucu tepkimeye girerek birlesir. Bu
basamaktan sonra bir sonraki amino asitin baglanabilmesi icin korunmus N
ucunun kirllma basamag! yer alir. TUm bu basamaklar ardarda tamamlandiktan
sonra trifloro asetik asit kullanilarak yan gruplarin korumalariyla birlikte peptit de
recineden kirilarak ham halini alir ve ters-faz HPLC ydntemi ile saflagtirilir (Sekil
19).

(Polimerik Reqine)

Korumanin
Kaldirilmasi
[ Amino Asit )
Kirma Peptit (
l Sentez AktivasyonJ
Dongusu

(Kenetionme)

Sekil 19. Kati faz peptit sentez dongusu.

Bu projede de tim peptitler kati-faz peptit sentezi ydntemi ile Fmoc stratejisi ile
elde edilmistir. C ucu karboksilik asit olarak bulunan peptitler igin 2-klorotritil
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reginesi, amit fonksiyonlu olanlar ise Rink amit reginesi kullanilarak
sentezlenmistir. (Amit fonksiyonlu peptit dizilimlerinin sonunda —-NH, ile

belirtiimistir.)

Genel Peptit Sentez Prosediirii ve Karakterizasyonu: 0,1 mmol peptit
sentezinde kenetlenme tepkimelerinin kati fazda gerceklesmesini saglayacak
polimerik regine Uzerindeki Fmoc koruma grubu 6éncelikle 10 mL %20 piperidin
(DMF icerisinde) c¢ozeltisi icerisinde 10 dakika bekletilir. Bu igslem iki kere
gerceklestirilir.  Peptit reaktérinin igerisindeki piperidin  ¢dzeltisi vakum
yardimiyla uzaklastirilip, regine ~100 mL DMF ile yikanir. Bu islemin ardindan
kenetlenmesi istenilen amino asitten 5,5 kat (0,55 mmol) 20 mL’lik bir cam kap
icerisine tartilarak 0,5 mM HBTU (DMF icerisinde) kenetlenme ajani igerisinde
¢ozulur. Ardindan 200 uL diisopropil etil amin (DIEA) ¢cozelti tGzerine eklenerek 30
saniye boyunca aktive edilir. Daha sonra pastor pipet yardimiyla peptit sentezi
reaktoru icerisindeki polimerik recine Uzerine eklenir. 40 dakika boyunca
kenetlenme tepkimesi gerceklesir ve daha sonra DMF ile yikanarak regine
temizlenir. Bir sonraki amino asit kenetlenmesi icin recineye son takilan amino
asitin amin grubuna baglh Fmoc korumasi yukarida bahsedildigi sekilde
uzaklastirihir ve ikinci kenetlenme tepkimesi gerceklestirilir. Sentezlenen yapay
amino asitler icin 3 kat kullanilarak 3 saat boyunca kenetlenme tepkimesi
gerceklestirilir. Bu iglemler ardarda gerceklestirilip istenilen peptit zinciri
sentezlendikten sonra regine DCM ile yikanip kurutulur. Sonra %95 TFA, %2,5
triisopropil silan (TIPS) ve %2,5 milli-Q su karisimi recgine tzerine eklenir ve 1
saat boyunca bekletilir. Sivi kisimda toplanan peptit vakum altinda derigik hale

getirilip soguk dietil eter ile ¢okturalur.

Peptit sentezinde, amino asitler teker teker ilave edildigi ve hangi amino asitlerin
kondugu bilindigi igin, peptit karakterizasyonunda, LC-MS dl¢umlerinde peptitin
farkl yUklerdeki molekuller iyon pikinin gdézlemlenmesi, o peptitin dogru
sentezlendiginin goOstergesidir ve peptit ile ilgili yapilan tum c¢alismalarda da
yapilan karakterizasyon yontemi budur. Ters faz HPLC yontemi ile de saflig
belirlenebilmektedir. LC-MS’in kromatografi kisminda ayrilan piklerin, ayri ayri
katle degerleri Olgulebilmekte ve bdylece hangi pikin hangi kitleye sahip oldugu
anlagilabilmekte ve bu sayede hangi pikin izole edilmesi gerektigi gérulmektedir.
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3.2.2. Peptitlerin karakterizasyonu ve saflastiriimasi

Peptitlerin karakterizasyonu ve safli§i ise ters faz HPLC (Dionex Ultimate 3000)
ve LC-MS (Agilent 1200/6210) cihazlari ile élgilimustir. Akigskan fazda %0,1 TFA
iceren H,O ve %0,08 TFA iceren CH3;CN kullanilarak, ters faz C-18 (Hypersil
Gold, 150 x 4.6 mm, 3 ym) ve C-8 (Hypersil Gold, 150 x 2.1 mm, 5 pym) kolonlar
ile 40 °Cde 210, 280 ve 330 nm’deki absorbans degerleri takip edilerek
Olgulmustur. Her peptit analizinde kullanilan egimli akis yontemi peptitlerin
kromatogramlarinin altinda belirtiimigtir. Kuitle olgimleri ise TOF ydntemi ile
Olgim yapan bir LC-MS cihazinda (Agilent 1200/6210) alinmistir. Saflastirma
islemlerinde ise C-18 yari-preperatif HPLC kolonu (Hypersil Gold, 250 x 10 mm,
5 um) kullaniimistir.

3.2.3. FKFE-X-FKFE peptitinin sentezi

ik olarak sentezlenmesi hedeflenen FKFE-X-FKFE (X = 1 numaral yapay amino
asit) sentezi basari ile tamamlanmis (Sekil 20) ve ters faz HPLC ile
saflagtinimistir (Sekil 21) ve ardindan LC-MS TOF ile kitle analizi yapiimistir
(Sekil 22).

NH
’ (@] OH
(0] H (0] H (0] H (0] H (0]
HaN AN G N A AN
L T S S B G i OH :

SRR SRR

Sekil 20. FKFE-X-FKFE peptit diziliminin molekiler yapisi.
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Sekil 21. FKFE-X-FKFE (X=1 numarall yapay amino asit)'nin sentezlenip saflastirildiktan
sonraki HPLC kromatogrami (210 nm).
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Sekil 22. LC-MS TOF kiitle analiz sonucu. Beklenen kiitle = 1892. Molekiiler iyon pikine
ek olarak +2, +3 ve +4 yiklenmis molekuler pikleri de net bir sekilde gorilmektedir.

