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TUBITAK

ONSOZ

Tubitak tarafindan desteklenen 109T436 nolu “PHPTUREVLERININ GAZ FAZI
REAKSIYON MEKANIZMALARININ KUTLE SPEKTROMETRE ILE INCELENMES”
baslikli bu calsmada, dgisik peptit tirevleri kullanilarakb iyon tipinin makrosiklik
olusumunu ve direk olmayan gaz fazi parcalanma mekalammin amino asit dizilimlerine
gore nasil davrang, ©zellikle asidik, bazik, polar ve non-polar glampn parcalanma
mekanizmalarindaki etkileri detaylandirilarak gédii. Bu calsmalar sirasinda, asidik
peptitlerin (glutamik asit ve aspartik asit) herpezisyonda olursa olsun, makrosiklik yapida
ve direk olmayan pargcalanma mekanizmasinda hern bangtkisi olmadgi gosterildi. Bunun
yaninda bazik peptitlerden lizin ihtiva eden pegtirevierininde lizin grubunun yan
grubunda bulunare-amin grubunun da direk olmayan parcalanma mekaasmmda ve
makrosiklik yapi olgumunda etkin rol oynagh gosterildi ve lizin amino asitin peptit icindeki
pozisyon etkisi detaylandirildi. Ayrica makrosikiiap! olyumunda peptit uzunfiu, amino
asit pozisyonlari, kogu amino asit etkileri ve yan grup etkileri detayamarak calgildi.
Ayrica yan grubundaOH bulunan peptit grublarinda bu tur peptitlere 6zzarcalanma
mekanizmasi detaylandirildi. Histidin ve arjinintida eden peptit tirevleride cglarak

makrosiklik yapiya olan etkileri detaylandirildi.

Proje ekibi, projenin tamamlanmasinda €megecen yiksek lisans gtencilerine,
desteklerinden dolayiy TE'ye, maddi ve bilimsel katkilarindan dolayr TURK'a tesekkur
eder.
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OZET

Proteinlerin aminoasit dizilimleri, argik kitle spektrometresi (MS/MS) kullanilarak
bulunmaktadir. Amino asit dizilimi bulunmak isteng@noteinler, énce enzim yardimi ile
kucuk peptit gruplarina parcalanmakta ve daha sdougpeptitlerin, amino asit dizilimleri
ardaik kutle spektrometre kullanilarak bulunabilinmekite Ginimizde, ardek kitle
spektrometre kullanarak bu tur peptitlerin gaz da ne tir parcalanma drtnleri veidi
konusunda cok detayli csinalar yapilmy ve halada yapilmaktadir. Peptitelerin, gaz fazi
parcalanma mekanizmalarinin ¢ok iyi agrlaasi, proteinlerin sekanslariningao ve etkin
bir sekilde bulunabilmesi icin ¢cok ©6nemlidir. Bu konudapilan detayli cajmalar
gostermektedir ki, amino asitlerin gruplanmalarime isimlendirmelerini belirleyen
fonksiyonel gruplarin, peptitlerin gaz fazi parcete mekanizmalarinda 6nemli rol
oynadgidir.

Bu calsmada, dgisik peptit tirevleri kullanilarak son yillarda goéaigenenb iyon tipi
olan makrosiklik olgumun ve direk olmayan gaz fazi parcalanma mekan@ma amino
asit dizilimlerine gore nasil davragd) 6zellikle asidik, bazik, polar ve non-polar giamn
parcalanma mekanizmalarindaki etkileri detaylatatak calgildi. Bu calgmalar sirasinda,
asidik peptitlerin (glutamik asit ve aspartik asjgan gruplarinin ve pozisyonlarinin
makrosiklik yapida ve direk olmayan parcalanma memasinda her hangi bir etkisi
olmadgl gosterildi. Bunun yaninda bazik peptitlerdennlithtiva eden peptit tirevlerininde
lizin grubunun yan banda bulunan eamin grubunun direk olmayan pargcalanma
mekanizmasinda ve makrosiklik yap1 glmunda etkin rol oynagh gosterildi ve lizin amino
asitin pozisyonun onemli olgu gosterildi. Ayrica makrosiklik yapi gjumunda peptit
uzunlyu, amino asit pozisyonlari, kaon amino asit etkileri ve yan grup etkileri
detaylandirilarak cahldi. Ayrica, yan grubundaOH bulunan peptit gruplarinda bu tor
peptitlere 6zgu parcalanma mekanizmasi detayldaidiHistidin ve arjinin ihtiva eden peptit

turevleride cakilarak makrosiklik yapiya etkileri detaylandirildi.
Anahtar kelimeleramino asit, peptit tirevleri, parcalanma mekaitam, lizineeamin yan

grubu, makrosiklik yapi, peptit uzurgu, yan grup, pozisyon, kam amino asit, glutamik

asit, aspartik asit, polar ve non-polar gruplagikba&e asidik amino asitler
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ABSTRACT

Amino acids sequence of proteins can be determimgdusing tandem mass
spectrometry. In order to find the amino acid segeeof the proteins, first, proteins should
be digested with enzyme to obtain small peptides then the sequences of these peptides
should be determined by using tandem mass spedinor&as phase reaction mechanism of
peptides has been studied in details by using tanaass spectrometry. There are several
group are still working on this subject. It is iorfant to understand the fragmentation
reaction mechanism of peptides well to obtain #guence of protein correctly. The details
studies of peptide fragmentation mechanism showat] the functional group that is used to
groups and name the amino acids, is played importda in the fragmentation reaction
mechanism of peptides.