3.2.4. FKFEFKFE-X-FKFEFKFE peptitinin sentezi.

Sentezlenen bir diger peptit ise FKFEFKFE-X-FKFEFKFE'dir (Sekil 23).

OH Oy OH
jl, jﬁwJ B R BN -

1< B R B S BN G W Y

NH,

Sekil 23. FKFEFKFE-X-FKFEFKFE peptit dizilimin molekduler yapisi.

Bu peptitin de karakterizasyonu ters faz HPLC ve LC-MS kullanilarak, yukarida
bahsedilen yontemlerle yapiimistir (Sekil 24 ve $ekil 25). HPLC'de yaklagik 27.
dakikadaki buyuk pikin istenilen peptit oldugu LC-MS ile dogrulanmistir.

Sekil 24. FKFEFKFE-X-FKFEFKFE (X=1 numarali yapay amino asit)'nin sentezlenip
saflastirildiktan sonraki HPLC kromatogrami (210 nm).
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Sekil 25. Ham haldeki FKFEFKFE-X-FKFEFKFE (X = 1 numarali amino asit) peptitin
HPLC kromatogrami (210 nm) ve LC-MS’de karsilik gelen kiitle degeri. Beklenen kitle =
2995. Gozlemlenen kitleler +2 ve +3 ve +4 yiklU iyonlara karsilik gelmektedir. Bazen
bilyik kitlelerin gériinmesi daha zor olmaktadir ve bu nedenle farkh yikteki molekiler
iyon piklerinin gorilmektedir.

3.2.5. RADARADA-X-RADARADA peptinin sentezi

Sekil 26. RADARADA-X-RADARADA-NH, peptit diziliminin molekdler yapisi.

Sentezlenen bir diger peptit olan RADARADA-X-RADARADA-NH,'ye (Sekil 26)
ait ters faz HPLC ve LC-MS sonugclari da asagida verilmektedir (Sekil 27 ve Sekil
28). Burada da 16-17 dakika araliginda gelen buyuk sinyalin istenilen peptide ait
oldugu LC-MS ile dogrulanmistir.

Sekil 27. RADARADA-X-RADARADA-NH, (X=1 numarali yapay amino asit)'nin

sentezlendikten sonraki ham halinin HPLC kromatogrami (210 nm).
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Sekil 28. LC-MS TOF kiitle analiz sonucu. Beklenen kitle = 2441. Gézlemlenen kutleler
+2 ve +3 yukli molekuler iyonlara karisilik gelmektedir.

3.2.6. RADARADA-Y-RADARADA peptinin sentezi

Ayrica, 2 numaral yapay amino asit ile de RADARADA-Y-RADARADA peptit
sentezlenmistir (Sekil 29) ve saflastirilmasi ve karakterizasyonu ters faz HPLC ve
LC-MS ile gerceklestiriimistir (Sekil 30 ve Sekil 31). Ters faz HPLC'de 21.

dakikada gelen ana sinyalin istenilen peptit oldugu LC-MS ile dogrulanmaktadir.

Sekil 29. RADARADA-Y-RADARADA-NH, (Y=2 numarali yapay amino asit) peptit
diziliminin molekdler yapisi.

Sekil 30. RADARADA-Y-RADARADA-NH; (Y=2 numarali yapay amino asit)'nin
sentezlenip saflastirildiktan sonraki HPLC kromatogrami (210 nm).
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Sekil 31. Sentezlenen RADARADA-Y-RADARADA peptitinin kiitle spektrumu.
Beklenen kitle = 2311. Molekuler iyon pikine ek olarak +2, +3 ve +4 yUklu
molekler iyon pikler de gézlemlenmistir.

3.2.7. RADARADA-K-RADARADA peptitinin sentezi

ilk ara rapor degerlendiriimesinde hakem hocamizin énerisi (izere yapay olan
amino asitlerin dogala goére etkisinin analiz edilebilmesi icin dizilim olarak ayni
olan fakat sadece Uzerinde yapay amino asit bulunmayan RADARADA-K-
RADARADA peptitinin (Sekil 32) sentezi basari ile gerceklestirilmistir. Ters-faz
HPLC ile de saflastirilip, LC-MS ile analiz edilmistir. (Sekil 33 ve Sekil 34).

H2N NH H2N NH
o L o 4o | HHO(S)C HHO&C Lo
HZNJNJ\WN\)LN%(N\‘)LNH N\)L N)\,(NJL AN N\)J\OH
tH it H i H H H H H
\L 0 ofbro \L o] o]
NH NH
HNéI\NHZ HNJ\NHZ NH2

Sekil 33. RADARADA-K-RADARADA-NH;'nin sentezlenip saflastirildiktan sonraki HPLC
kromatogrami (210 nm).
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Sekil 34. RADARADA-K-RADARADA peptitinin kitle spektrumu. Beklenen kutle= 1799
g/mol. Goézlemlenen +2 ve +3 yiklu molekiler iyon pikleridir.

3.2.8. Halkali (QA),’Un sentezi

Oncelikle yukarida olan peptitlerde oldugu gibi kati faz peptit sentezi yontemi
kullanilarak diz (QA), sentezi gerceklestiriimistir. Peptite ait HPLC kromatogrami
(Sekil 35) asagidaki gibidir.
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Sekil 35. DGz (QA),’Un sentezlendikten sonraki HPLC kromatogrami (210 nm).

Sonrasinda ise peptit literatirde bilinen yontem (Hartgerink vd., 1996)
kullanilarak sivi fazda halkalastirilmis ve soguk dietil eter kullanilarak ¢ékttrallp
saflagsmasi saglanmistir. Peptitin halkalastigini dogrulayan LC-MS analizi (Sekil
36) asagidaki gibidir.