In this study, peptides derivatives were used teestigate the gas phase reaction
mechanism in details. Different length of peptided the functional group of the amino acid
such as acidic, basic, polar and non-polar arehtation of those amino acids were studied
in details to obtain their effect on the non-dirgas phase reaction mechanism as well as the
macrocyclic formation ob type ions. It was observed that, acidic peptiddstdmic acid and
aspartic acid) did not affect the amcrocyclizatitbis clearly shown that the side chain of the
acidic residues as well as the position, do natcafhe sequence scrambling of the b ions. In
addition, it was shown thatamine group of lysine derivative peptides, did play intpat
role for the macrocyclization formation. It wasalsbserved that, the position of the lysine
amino acid is important for the macrocyclizatiompkdes size, position of amino acid, the
affect of neighbor amino acid and side chain effgete studied in details as well. The
peptides containingOH group in their side chain were also studied inaidetand their
reaction mechanism were proposed. Histidine anéhiagy containing peptide derivatives

were also studied in details.

Keywords: amino acid, peptides, fragmentation mechanismindyg-amine side chain,
macrocyclic structure, peptide size, side chaisjtpm, neighbor amino acid, glutamik acid,

aspartic acid, polar and non-polar group, basicaamdic amino acids
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1. GIRIS ve GENEL BLGILER

Bilindigi tzere proteinler 20 temel amino asittensotaktadir. Bu amino asitler,
kendi aralarinda asidik, bazik, polar ya da norapadlarak siniflandiriinglardir. Kutle
spektrometresi, peptitlerin ve proteinlerin sekansin d@ru bir sekilde bulunmasina
yardimci olan 6nemli bir aracgtir. Proteinlerin, amiasit dizlimlerinin dgru bir sekilde
bulunmasi, yapilan camanin 6zgin bigekilde sonuclanabilmesi acisindan cok énemlidir.
Genel olarak, protein data bankasi taramalarindateiplerin amino asit dizilimlerinden
enzim yolu ile kopartilan peptitlerin sekanslarm{ao asit dizilimleri), arduk kuitle
spektrometresi yontemi ile bulunulmaya gdtnaktadir Peptitlerdeki amino asit
diziliminlerinin dogru olarak tanimlanabilmesi, proteinin amino astildnini dogru olarak
bulmak icin en 6nemli basamaktir. Peptitleirn gazifparcalanma drtnle§ekil 1'de
gosterilmitir.  Sekilde de goruldgl gibi, amino asit bdari koptigunda, ger pozitif yuk
amin tarafinda kalirsgN-terminal) kalirsa a, b ve c iyonlari olsmakta, pozitif yiuk
karboksilik asit(C-terminal) tarafinda kalirs, y ve z iyonlari olismaktadir. Bunlara ek
olarak v, w, ve d olarak adlandirilan iyon turleride gorulebilmektedBu isimlendirme
Roepstorff and Fohlman (ROEPSTORFF,1984) tarafifdaratire kazandiriingive daha
sonra Biemann ve arkadari (JOHNSON,1988; BIEMANN,1990) tarafindan mowi
edilmistir. Ginimuzde de bu modifiye edilgniekli kabul gérmgtar.

X Y3 ,‘_’_2 ,_’52 }_’_2_ ,2_2_ ,’_‘_1_ }fj_ EJ_ W

N Mai M
\ »n = '
N— C—*C——N C*—C*—N C——C——N C—C—OH
H | |l I |

Hi o H H H H H I

B e A
Sekil 1. Protonlanngi peptitlerin direk parcalanma mekanizmasi

Peptitlerin gaz fazi parcalanma e¢aialari ve olgan iyonlarin parcalanma
mekanizmalari, kabul goren bu sisteme gore yapuimiBu balarin kopmasi sirasinda
olusan b-iyonlari ve/veyay-iyonlari, peptitlerin kitle spektrumlarinda enléagtzlemlenen
iyon turleri olmylardir. Bu iyonlar, peptitlerin amino asit dizilietrine veya kullanilan gaz

fazi parcalanmaekline gore dgismeler gosterebilmektedirler. 1995 yilina katldyonunun
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gaz fazindaki olasi yapiSekil 2. de gosterildi gibi asilyum iyonu olarak kabul edilgtir ve

yapilan butiin gaz fazi parcalanma mekanizmasgngalari bu yapi g6z 6nine alinarak

aciklanmaya cailmistir.

R ’ Rz _l+
H l'l! H

Sekil 2. Asilyum,b-iyonu

1995 yilinda Yalgin ve arkaglari (YALCIN,1995) detayli bir cajma sonucundéa;,
iyonun gaz fazi yapisinin, kabul edgdgibi asilyum iyonu dgil, Sekil 3'de gosterildi gibi
okzazolon diye isimlendirilen siklik bir yapiya sploldusunu gosterngierdir.

R NH—CH-R,
l +

Sekil 3. Okzazolonb, iyonu [YALCIN 1995]

Onerilenb, iyonun yapisinin ardindan, buyiik zincirli peptitevlerinde, her zaman
gOzlenenbs, by gibi iyonlarinin gaz fazi yapisinin ne olabilgiceorusu giindeme gelgmve
Yalcin ve arkadgarn (YALCIN,1996) tarafindan yapilan cainalar sonucunda bu
iyonlarinindaSekil 4'de gosterildgi gibi siklik okzazolon yapisina sahip olgludeneysel ve

teorik calgmalar ile aciklannstir.

11
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Rxc‘o Hl?i—lle—H'"
| +
¢t Ca
HN\CF{/ \0/ X

Y

bs-iyonu bs-iyonu
Sekil 4. Okzazolonbs-iyonu vebg-iyonu [YALCIN 1996]

Onerilen bu yapi sayesinde daha onceleri aciklagamabir cok sonug
aciklanabilmgtir. Mesela, b, iyonunun bir alt, by, iyonuna nasil parcalaril
aciklanabilmgtir. Yalcin ve arkadglari (YALCIN,1996) tarafindan o©nerilen mekanizma

Sekil 5'de gosterilmgtir.

Sekil 5. b, iyonundanby.; iyonunun olgmasi [YALCIN 1996]

Bu calsmalar sonucunda peptitlerin gaz fazi parcalanmgngalari daha detayh ve
hizli bir sekilde bir ¢ok grup tarafindan cglmaya balanmstir. Paizs ve arkadkari
(PAIZS,1999) deisik peptit turevleri kullanilarak, gaz fazi parcai@m mekanizmalari
calismis ve olwan by iyonlarinin okzazolon yapisina sahip gldugOstermglerdir. Farrugia
ve arkadglari (FARRUGIA,2001) peptit tlrevlerinde,ger amino asit diziliminin ikinci
sirasinda, proline bulunuyorsa, g@n b, iyonunun vyapisinin oxazolone olmgah

12



v

TUBITAK

bildirmislerdir. Diziliminde prolin bulunan ikili peptit tié@vlerinden olgan b, iyonlarinin
yapisinin, diketopeparazin olglubildirilmistir (SMITH,2005). Bu ¢calma gostermektedir ki,
amino asit dizilimleri, olgan iyonun yapisini da etkilemektedir. Padron veadafari
(GONZALES,1996) bazik amino asitlerin peptit tUmwhdeki amino asit dizilimindeki
pozisyonuna goreC-terminal pozisyonundaki amino asit grubunu etkif@di ve bunun
sonucunda bu amino asitlerin gaz fazinda yetistteme reaksiyonu gdostergni rapor
etmiglerdir. Bu yer dgistirme reaksiyonlari, gaz fazinda ¢ok sik gézlemleyem bir olaydir
ve bu mekanizmanin bilinmesi, analizi yapilan pegtievierinin bazik amino asit gruplarini
ihtiva edip etmedii bilgisini sgzslamaktadir. Gaskel ve arkagir (COX,1996) ise, yuksek
bazik 6zellgine sahip amino asitleringer, N-terminus pozisyonunda bulunmasi durumunda,
peptit tirevlerinin ardak kitle sinyallerinde baskin olarakttrl iyonlar olgturdusunu, ger
C-terminal pozisyonunda bulunuyorlarsa ise, baskin olayakirt iyonlarin daha fazla
g6zlemlenecgni rapor etmglerdir. Glish ve arkadgari (VACHET,1997), ardak kutle
spektrometre sistemi ile yaptiklari deneylerin smmgda iyonlarin kullanilan kutle
spektrometre tirlerine Bha olarak, ger gaz fazi parcalanma sureleri, uzun tutulursptipe
zincirinde bulunan amino asitlerin, kendi icleringer desistirdiklerini ve bunun sonucunda
da hic beklenmeyen parcalanma urunleri gosterdiklgyozlemlemglerdir. Bu calsmada,
sbzkonusu 6zgun parcalanma mekanizmasi, sadecetuyal (ion trap), ucli dortuclu
(triple quadrupole), FT-ICR-MS ve tuzak ozelliklicli dort uclu (g-trap) sistemlerde
gOzlemlenirken, sektor tipi kitle spektrometresigdeliinmemesi ilgi ¢cekicidir. Bu gézlemde
gostermektedir ki, peptitlerin gaz fazi parcalanmaekanizmalari kullanilan kuitle
spektrometre turine gore bazi farkhliklar gosténedktedir. GUnimuizde, modern kiitle
spektrometre sistemleri, gigik teknik 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle gazifparcalanma
mekanizmalarininda sisteme 0zel olma olgsii gindeme getirmglir. Ayrica, analizi
yapilan peptit tirevlerine iyondma sirasinda takilan hareketli protonlarin pepiitlgaz fazi
parcalanma mekanizmalarini nasil etkifgdidetayli olarak Wysocki ve arkaglari
(WYSOCKI,2000) tarafindan detayli olarak gdimis ve sonu¢ olarak,ger takilan proton
asidik amino asit Uzerinde bulunmuyorsa gaz famglanma cagmalarinda bu asidik amino
asit bginin kopt@gunu, ama, ger proton takilan amino asit histidine Gzerindeunulyorsa bu
amino asitin bginin kopt@gunu goézlemilerdir. Yuksek bazik 6zeli olan arjinin amino asit
grubu ile birlikte asidik amino asitleri binyesinbelunduran peptit tirevlerinde 6zel olarak
bu asidik amino asit Igarinin koptgu gozlemlenmytir (TSAPRAILIS,2000). Proteinlerden,

13



v

TUBITAK

enzim yardimi ile kopan ve amino asit dizilimi bitheyen peptitlerin sekanslari da gtinimiize
kadar bu mekanizmalar g6z 6niinde bulundurularakdanmaya cagtimistir.