¥106 |+ES| Scan (11,591 min] Frag=120.0% Gapepl&8.d
24 7973918

154
154
144
124

0.8
0.6
0.4
0.2

oy 1 |
200 400 (=] g00 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Counts ve. Mass-to-Charge [mdz)

3432465

Sekil 36. Halkal (QA), peptitinin kitle spektrumu. Beklenen kitle= 797 g/mol.
Gozlemlenen +2 ve +Na molekiler iyon pikleridir.
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Deney Prosediirii: 43,9 mg diz (QA); (47,2 uymol) 65 mL DMF igerisinde
¢6zalur. 74,2 mg pyAOP kenetlenme ajani (143,3 umol) ve 50,6 pyL Et;N (286,6
pmol) sirasiyla eklenir. Tepkime sonrasinda DMF vakum altinda uzaklastirilir ve

peptit soguk dietil eter ile iyice yikanir.
3.2.9. Halkali QAQA-X-AQA sentezi
Yukarida bahsedilmis olan yéntem kullanilarak éncelikle diiz zincir QAQA-X-AQA

sentezi gercgeklestiriimistir. Peptite ait HPLC kromatogrami (Sekil 37) ve LC-MS
analizi (Sekil 38) asagidaki gibidir.
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Sekil 37. Diz QAQA-X-AQA’UN sentezlendikten sonraki HPLC kromatogrami (280 nm).
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Sekil 38. Diz QAQA-X-AQA peptitinin kitle spektrumu. Beklenen kitle= 1457 g/mol.
Gozlemlenen +2, +3 ve molekdiler iyon pikleridir.

Yine yukarida bahsedildidi Uzere halkali QAQA-X-AQA peptidi (Sekil 39)
sentezlenmistir. Peptitin halkalastigini dogrulayan LC-MS analizi (Sekil 40)
asagidaki gibidir.
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Sekil 39. Halkali QAQA-X-AQA peptitinin molekdler yapisi.
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Sekil 40. Halkali QAQA-X-AQA peptitinin kitle spektrumu. Beklenen kitle= 1439 g/mol.

Gozlemlenen +2, +3 ve molekdler iyon pikleridir.

Deney Prosediirii: 30 mg diz (QA); (13,2 umol) 18,2 mL DMF igerisinde
¢6zalur. 20,7 mg pyAOP kenetlenme reagenti (40 umol) ve 14,2 yL NEt; (80,2
pmol) sirasiyla eklenir. Tepkime sonrasinda DMF vakum altinda uzaklastirilir ve

peptit soguk dietil eter ile iyice yikanir.
3.2.10. RADARADA-Z-RADARADA-NH, peptitinin sentezi

Projede sentezlenmesi planlanan bir diger peptit dizilimi ise ortasinda Ni**
kompleksi bis-terpiridin lizin tlrevi yapay amino asit iceren RADARADA-Z-
RADARADA-NH, (Z= 12 numarali yapay amino asit) dizilimiydi. Bu dizilimin
sentezide diger tim peptitlerde kullanilan standard kati faz peptit sentezi yontemi
ile sentezlenmeye cabalanmistir. Fakat, Ni** ile koordine edilmis yapay amino
asitin DMF icerisindeki ¢ok dusuk c¢ozunarligu kenetlenme tepkimesinin tam
gerceklesmemesine sebep olmustur. Ayrica sentez sonrasinda polimerik
recineden kirma islemi esnasinda kullaniimasi gereken %95 TFA igceren kirma
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kokteylinin yapay amino asit takilsa dahi bu igslem esnasinda terpiridin gruplarina
koordine olan Ni** iyonlarinin molekiilden ayrilip terpiridin (izerindeki azot
gruplarinin protonlanacagi farkedilmistir. Literatirdeki sentez yontemi de bunu
dogrulamaktadir (Vairaprakash vd., 2011). Sentezlenmeye c¢alisilan peptidin
olmadigini gosteren LC-MS analizi (Sekil 41) asagidaki gibidir.
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Sekil 41. Elde edilen peptitin kitle spektrumu. Beklenen kitle= 2628 g/mol,

go6rilmemisgtir.

Bu sebeplerden dolayi alternatif bir yontem izlenerek Ni** daha onceden
sentezlenen RADARADA-X-RADARADA-NH, peptiti ile jellesme esnasinda

koordine edilmeye karar verilmistir.
3.2.11. Peptit Hidrojel Hazirlama

Hazirlanmasi istenilen derisimlerde peptitler 1,5 mL’lik cam tlpler icerisinde milli-
Q su veya 20 mM pH 7,5 Tris.HCI tampon c¢bzeltisinde ¢ozilmuastir. Tup
ultrasonik banyo igerisinde 15 dakika tutulduktan sonra oda sicakliginda 1 saat

bekletildiginde hidrojel olusumu gézlemlenmistir.

3.2.12. Peptit Nanotiip Hazirlama

Elde edilen halkali peptitlerden 1,5 mL ependorf tiplere 10’ar mg alinip 1 mL
TFA igerisinde ¢dzilmiistir. Icerisinde peptit ¢codzeltisi bulunan ependorf tiipler
agzi acgik bir sekilde ici milli-Q su dolu 40 mL’lik beherlerde yuzdurtlmustur. Oda
sicakliginda 72 saat bekletilen tiplerin igerisinde nanokristal olusumu

gbzlemlenmigtir.
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3.2.13. CD olgumleri i¢gin numune hazirlama

Bu calismada yapilan CD ol¢ctimlerinde hazirlanmis bulunan peptit hidrojeller her
birini ~0.2 mM olacak sekilde milli-Q su ile seyreltilmigstir. Isik yolu 1 mm olan 300

pL'lik kGvetler kullanilmigtir.
3.2.14. TEM analizi icin numune hazirlanmasi

TEM analizleri icin tampon c¢ozelti igerisindeki %4’luk peptit hidrojeller 1:50
oraninda milli-Q su ile seyreltiimiglerdir. Seyreltilen 6rnekler bakir TEM gridler
(400 mesh karbon film kaph bakir grid) Gzerine damlatilip 5 dakika bekletilmistir.
Ardindan ylzeydeki fazla ¢ozelti bir filtre kagidi yardimi ile uzaklastirilip, yluzey
%2’lik uranil asetat ¢ozeltisi ile boyanmistir. Bu islemin ardindan 2 dakika daha
bekletiimis ve boyanin fazlasi yine filtre kagidi yardimiyla uzaklastiriimistir. Boya
kalintilarinin mikroskop altinda gortnti almamizi engelleme olasiligindan dolayi
grid iki kez milli-Q su ile yikanmigtir ve bir gece boyunca kurumaya birakilmistir.