Son yillarda yapilan camalar, peptitlerin bazi durumlarda kagra parcalanma
mekanizmalari da sergilegini gostermgti. 2008 yilinda Harrison ve arkagar
(BLEIHOLDER,2008; HARRISON, 2008) peptitlerin kargna parcalanma mekanizmalari
konusunda model peptitler ve dort uclu-y@amanh (q-TOF) sistemi kullanarak detayli bir
calisma yayinlanmgtir. Bu calgmada alti adet biribirinin isomeri olan peptit tiesi
kullanilmis ve bu peptitilerin her birinden elde edildns iyonlarinin ardgik katle
spektrometre sonuclari kalastirilmistir. Peptit tlrevlerindeki amino asitler ayni ofgdu
halde, dizilimleri farkli oldgundan dolay! peptitlerin bilinen gaz fazi parcalanm
mekanizmalarina gore farkl kitle spektrumu gozlesinbeklenirken, ilging bigekilde btin
bs iyonlarinin ayni kutle spektrumunu gost@idigozlemlenmgtir. Elde edilen kutle
spektrumwSekil 6’da gdsterilmektedir.
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Sekil 6. Dezisik isomerlerden elde edildw iyonlarinin MS/MS spektrumu
[BLEIHOLDER,2008]

Bu baglamda, bugine kadar bilinen direk parcalanma mekaalarinin yanisira,
kutle spektrometrelerin teknik 6zelliklerine (amzéli ve parcalanma turl) ga olarak,
birbirlerinin isomeri olan peptit tirevlerinin, gigik kitle sistemlerinde gaz fazi parcalanma
mekanizmalarinin farklilik gosterebilggeaciklanmstir. Bu calgmada, olgan bs iyonun
oxazolone yapisindan, gaz fazinda, zaman icerisfidki] 7'de goOsterildi bir yapiya
donistigl rapor edilmgtir. Sonuctab-iyonunun gaz fazinda kendi icersinde daha buyiik bi

siklik bir yapiya dongttigl gozlemlenmitir. Bu yapi olgtugu igin de,sekilde de gosterilgi
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gibi, her b&n, kopma dereceleri, yakin olglundan dolayi, hangi isomer olursa olsun,
sonucta, olgan bu siklik yapinin parcalanma Uriinleri ayni oltadk ve bundan dolay! da

peptit isomerlerinden elde edilen bgiyonunun parcalanma trtinleri benzer olabilmektedir

Sekil 7. bs iyonunun 6nerilen yapisi [BLEIHOLDER,2008; HARRISIO2008]

Yakin zamanda yapilan bir gaghada (BYTHELL, 2010) histidin amino asidi ihtiva
eden peptit tdrevlerindé iyon turd makrosiklik yapr okumunda bu amino asidin
pozisyonun énemli oldtu gdsterilmgtir. Baska bir calgmada ise arjinin ihtiva eden peptit
turevlerinin bu gruptan dolayi, pozisyonu ne oluadsun hi¢ birsekilde makrosiklik yapi
olusturmadgini gostermglerdir (MOLESWORTH,2010). Bga bir grup ise amino asit yan
grubunun makrosiklik yapinin belli boélgelerdengbliriima etkilerini detaylandirmgtir
(MOLESWORTH, 2010).

Bu projede, dgisik peptit tirevleri kullanilarak son yillarda goaigenenb iyon tipi
olan makrosiklik olgumun ve direk olmayan gaz fazi parcalanma mekar@ma amino
asit dizilimlerine gore nasil davragd) 6zellikle asidik, bazik, polar ve non-polar giamn
parcalanma mekanizmalarindaki etkileri detaylatatak calgildi. Bu calgmalar sirasinda,
asidik peptitlerin (glutamik asit ve aspartik asygan gruplarinin ve pozisyonlarinin
makrosiklik yapida ve direk olmayan parcalanma memasinda her hangi bir etkisi
olmadg gosterildi. Bunun yaninda bazik peptitlerdennlithtiva eden peptit turevlerininde
lizin grubunun yan hkanda bulunan eamin grubunun direk olmayan parclanma
mekanizmasinda ve makrosiklik yap1 @lmunda etkin rol oynagh gosterildi ve lizin amino
asitin pozisyonun onemli ol@gu belirtildi. Ayrica makrosiklik yapi okumunda peptit
uzunlyu, amino asit pozisyonlari, kaon amino asit etkileri ve yan grup etkileri

detaylandirilarak cahldi. Ayrica, yan grubundaOH bulunan peptit gruplarinda bu tur
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peptitlere 6zgu parcalanma mekanizmasi detayldaidiHistidin ve arjinin ihtiva eden peptit

turevleride cakilarak makrosiklik yapiya olan etkileri detaylanttir.
2. GEREC VE YONTEM