Olgtimler FEI marka Tecnai G Spirit Biotwin model cihaz kullanilarak yapilmistir.
3.2.15. FT-IR ATR olgumleri

FT-IR Olgumleri Thermo Scientific Nicolet iS10 ile yapilmistir. Hidrojel
Olcimlerinde peptit ylzeye damlatilarak kurumaya birakilmistir ve &6lgim
yapiimistir. Peptit nanotupler de ise kristallerin su igerisinde slispansiyonu yapilip
yuzeye damlatiimig, 1 ka¢ dakika bekledikten sonra suyun fazlasi filtre kagidi
yardimiyla uzaklastirilmistir. Ylzeyin iyice kristallerle kaplanabilmesi igin bu iglem

bir kag kez Ust Uste tekrarlanarak ardindan IR élgimU alinmistir.
3.2.16. 4-nokta kontak cihazi ile iletkenlik dlgiimleri

4-nokta kontak cihazi ile yapilan élgimler cam bir yuzey uzerine damlatilan 1 mm

kalinhgindaki jel ve ¢ozeltilerle yapilmigtir. Hesaplamalarda
p=RxA/

formala kullanilmistir. Bu formulde, p: direng, R: cihazdan okunan direng degeri,

A: kesit alani, |: elektrotlar arasi mesafe olarak verilmektedir.
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Kesit alani ise kiresel olarak hazirlanan 6rneklerin c¢aplari ile kalinhdinin

carpiimasi ile hesaplanabilmektedir ve bu sekilde formil su hale gelmektedir:

p=Rxdxt/l
Burada d, érnegin capi, t ise kalinh@idir. Kullanilan cihazdaki elektrotlar arasi
mesafe 0,127 cm’dir. Ornekler de yaklasik 0,1 cm kalinliginda ve 0,7 cm ¢apinda
hazirlanmistir.
Buradan elde edilen direng degerleri ise iletkenlik ile direng ters orantili oldugu
icin su sekilde hesaplanmistir:

iletkenlik =1/ p

Olgl birimleri cm cinsinden kullanildiginda iletkenlikle S/cm cinsinden
bulunmaktadir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hidrojel Eldesi ve Karakterizasyonu

4.1.1. FKFE-X-FKFE peptiti ile hidrojel eldesi

Peptitlerinde saflastirilip, liyofilize edildikten sonra beyaz kati olarak elde edilen
peptitlerle hidrojel eldesi ¢alismalari yapiimistir. Oncelikle ilk olarak sentezlenen
peptit olan FKFE-X-FKFE'nin %1 (3,3 mM), %2 (6,6 mM) ve %3’lik (9,9 mM)
¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bunun igin 1, 2 ve 3 mg peptitler 1,5 mL’lik cam tip
icerisine tartilip, Gzerlerine 100 yL milli-Q su ilave edilip ¢ézilmastir. 50 mM
NaCl derisimine sahip olacak sekilde 4 M NaCl ¢ozeltisinden ilave edilmistir. ilave
edilen hacmin ¢ok kiglk olmasindan dolayl, peptitlerin son derisimlerinin
degismedigi varsayllmistir. Bu sekilde elde edilen c¢ozeltilerin zayif jel 6zellik
gOsterdigi gézlemlenmistir.. Sadece %3’lik olan peptit ¢ozeltisi gorsel olarak jel
kivamina yaklasmis olmasina ragmen yine de oldukga ¢oOzeltiye yakin bir
gorunume sahiptir. Ayrica %3’luk (9,9 mM) derisim, hidrojel olusturmak igin
derigik bir ¢dzeltidir. Halbuki literatirde FKFEFKFE diziliminin bu prosedir ile
hazirlanan 10 mM ¢ozeltilerinin glgli hidrojel olusturabildigi bilinmektedir. Ancak,
araya yerlestirilen yapay amino asit 1 nedeni ile bu peptit diziliminin beta-yaprak
yapisi ile gucli hidrojel olusturamadigi disundlmektedir. Bu nedenle kisa peptit
olan FKFE-X-FKFE yerine uzun peptit olan RADARADA-X-RADARADA
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sentezlenerek bununla hidrojel eldesi calismalari devam edilmesine karar
verilmigtir.

4.1.2. RADARADA-X-RADARADA peptiti ile hidrojel eldesi

RADARADA-X-RADARADA peptitinden alinan 1 mg'in 200 pL milli-Q su
icerisinde ¢ozlup, 5 dakika ultrasonik banyoda beklettikten sonra 45 dakika oda
sicakhginda bekletildiginde, ¢ozeltinin jel kivamina geldigi gézlemlenmigtir. Bu
sekilde %0,5’lik (1,3 mM) bir hidrojel elde edilmistir. Bu jel ¢ok gugli bir jel
goruntisune sahip olmamasina ragmen, jelin beta-yaprak Uzerinden
kendiliginden yapilandigini gostermek icin Circular Dichroism (CD) spektrumu
alinmistir. Proteinlerin ve peptitlerin beta-yaprak ve alfa heliks gibi ikincil
yapilarinin tayini i¢in oldukca sik kullanilan bu spektrumlardan CD’de beklenen
alfa-heliks ve beta-yaprak katlanmalarinin sonucu olan spektrum asagidaki
gibidir (Sekil 42):
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Sekil 42. Protein ve peptitlerin katlanmalarina gore elde edilen CD spektrumlari.
http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm adresinden alinmigtir.

Ancak literatlrde bilinen ve beta-yaprak katlanmasi yaparken ayni zamanda pi-pi
istiflenmesi de gergeklestiren peptitlerin beklenen beta-yaprak spektrumunda
disuk dalga boyuna dogru bir kayma gdzlemlenmektedir (Tovar, 2013). Bunun
pi-pi etkilesmesinden kaynakh oldugu bilinmektedir (Tovar, 2013). Bu nedenle
RADARADA-X-RADARADA peptitin CD spektrumunda (Sekil 43) klasik beta-

yaprak spektrumu elde edilirken bir yandan da 220 nm civari olmasi beklenen
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minimum, 200 nm civarina kaymistir. Bu da hem beta-yaprak hem de pi-pi
etkilesiminin oldugunu goéstermistir.

Dalga Boyu (nm)

Sekil 43. Elde edilen RADARADA-X-RADARADA-NH, peptitinin CD spektrumu.