Bu calsmalar sirasinda LTQ XL Linedyon TuzaklamaliTrap (Thermo Finnigan, San
Jose, CA), hibrid Ucli quarupole/linear iyon tuzekhli (4000 Q-Trap, Applied
Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada), MALDI-TOBF (Bruker Daltonik Ultra Flex
I, USA) sistemleri kullaniimgtir. Disik distk enerjili CID deneyleri icin Ucll
quadrupole/diizlemsel iyon tuzaklamall 4000 Q-TRAsEem kullaniimgtir. fyon tuzaklamal
ve quadrupole sistemlerinde ornekleri iyatiianak icin elektrospray iyorgarma tekngi
kullaniimistir.  TOF/TOF sisteminde ise oOrnekleri iyostiamak icin lazer tekri
kullanilnistir. Peptit 6rnekleri, iyon tuzaklamall ve quadrlgoeistemleringiringa pompasi
yardimi ile ve alg hizi 5 ulL/dk olacaksekilde verilmgtir. Puskirtme gazi, solvent
uzaklgtirma gazi ve CID gazi olarak azot gazi kullangtmi Deneyler sirasinda, sistemin
batin parametreleri her bir 6rnek icin en yuksekkaearli sinyal elde edene kadar her
defasinda ayarlangtir. b iyonu parcalanma camalari icin MS/MS modu kullanilrgtir. Bu
calisma icin, iyon sprey voltaji +5500 V olarak ayarlagim. MALDI-TOF/TOF sisteminde
ise target Ustiine 6rnekler konulmaktadir. Bu teleniknatriks ile kastirilan érnek MALDI
targetin tstine 1 uL olarak uygulanmakta ve damaasQdziicl ugurulmakta ve yeniden bir
kristal bir yapi olgturulmaktadir.lyonlastirma ise olgan bu kristal tstiine gonderilen lazer
ve matriks yardimi ile gganmaktadir. Target yizeyine uygulanan matriksfrkersiminin
Uzerine gonderilen lazersigl sayesinde matriks gelen enerjiyi emmekte ve yideey
buharlamaya ve iyonlgmaya bglamaktadir. Bu arada matriksler tarafindan sasgilolan
ornekler de bu sayede gaz fazina gecmekte ve geasindaki carpmalar aninda ¢cevreden
yuksuz orneklere proton transferleri gdbilmektedir. Bu sayede yuksuz o6rnekler yukla
iyonlara dongturilmekte ve kitle spektrometre ile analizleri yaipilmektedir. Bu teknikte
Oornekler kati ortamdan gaz ortamina geciriimektedu tekngin aksine elektrospay
tekniginde ise, drnekler sivi ortamdan gaz fazina gegaktedir. Bu tekniktesiringa ucuna
uygulanan +5500 voltaj uygulanan voltajin polaiitesbali olarak arti veya eksi yuklu

iyonlari olwturmaktadir.
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2.1. Kimyasallar ve érnekler

Bu calgmada kullanilan model peptit drnekleri, GLO Biochetd. (Shangai, China)
firmasina sentezlettirilmgiir. Asidik amino asit ihtiva eden ornekler ile ym calsmada,
XAAAAAA-NH ,, AXAAAAA-NH ;, AAXAAAA-NH ; AAAXAAA-NH ,, AAAAXAA-
NH,, AAAAAXA-NH ;, AAAAAAX-NH ;,  XXAAAAAA-NH ;, AAXXAAAA-NH »,
AAAAXXAA-NH ,, AAAAAAXX-NH , (X= E veya D) peptit tarevleri kullanilgtar. Lizin
ile ilgili cahismada, Ac-KYAGFLVG-OH, Ac-QYAGFLV-NH, Ac-NYAGFLV-NH,,
Ac-YKAGFLVG-OH, Ac-YAKGFLVG-OH, Ac-YAGKFLVG-OH, Ac-YAGFKLVG-OH ve
Ac-YAGFLKVG-OH peptit turevleri kullaniingtir. Peptit bOyuklgli, amino asitlerin
pozisyonlarinin, foksiyonel gruplarinin ve kgutarinin etkilerinin argtirildigi calsmada ise,
YAGFLV-NH,,  AGFLVY-NH,;, GFLVYA-NH;, FLVYAG-NH;, LVYAGF-NH,,
VYAGFL-NH,, FAYVGL-NH,;, GVYALF-NH;, VFYLAG-NH,, XYAGFLV-NH, and
YAGXFLV-NH, (X=C, D, E,H, K, M, N, P, Q, S, T, ve W amirasitler). Yan gruplarinda
hidroksil bulunduran drnekler ile ilgili yapilan Igamada, XGGFL-NH ve AXVYI-NH,
(X =S, T, E, D,Y) peptit turevleri kullanildi.uBlara ek olarak FL-OH, GF-OH, YI-OH,
and VY-OH peptit tirevleri kullanildi. Bazik aminasitler ile yapilan c¢ajmada,
HAAAAAA-NH ,, AHAAAAA-NH ,, AAHAAAA-NH ,, AAAHAAA-NH ,, AAAAHAA-
NH,, AAAAAHA-NH , AAAAAAH-NH , peptit turevleri ile HYAGFLV-NH,
YAGHFLV-NH, ve YAGFLVH-NH, peptit tarevleri ile catmalar yapilmgtir. Ayrica,
RYAGFLV-NH,, YRAGFLV-NH;, YARGFLV-NH,, YAGRFLV-NH;, YAGFRLV-NH>,
YAGFLRV-NH;, YAGFLVR-NH; , RAAAAAA-NH ,, ARAAAAA-NH ,, AARAAAA-NH »,
AAARAAA-NH ,, AAAARAA-NH ;, AAAAARA-NH 5, ve AAAAAAR-NH peptit tlrevleri
ile calsmalar detaylandiriingtir. HPLC kalitesindeki metanol, formik asid, TFasetonitril
ve deneyler sirasinda kullanilan ¢oztciler Signaaiéth firmasindan satin alingtir.