Bunu dogrulamak icin Bowerman vd.’nin 2009 yilinda yayinladiklari makalede
beta yapradi yapisina gectigi iyi bilinen FKFEFKFE dizilimindeki peptitin CD
spektrumundaki, ikinci bir pikin (204 nm) varhiginin pi-pi etkilesimi nedeni ile
gerceklestigi, 215 nm’deki klglk pikin de beta-yapragi nedeni ile oldugu ayni
makalede ifade edilmektedir ve bu peptitin CD spektrumu ile bizim elde ettigimiz
RADARADA-X-RADARADA-NH, peptitinin CD spektrumlarini
kargilastirdigimizda, 2 mM derisimindeki peptit ile elde edilen CD spektrum ile
olduk¢a benzer oldugu, bizim elde ettigimiz peptitin 224 nm’de kaguk bir pik
yaparken, 199 nm’de buylk bir minimum pik yapip, 192 nm’de de bir maksimum
pik yaptig1 gortlmektedir (Sekil 44).
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Sekil 44. Beta yapragi yapisinda bulundugu iyi bilinen FKFEFKFE peptitinin literattrdeki
CD spektrumu.
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Daha da glgli peptit hidrojel elde etmek icin c¢ozeltilerin  pH’larinin
degistiriimesine karar verilmistir. Simdiye kadar hazirlanan hidrojeller tamponsuz
olarak sadece milli-Q su igerisinde ¢6zlinerek hazirlanmistir ve peptitlerin HPLC
ardindan liyofilize edilmis hallerinin TFA tuzu halinde olduklarindan, bu g¢ozeltiler
nisbeten asidiktir ve yaklasik pH degerleri 2,5-3,0 civarindadir. Ancak literatlirde
(RADA), peptitlerinin daha yuksek pH’larda daha iyi hidrojel olusturdugu
bilinmektedir.

Bu sebeple RADARADA-X-RADARADA-NH, peptitinin %4’lik (10,5 mM), ¢ozeltisi
20 mM pH 7,5’lik TRIS.HCI tamponu igerisinde hazirlanmistir. Bu ¢ozelti oldukca
glclu bir hidrojel olusturmustur. Bu hidrojelden hazirlanan 6rneklerin TEM
goérintisu (Sekil 45) alinarak, jel yapinin kendiliginden yapilanarak olusan nano

fiberlerden kaynakli oldugu gérulmustar.

r— 500 NmM

Sekil 45. Tampon ¢ozelti igerisinde hazirlanan %4’luk RADARADA-X-RADARADA-NH,
peptidinin beta-yaprak yapisini kanitlayan TEM gorintis.

Ayrica beta-yaprak yapisini dogrulamak igin IR dlgimu FT-IR ATR cihaz ile

alinmistir ve sekil 46’daki spektrum elde edilmigtir.
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Sekil 46. Tampon cozelti icerisinde hazirlanan %4’lik RADARADA-X-RADARADA-NH,
peptidinin beta-yaprak yapisini kanitlayan FT-IR gortntisu.

Ayrica yapilan IR analizinde de normalde 1650-1690 cm™ civarinda gelmesi
beklenen amit karbonil sinyali, yine literatiirde bilindigi izere 1620-1630 cm™e

kaydigi gozlemlenmistir (Arosia vd., 2012). Elde edilen spektrumda da amit |
bandi 1620 cm™de amit Il bandi ise 1522 cm™de gdzlenmektedir. Bu da beta-

yaprak yapisini dogrulayan ikinci bir analizdir.
4.1.3. RADARADA-Y-RADARADA-NH, peptiti ile hidrojel eldesi

RADARADA-Y-RADARADA peptitinin  %0,5 (1,7 mM) ve %71lik (3,3 mM)
cozeltileri milli-Q su igerisinde tamponsuz bir sekilde ¢ézerek hazirlanmistir. Elde

edilen hidrojellerden %1’lik derisimde olanin CD spektrumu (Sekil 47) alinmistir:

Dalga Boyu (nm)

200 nm

Sekil 47. Elde edilen RADARADA-Y-RADARADA-NH, peptitinin CD spektrumu.

Yukaridaki spektrumda da goéruldigu gibi RADARADA-X-RADARADA-NH, peptiti
ile hemen hemen ayni bir spektrum elde edilmigtir ve beta-yaprak yapisi ile pi-pi

etkilesiminin varhgi dogrulanmistir.
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Ayrica RADARADA-Y-RADARADA-NH, peptitinin %4’lik (13,2 mM) derisimde
pH 7,5 20 mM TRIS.HCI tamponu igerisinde ¢ozeltisi hazirlanmistir ve glglu bir
hidrojel elde edilmistir. Bu hidrojelden hazirlanan drneklerin TEM goérintisu
(Sekil 48) alinarak, jel yapinin kendiliginden yapilanarak olusan nano fiberlerden

kaynakli oldugu goralmustr.

ped 200 NM

Sekil 48. Tampon ¢ozelti igerisinde hazirlanan %4’lik RADARADA-Y-RADARADA-NH,
peptidinin beta-yaprak yapisini kanitlayan TEM goruntisu.

Ayrica beta-yaprak yapisini dogrulamak igin IR 6lcimi FT-IR ATR cihaz ile
alinmistir ve sekil 49'deki spektrum elde edilmistir.
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Sekil 49. Tampon ¢ozelti icerisinde hazirlanan %4’lik RADARADA-Y-RADARADA-NH,
peptidinin beta-yaprak yapisini kanitlayan FT-IR gorintisu.
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Elde edilen spektrumda da amit | bandi 1620 cm™de amit Il bandi ise 1527 cm™

de gozlenmektedir. Bu da beta-sheet yapisini dogrulayan ikinci bir analizdir.
4.1.4. RADARADA-K-RADARADA-NH, peptiti ile hidrojel eldesi

RADARADA-K-RADARADA-NH, peptitinin %0,5 (2,0 mM) ve %71lik (4.0 mM)
¢cozeltileri milli-Q su icerisinde tamponsuz bir sekilde ¢ozerek hazirlanmistir. Elde
edilen hidrojellerin ikisinin de CD spektrumu (Sekil 50) alinmigtir:

Sekil 50. Sirasiyla %1 ve %0.5’lik RADARADA-K-RADARADA peptit hidrojellerin CD
spektrumlari.

Her iki CD spektrumunda da goérildigu Uzere aslinda beta-yaprak yapisinin
yanisira duzensiz sargi (random coil) yapisinda oldugu goériimektedir. Sekil
42’deki referans CD spektrumu ile karsilastirildiginda, disik dalga boyunda
pozitif maksimum yapmiyor olusu dizensiz sargi yapisini gostermektedir. Ancak,
230 nm civarindaki negatif pik nedeni ile beta-yaprak yapisinda da bulundugunu
gOstermektedir. Zaten CD spektrumlarinda %100 tek bir ikincil yapi degil, birden
fazla ikincil yapilarin karisik bir sekilde bulunmasi oldukga bilinen ve rastlanilan
bir durumdur.