100 uM peptit ¢cozeltileri 50:50:1 (v/viv) MeOH/EB/HCOOH c¢o6zicu kagimi ile
hazirlanmg ve elektrospray deneyleri icin kullanilghr.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Asidik Amino Asitihtiva Eden Peptit Tirevleri:

Projenin bu kisminda, peptit zincirinde bulunamiasamino asitlerin (glutamik asit
(E) veya aspartik asit(D)) ve bunlarin pozisyomlarib-iyon turinin makrosiklik yapi
olusumu sirasindaki etkileri sistematik olarak gédn ve gosterildi. Bu ¢agma sirasinda ilk
set amino asit ve peptit tdrevieri olarak, XAAAAARH,, AXAAAAA-NH »,
AAXAAAA-NH > AAAXAAA-NH ,;, AAAAXAA-NH ;, AAAAAXA-NH ;, AAAAAAX-
NH,, ve ikinci set peptit tiarevleri olarak, XXAAAAAA-N,, AAXXAAAA-NH »,
AAAAXXAA-NH , ve  AAAAAAXX-NH , peptitleri sentezlettirildi. Buradaki "X" olarak
gosterilen amino asit ise, glutamik asit veya adpasit olarak sentezlettirilrgiir. Bu sayede
tekli veya ardyik ikili grup olarak sentezlettirilen bu asidik gapirevlerinin makrosiklik

yap! olgumuna etkileri sistematik bgekile calsildi.

3.1.1. Glutamik veya Aspartik Asfhtiva Eden Heptapeptit Tiirevlerinin Makrosiklik
Olyumuna Etkileri:

Glutamik asit veya aspartik asit iceren peptit ¥ieenin pozisyona b#i olarak
makrosiklik yapinin olgmasina etkilerini detaylandirmak icin her bir Mkiitle spektrumda
en yukseksiddete sahip olab; iyonlari ayri ayri izole edilerek MS/MS deneylgapiimstir.
Asidik amino asitin pozisyonu ne olursa olsun her Kiitle spektrumu birbirinin aynisi
cikmistir (sonug gosterilmertir). Sekil 8 ve Sekil 9'da yedi izomerden sadece Uger tanesi
gosterilmitir. Hem glutamik asit hem de aspartik peptit izeoleri kendi iclerinde
birbirlerinin aynisidir. Bu sonuclar makrosiklik piain olgtugunun bir kanitidir. Bgka
hicbir sekilde spektrumlar birbirlerinin aynisi olamaz. Masiklik yapinin olgmasinda
asidik amino asitin ve pozisyonun herhangi bir letknin olmadgl bu sekillerde agik¢a

gosterilmitir.
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Sekil 8. Sekansinda glutamik asit bulunan peptietlerinden elde edileh; iyonlarinin
MS/MS kutle spektrumu.
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Sekil 9. Sekansinda aspartik asit bulunan peptguviérinden elde edileb; iyonlarinin
MS/MS kutle spektrumu.
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3.1.2. Ardsik Glutamik veya Aspartik Asit/htiva Eden Octapeptit Tirevlerinin
Makrosiklik Olusumuna Etkileri:

Peptit turevlerinin tek bir asidik grup iceren $&minde herhangi bir farkhlik
g6zlenmemesi Uzerine agth asidik amino asit iceren peptit tlrevleri detayir sekilde
calisiimistir. Burdaki amag¢ yan yana bulunan asidik amindleasi makrosiklik yapinin
olusumuna etkisini ardirmaktir. Ayrica bu ikili asidik grubun pozisyonainb&li nasil
davranacg detayh birsekilde calgiimistir.

Sekil 10 ve 11'de peptit tirevierinden elde edilbg iyonlarinin MS/MS kitle
spektrumlari verilmektedirSekillerden de gorilege tzere kitle kitle sinyalleri tek bir
asidik grup iceren peptit tirevlerine gore dahamark bir durum arz etmektedir. Fakat
sonug itibari ile iki glutamik asit iceren peptitirevlerinde de herhangi bir farklilik
gozlenmemtir (Sekil 10). Pozisyonu ne olursa olsun asidik gruphakrosiklik yapinin bir
gOstergesi olan bire bir ayni kitle sinyalleri @dstistir. Ayni ¢alsma aspartik asit ihtiva
eden gruplar ile de yapilgwe ayni sonu¢ gozlenstir (Sekil 11).

Kutle spektrumlarinda gorilemy” ve bg” iyonlari ilgili iyondan su kopmalari olarak
belirtiimistir. Model peptitler glutamik asit ve aspartik asirdigi icin su kopmalarinin da bu
amino asitlerin yan zincirlerinde var olarOH gruplari tarafindan oftugu yazilan
mekanizma ile acikca gosterilgtir (Sekil 12). AAEEAAAA-NH, model peptitinden elde
edilenbg iyonundan su kopmasi ve makrosiklik yapininsolasiSekil 12'de gosterilmitir.

AAEEAAAA-NH , model peptitinden elde edildg makrosiklik yapi sekiz dgsik
halka acilma yolu gosterebilir. Makrosiklik yapiniaciima pozisyonlarSekil 13'de
belirtilmistir.

Sekil 14'de her bir seriden secilgnpeptitlerin carpima enerjisine b olarak olgan
makrosiklik yapinin aciimasi ve asidik amino asitlemakrosiklik yapidan kopmalari ile
yapilan cakmalar verilmektedirSekilde gorilecgi Gizere tekli asidik grup iceren amino asit
serisinde glutamik asit serisi aspartik asit seesjyore daha kararl bir yapidadir. Aspartik
asit serisi dgtik enerjide parcalanmayagken (yaklaik olarak 20 eV civarinda), glutamik
asit serisi icin daha yuksek enerjiye (yaltaolarak 25 eV) ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu da
glutamik asit ile aspartik asitin yan zincirlerirkileCH,'den kaynaklandy distntlmektedir.
ikili asidik grup iceren peptit tirevlerinde teklsidik grubun kopma mekanizmalari bir

farklilk gdstermezken, ikili asidik gruplarin kayalar daha diiik profil gostermtir.

22



v

TUBITAK

CID b, , EEAAAAMANH, b,

rFI

00

CID b, , AAEEAAAANH,

80
%; 60 — E _ b,
3 T 8§
\

20 —

~ {2E+3A)
~ {2E42A)

0 =
200 250 300 350 400 450 500 S50 €00 650 VOO

CID b, . AABAEEAANH,

200 250 300 350 400 450 500 550 00 B850 700

1[”]— o
- b
g0 - CIDby , AMMAMAEE-NH, :
T
# B0+ il
¥ — il —
- - oL - B
x40 I 3 < 8 i < *
— p— 1] - 0 =
138 <38 3| \§| @ w |
0-9¢g §3° + ]

200 250 300 350 400 450 500 550 2600 650 0 VOO
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iyonlarinin MS/MS kutle spektrumu.
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Sekil 11. Sekansinda iki tane aspartik asit bulumeptit tirevierinden elde edilebg
iyonlarinin MS/MS kutle spektrumu.
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Sekil 12. AAEEAAAA-NH, peptit tirevinden elde edilebg iyonundan su kopmasl ve

makrosiklik bg iyon olusum mekanizmalari
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Sekil 13.

Path 2
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Makrosiklikbg iyonu ve sekiz d#sik siklik yapinin agilma pozisyonlari
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Sekil 14. Tekli ve ikili asidik grup iceren peptiiirevlerinin enerjiye bgi asidik gruplarin
makrosiklik yapidan kopma profilleri.
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3.2. Sekansinda Histidin Amino Asit Grubu Bulunduran Peptit Turevleri

2010 yilinda Harrison ve arkadar tarafindan yapilan cainada HAAAAA-OH,
AHAAAAA-OH, AAHAAA-OH, AAAHAA-OH, AAAAHA-OH peptit serisi kullaniimgtir.
Sonuclar gostermgiiirki histidin ihtiva eden bu seride histidinin pépserisi icindeki
pozisyonu makrosiklik yapinin almasinda 6nem arz etmektedir. Yapilan incelemede
histidin peptitin N-terminal pozisyona yakinsa nwklik yapinin olgup olsmadgi
konusunda deneysel bir sonu¢ elde edilemezken, itipepC-terminal pozisyonuna
yaklastiginda makrosiklik yapinin oftugu hakkinda denysel sonu¢ elde edstini Bu
calisma sirasindas iyonlari ziole edilerek sonugclar birbirleri ile igdastirimistir.

Bu rapor doneminde bazik 6zglhe sahip olan histidin ihtiva eden
HAAAAAA-NH ,, AHAAAAA-NH ,, AAHAAAA-NH ,, AAAHAAA-NH ,, AAAAHAA-
NH,, AAAAAHA-NH ; and AAAAAAH-NH,, peptit serisi ile HYAGFLV-NH, YAGHFLV-
NH, ve YAGFLVH-NH, peptit serileri ile detayl ¢gimalar yapilmgtir.

Sekil 15’de goruldigu Gzere elde edilen sonuclar Alex ve arlgata tarafindan
yapilan ¢cakma ile uyumluluk icerisindedir. Histidin peptitin-términal pozisyonuna yakin
oldugunda makrosiklik yapinin gostergesi olan direk glameparcalanma urtnlerinin gurtlti
seviyesinde oldgu gozlenmgtir. Ornekleme vyapilganda bakilanbs-H ve bs-(H+A)
iyonlarinin sinyalsiddetlerinin yok denecek kadar az ofdugdzlenmektedir. Yuzde olarak
bakildginda bs-H iyonunun sinyalsiddeti %1-2 civarindaykenps-(H+A) iyonunun sinyal
siddeti hemen hemen %0.5-1 civarinda gérulmekt&lindan dolay! Alex ve arkaglarinin
yaptgl calsmada histidin amino asidinin bazik 6zgitiden dolayr bdyle bir davrani
goOsterdgi dusunulmistir. Fakat laboratuvarimizda yapilan detayll sgafida bu gozlemin
pek de dgru olmadgl gosterilmsgtir. Sekil 16’da gosterildii Uzere, histidin'in pozisyonu ne
olursa olsun makrosiklik yapinin glugu deneysel olarak gortlebilmektedir. Makrosiklik
yapinin gostergesi olan direk olmayan iyon turigeim-H, -(H+A), -2A, -3A, -4A, -5A
iyonlarinin pozisyon ne olursa olsun net olaraklgdmesidir. Ozellikldo,-H, ve by-(H+A)
iyonlarinin sinyalsiddetleri %10-15 ve %5 civarinda gozlenmektedir byda bs-H ve

bs-(H+A) sinyalsiddetinden yaklgk olarak 10 kat daha gucludur.
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Sekil 15. HAAAAAA-NH , ve AHAAAAA-NH , peptitlerinde izole edilebs iyonunun MS
kutle spektrumu.
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Sekil 16. HAAAAAA-NH,, AAAHAAA-NH , ve AAAAAAH-NH, peptitlerinden izole
edilenb; iyonunun MS kiitle spektrumu.