Ayrica RADARADA-K-RADARADA-NH,; peptitinin %4’lik (16 mM) derisimde pH
7,5 20 mM TRIS.HCI tamponu igerisinde ¢dzeltisi hazirlanmistir ve gucla bir
hidrojel elde edilmistir. Bu hidrojelden hazirlanan orneklerin TEM goruntusu
(Sekil 47) alinarak, jel yapinin kendiliginden yapilanarak olusan nano fiberlerden

kaynakli oldugu goralmustur.
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Sekil 51. Tampon g¢ozelti igerisinde hazirlanan %4’'lik RADARADA-K-RADARADA-NH,
peptidinin beta-yaprak yapisini kanitlayan TEM goruntisu.

4.1.5. RADARADA-Z-RADARADA-NH, peptiti ile hidrojel eldesi
RADARADA-X-RADARADA-NH, peptitinden 2,4 mg alinarak, 21 mM NiCl;lu 20
mM TRIS.HCI pH 7.5 tamponu igerisinde ¢dzinerek %4’lik (10,5 mM) hidrojel

hazirlanmigtir. Olusan bu hidrojel dogrudan iletkenlik élgiimlerinde kullaniimistir.

4.2.  Peptit Nanotup Eldesi

4.2.1. Halkali (QA), Nanotiip eldesi

Halkalh (QA), peptitinin 3.2.8'de verilen prosedur ile nanokristal yapisina
donudstirilmustar. Bu elde edilen nano kristallerin, mikroskop goruntuleri (Sekil
52) alinarak peptitlerin kristal igne gérintistinde oldugu saptanmistir.

Sekil 52. Halkali (QA),'Gin optik mikroskop gorintisda.
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Bu goruntuler, literatirdeki halkali (QA), peptitinden elde edilen igne seklindeki
nanotlp kristaller ile benzerlik tasimaktadir. Elde edilen nanotlp kristallerinin IR
Olcimleri de alinabilmigtir ve asagidaki spektrum elde edilmigtir. Amit-1 ve 2
bantlarinin ve NH bantlarinin dalga sayilari literattr degerleri ile 6rtiismektedir.

Halkali (QA), icin literatirdeki ve dlgtiguimuiz IR degerleri su sekildedir:

Amit-la Amit —Ib Amit-11 N-H
Halkali(QA), 1630 1672 1549 3282
Halkali (QA), 1627 1651 1541 3274
HO«? §
75«E E -c%
g R
65 g i
St
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 53. Halkali (QA), ‘Gn FT-IR gorintisda.

Ayrica yapllan Taramali  Elektron  Mikroskop  (Scanning  Electron
Microscopy,SEM) o&lcimleri ile nanotlplerin morfolojisi ve boyutlari tesbit

edilmigtir.
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Sekil 54. Halkali (QA), peptitinin taramali elektron mikroskop goruntleri.

Elde edilen bu SEM gorintulerinde (Sekil 54) kristallerin hem mikro hem de
nanoboyutlarda oldugu gorulmektedir. Mikrokristallerin kesik yerlerine detayli
olarak bakildiginda da (Sekil 54-3), daha klicik yapidaki kristallerin bir araya
gelmesinden olustugu, kiguk parcalarin 150-200 nm genigliginde oldugu
gorulmektedir. Uzunluklarinin da 1 ila 100 ym olduklari gdzlemlenmigtir.
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4.2.2. Halkali QAQA-X-AQA Nanotiip Eldesi

Halkalh QAQA-X-AQA peptiti, verilen prosedir ile nanotlip Kristal yapisina
donustartlmastir. Ancak elde edilen kristallerin ¢ok ¢ok az olmasi nedeni ile
sadece IR ve iletkenlik dlgimleri alinabilmistir.

Elde edilen IR sonuglarinda net bir gsekilde amit ve NH bantlar
g6zlemlenememistir. Kristal miktarinin ¢ok ¢ok az olmasindan kaynakli oldugunu
disindigimiz bu IR spektrumundan net bir sonug alinamamistir (Sekil 55).

%T

761

74%
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 55. Halkali QAQA-X-AQA peptitinin IR spektrumu.

Sonrasinda aldigimiz SEM géruntllerinde ise (Sekil 56) peptit nanotiplerin
istenildigi boyutta ince uzun kristaller haline gelmedigi, sadece kuguk noktaciklar
halinde kendiliginden yapilandigi gorulmustur. Alinan uzman géruslerine gore, bu
durum, peptitlerin bir araya gelmeye bagsladigi fakat bir sekilde ortamda az
bulunduklarindan dolayi, yeterince uzun sekilde kendiliginden yapilanamadigi
olarak bu goéruntiler yorumlanabilir. Elde edilen peptit nanotlpin, goérece olarak
halkali (QA),e gbre ¢cok daha az olmasindan dolayi, kristallerin uzun bir sekilde
nanotup olusturacak sekilde olusamadigi dusunuimektedir.
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Sekil 56. Halkali QAQA-X-AQA peptitinden elde edilen katilarin SEM goruntuleri.

4.3. lletkenlik Olgiimleri

3.2.16'da detaylar verilen ydéntemle yapilan 4-nokta kontak iletkenlik dlgtimleri
sonucu asagidaki tabloda yer alan sonuclar elde edilmigtir.

Tablo1l. 4-nokta kontak cihazi ile yapilan iletkenlik élgimleri.

Hidrojel Direng iletkenlik
derigimi (ohm.cm) (S/cm)
Milli-Q su -- 1,0 x 10° 1,0 x 10°
20 mM pH 7,5
g - 0,5 x 10° 2x10°
TRIS.HCI tamponu
RADARADA-X- ] .
%1 (2,6 mM) | 0,013 x 10 77 x 10
RADARADA
RADARADA-X- ] ]
%2 (5,2mM) | 0,012 x 10 83 x 10°
RADARADA
RADARADA-X- ] .
%3 (7,8 mM) | 0,0085 x 10 120 x 10
RADARADA
RADARADA-X- ] .
%4(10,4 mM) | 0,003 x 10 330 x 10
RADARADA
RADARADA-Y- ] ]
%4 (13,2 mM) | 0,015 x 10 67 x 10
RADARADA
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RADARADA-K- . ] .
064 (16 mM) 0,03 x 10 33x 10
RADARADA
20mMpH 7,5
6 -6
TRIS.HCI tamponu - 0.3x10 3:3x10
+ 21 mM NiCl,
RADARADA-Z-
%4 (10,4 mM) | 0,01 x 10° 100 x 107
RADARADA
Halkal (QA), - 0,7 x 10° 1,4x10°
Halkali QAQA-X- ~ 0.03 x 10° 33 x 10°
AQA

Tabloda goéruldigl Gzere, derisim arttikca iletkenligin de arttuidi farkh yizde
derigimli terpiridinli peptit dlgtimlerinde goriulmektedir. Terpiridinli (RADARADA-X-
RADARADA) peptit hidrojel, ayni ylzde derisimde bulunan terpiridin grubu
icermeyen kontrol peptitine gére (RADARADA-K-RADARADA) 16 kat kadar daha
iletken (derisim dizeltmesi yapildiktan sonra) oldugu goérilmektedir. Bu da
iletkenligin terpiridin gruplari arasindaki pi-pi etkilesiminden kaynakh oldugunun
bir gostergesi olmaktadir. Benzer durumda piren iceren peptit (RADARADA-Y-
RADARADA) i¢in de gecerli olmakla birlikte, iki peptit arasindaki iletkenlik farki
terpiridinli olana gore oldukca duslik olup, derisim duzeltmesi yapildiktan sonra
yaklagik 2,5 kattir. Bu iletkenlik farkinin azhigi, pirenli peptitten elde edilen
hidrojelin, terpiridinli olana goére daha zayif bir jel 06zellikle olmasindan
kaynaklandigi dusdndlmektedir. Bunun da her iki peptitin de aynmi pH
degerlerinde hazirlanmig olmasindan kaynaklandigini soyleyebiliriz. Terpiridinli
peptit Uzerinde, pirenliye gbre daha fazla azot atomu igcermesi nedeni ile farkli
pH'larda farkh jellesme 06zelligi gostermesi beklenir. Yani, terpiridinli peptit
uzerindeki piridin halkalari nedeni ile pirenliye gére daha baziktir.

Literatirde benzer sekilde iletkenligi dlgulen tek peptit olan sekil 5’de yapisi
verilen kinketiyofen turevinin 4-nokta kontak yontemi ile yapilan iletkenlik dlgima
yaklasik 1,0 x 10 S/cm’dir. Bu sonuglarin hangi derisimle alindigi bilinmemekle
birlikte, bizim sentezledigimiz ikili-terpiridin iceren peptitlerden derisimine gore
degismek Uzere 8 ila 33 kat daha dusuk bir iletkenliktir. 4-nokta kontak
yontemindeki hassasiyetin dislk olmasi ve benzer sartlarda 6l¢lllp dl¢timedigi
bilinmediginden tam saglikh bir karsilagtirma yapmak gu¢ olmakla birlikte,
sadece bu sonugclar lzerinden dislnecek olursak en azindan literatirde tiyofen

turevleri ile elde edilen hidrojellerden daha iletken olduklari sylenebilir.
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Metal iyonu varliginin iletkenlige olan etkisine bakildiginda ise nikel iyonlarinin
varhgi iletkenligin 3 kat kadar dismesine neden olmaktadir. Bunun sebebinin,
nikel iyonlarinin peptitlerin kendiliginden yapilanmayi olumsuz etkilemesi oldugu
dusunulmektedir. Zira ayni derisimdeki nikel iyonsuz peptit hidrojellere gore, nikel
iyonlu peptit hidrojellerin daha zayif jel olusturduklari gérulmustar.

Peptit nanotlp kristallerin iletkenlik élgtimlerine bakildiginda ise terpiridinli peptit
nanotiplerin, kontrol peptitine gbére yaklasik 20 kat daha iletken oldugu
go6rilmustar. Bu zaten beklenilen ve olumlu bir sonuctur. Ancak sonrasinda elde
edilen peptit nanotlplerin morfolojisi ve boyutlar ile ilgili sonucglarda peptit
nanotiplerin buyldk miktarlarda kendiliginden yapilanamayip, uzun nanottpler
olusturamadigi anlasiimistir. Daha saglikli bir karsilastirma icin daha c¢ok

miktarda peptit nanotlp sentezleyerek deneylerin tekrarlanmasi gerekmektedir.
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5. SONUG

Bu projede amaclandigi gibi iki adet terpiridin ve piren grubu iceren yapay amino
asitin sentezi basari ile tamamlanmistir. Ayrica, terpiridinli amino asitin
sentezinde kullanilan aldehit 5 turevinin literatirdeki sentez yontemine alternatif
olarak daha ylUksek verimli ayni basamak sayisina sahip bir sentez gelistirilmistir.
Terpiridin iceren yapay amino asitin nikel kompleksinin 3 boyutlu yapisinin elde
edilmesi icin kristallendirme calismalari yapilmistir fakat herhangi bir kristal elde
edilememistir. Ancak, biraz sans da eseri, piren iceren amino asitin NMR igin
hazirlanmis c¢ozeltisinden, bir ka¢ hafta NMR tipinde CDCI; igerisinde
beklediginde, tlpin ceperlerinde kristaller olustugu gértlmastir. Bu kristallerin
X-1sin1 kirnim analizi igin Bilkent Universitesi Kimya Balimu 6gretim Gyelerinden
Y. Dog. Dr. Ferdi Karadas’'tan yardim alinmistir ve kristeller hocamiza oélgtimek
Uzere yollanmistir. Maalesef raporun son glinlerine yetismeyip, sonucu alabilmis
degiliz.

Basari ile sentezlenen iki yapay amino asit, farkli peptit dizilimleri igerisine
yerlestirilerek 4 farkh peptit sentezlenmistir. Bu peptitlerden farkli derisimlerde
hidojeller elde edilerek bunlarin karakterizasyonlari, CD ve IR spektrumlari ile
yapilmistir ve Gegirimli Elektron Mikroskop (TEM) goéruntileri ile nanofiber

yapisinda olduklari gésterilmistir.

4-nokta kontak iletkenlik 6lcimi yontemi ile de bu elde edilen hidrojelleri jel
halindeki iletkenlikleri 6lculmus olup, bu dlgumler sonucunda, projede 6ngorulen,
terpiridin gruplarinin pi-pi etkilesimi ile daha ylUksek iletkenlige sebep olmasi
dusuncesi dogrulanmigtir.

Ancak 4-nokta kontak ile elde edilen iletkenlik degerlerinin hassasiyeti nisbeten
duguktur. Bu nedenle aslinda bu hidrojeller ile transistor yaparak bu jellerin tum
elektriksel ozelliklerinin (dielektrik sabiti, alan iletkenligi, vs.) incelenmesi ¢ok
daha hassas ve dogru sonuglar verecegini dusunuyoruz. Yani 4-nokta kontak
Olcimleri, bize prensip dogrulamasi agisindan fikir vermektedir, ancak bu
hidrojellerin organik elektronik uygulamalari i¢in uygunlugu konusunda net bir
sonug verememektedir. Dolayisiyla ilerleyen zamanlarda bu hidrojeller ile organik
alan etkili transistorler yaparak, bu alandaki uygulamalarinin da incelenmesi
disunulmektedir. Zaten projenin amaglari kisminda da hidrojellerin, organik
elektronik konusundaki uygulamalari i¢in yapiliyor olusu belirtiimektedir.
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Terpiridinli peptit (izerindeki metale baglanan gruplara takilmasi diisiiniilen Ni**
iyonlarinin, iletkenlige olumlu etki yapmasi beklenmekte iken bu durum tam tersi
bir sonug vermistir. Bu durum nikel iyonlarinin kendiliginden yapilanmayi olumsuz
etkilemesinden dolayi gergeklestigini dusunmekteyiz. Metal iyonlarinin terpiridine
olan afinitesinin  yuksek oldugu bilinmekte oldugu icin metal iyonu
koordinasyonunda bir sorun oldugunu sanmiyoruz. Terpiridinli amino asit ile nikel
iyonlarinin  kompleksinin hazirlanmasinin ardindan, bu kompleksin peptit
sentezinde kullanilabilecegi dusundimustir. Ancak bu durumun, pratikte pek
mumkin olmadig anlasilmistir. Zira peptit sentezi sonunda, amino asitlerin yan
gruplarini kirmak icin kullanilan %95’lik TFA, nikel iyonlarinin terpiridin tGzerinden
kopmasina neden olmaktadir.

Bu projenin peptit nanotip kristalleri kisminda ise terpiridinli hidrojellerin daha iyi
iletkenlik gostermesinden dolayi, peptit nanotlp kristallerinde o6ncelikli olarak
sadece terpiridin tlrevli olanlari yapimistir. Ve bu tlrevden elde edilen
nanotlplerin ¢ok az olmasi nedeni ile terpiridinli peptit nanotlplerin mikroskop
go6riantileri ahnamamakla birlikte, elde edilen iletkenlik sonuglari, bize en azindan
prensip dogrulamasi konusunda olumlu sonug¢ vermektedir ve terpiridinli peptit
nanotiplerin, kontrol peptitine gore daha iletken olduklarini géstermistir. Burada
da sonrasinda madde miktarinin gogaltilarak, hidrojeller igin planlanan organik
alan etkili transistor galismalarinin yapiimasi hedeflenmektedir.

Ayrica proje Onerisinde bulunmamakla birlikte, proje sirasinda daha iyi bir
kargilastirma yapabilmek igin tek-terpiridinli yapay amino asit iceren peptit
hidrojellerin de sentezlenmesi gerektigi dusundimustiur. Bu sayede proje
Onerisinde iddia edildigi gibi terpiridin halkalari arasindaki mesafenin iletkenlige
olan etkisi, ¢cok daha iyi bir sekilde anlasilacaktir. Sonug¢ olarak projenin
sonrasinda bu peptitin de sentezi yapilarak c¢alismanin bu kismi devam
ettirilecektir.

Ozetlemek gerekirse, proje genel anlamda sentez ve karakterizasyon agisindan
ve iletkenlik Olcimleri bakimindan basari ile sonuclanmistir. Hem literatur
sonuglari ile daha iyi karsilastirabilmek icin hem de uygulama alanlari igin
transistor yapimi ile elektriksel Ozelliklerinin daha detayli incelenmesi

gerekmektedir.
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Kendiliginden yapilanabilen peptitler, son 10 yilin olduk¢a gdzde arastirma konularindan biri
haline gelmistir1. Ozellikle segici ilag salinimi, doku miihendisligi ve biyomedikal konusunda
uygulamalari igin yogun bir arastirmaya sahne olmaktadir. Peptitleri olusturan aminoasitlerin
cesitliligi, cok farkli fiziksel ve kimyasal 6zellige sahip peptit yapilarinin elde edilmesine
mukemmel bir olanak saglamaktadir. 21 tane dogal aminoasitin yani sira, dogal olmayan,
sentetik amino asitlerin kullanimi ile de farkh 6zellikler elde etmek mimkindur ve bu sayede
de ¢ok daha farkli uygulamalara kayabilmektedir. Peptit kimyasinin bu zenginligi nedeniyle,
nanotiip1e ve hidrojel olusturabilen peptitlere gosterilen ilgi de her gegen yil artmaktadir.
Ancak, peptit bazli bu tir nanotlp ve hidrojellerden uygulamaya yonelik biyomalzemeler
Uretimi konusu, bir gok arastirmaci igin oldukga zor bir alandir. Bu nedenle mevcut sistemlere
ek olarak yeni, kolay, uygulamaya ydnelik. daha iyi iletkenlik gdsteren peptit nanottp ve
hidrojellerin eldesi calismalari hiz kazanmaktadir2.

Bu galismada aromatik halka ve metal iyonlari iceren yapay amino asitler kullanarak, iletken
peptit nanotup ve hidrojeller yapiimasi hedeflenmistir. Amacimiz, kendinden yapilanabilen
peptitlerin beta-yaprak dizilimi ile belli bir dlizene girerek, terpiridin ve piren gruplari arasinda
?7?? etkilesimi ile elektrik iletkenligi saglamaktir. Bunun igin bis-terpiridin ve piren tirevi yapay
amino asit sentezlenmesi ve ardindan 8-17 amino asitlik yapay amino asiti de tasiyan
dogrusal ve halkal peptitler sentezlenmesi gergeklestiriimistir. Sentezlenen peptitlerin
karakterizasyonu ve iletkenlik dlcimleri yapilmistir. Metal koordinasyonu sonucu iletkenlikteki
degisiklik de incelenmistir. Bu galismanin sonuglari, organik elektronik nanomateryaller, doku
muhendisligi ve biyomedikal uygulama alanlarinda bir ¢ok arastirma icin éncu olacaktir.
Organizmalar igin zararli olmayan kullanigh elektronik biyosensorler, biyolojik ve iletken
nanoyapilar, yeni tedavi yontemleri icin blylk bir acilim olacaktir.
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