HYAGFLV-NH,, YAGHFLV-NH; ve YAGFLVH-NH, peptit serileri ile yapilan
detayll calgmalar gostermektedir ki makrosiklik yapinin gosesigolan direk olmayan
parcalanma urtnlerin sinyaiddetleri %5 ila %30 civarinda gsmektedir. Sekil 17'de
gosterildgi gibi bz-Y, bs-F, b-H, bs-L, b-V, by-A iyonlan direk olamayan parcalanma
iyonlaridir ve sinyakiddetleri yukarda belirtildii Gzere kabul edilebilinir bigiddettedirler.
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Sadeceb;-G iyonunun sinyalsiddeti %2-3 civarinda olarak gtzlenmektedirki bu glein
amino asidinin en diilk baziklige sahip olmasi ile tanimlanabilinir.

Ayrica, enerjiye bgll parcalanma @limlerinin incelenmesi icin yapilan camada,
HAAAAAA-NH ,, AAAHAAA-NH , ve AAAAAAH-NH , peptitleri kullaniimgtir. Sonuclar
Sekil 17°de verilmektedirSekilden de gortlege tzere direk olmayan parcalanma drtnleri
g0zoniune alinarak yapilan grafikte histidin istepfitin N-terminal pozisyonunda bulunsun
isterse tam ortada bulunsun elde edilen "breakatiosye adlandirilan profilleri hemen
hemen ayni oldgu halde, histidin peptitit©-terminal pozisyonda bulundiunda tamamiyle

farkl profil gostermgtir.
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Sekil 17. HAAAAAA-NH ;, AAAHAAA-NH , ve AAAAAAH-NH , peptit tirevlerinin direk
olamayan parcalanma urtnlerinin enerjiyglbkopma profilleri.

Fakat, HYAGFLV-NH, YAGHFLV-NH, ve YAGFLVH-NH, ile yapilan enerjiye
bagli parcalanma @limleri incelendginde, bir 6ceki sonucun tam aksine her U¢ peptit
turinde de profiller hemen hemen ayni ¢cigtmi Bu sonuclarSekil 18’'de verilmektedir.
Bunun sebebi hala tam olarak aml@mamsgtir ve bu konuda detayli catnalar
laboratuvarimizda devam etmektedir. Buradakisaaidan cikarilacak sonug, makrosiklik

olusumunda korsu amino asitler etkide bulunabilmektedir.

31



v

TUBITAK

Al T B q [ 113 | L | T g
A G| M ] [ . T
wF HYAGFLVS, SN | YAGHELYS, A7 b vasrLw, e
:' f-"; i ! .-'.f ] i .r.'l I‘;
[ 1 BEf ¥y /
i ! i [
F . [
§ 1 81 §
it .i'll i1 B & 1
- 4 {1 5. 5 1
| / ] E g 1
T / ] B & il
o ! == 1 £ ] |
i 7~ Sy d 1
/ rd 1 ;
/ 5
Y ] 5
B = % !
: » = = " " ® = . %

colsion anengy (V) cofision enesgy (eV) colksion anengy (2V]

Sekil 18. HYAGFLV-NH,, YAGHFLV-NH;, ve YAGFLVH-NH, peptit ttrevlerinin direk
olmayan parcalanma drtnlerinin enerjiyelb&opma profilleri.

Batin bu cakmalardan c¢ikan sonug, Alex ve arkgldanin yapnyg oldugu
calismanin aksine yapilan deneylerde gostesilimki, histidin pozisyonu ne olursa olsun
makrosiklik yap! olgturmakta ve deneysel olarak bu acik¢ca gézlenmeakiBdnun sebels
iyonu ile yapilan ¢ajmalarda bu gozlem yapilamgdicin tamamiyleb iyonun ihtiva ettgi
amino asit sayisi ile ilgili oldtu aciktir. Bizim yap@iimiz bitin ¢cakmalardab; iyonu izole
edilmis ve deneyler buna gore kurgulagtm Bu gine kadar bu konu ile ilgili literatirde
yapilan bitiin caymalardabs iyonlari izole edilmg ve deneyler bunlara gére kurgulagtmi
Fakat yapilan bu cama gosternstir ki bs iyonu bir sebepten dolayr ¢ok iyi sonug
vermemektedir ve makrosiklik yapinin deneysel daygzlenememesinin temel sebebidir.

Makrosiklik yapilarin hangi buyiklikte daha karadidugunu goézlemlemek igin
yapilanb,-H (n=4,5,6 ve 7) iyonunun enerjiye ghaparcalanma profillerinin sonuclagekil
19'da verilmektedir. Siklik yapinin hangi buytkléktve hangi enerjide daha kararli
oldugunun bir gotergesi olan bu gaha sonucu gostergtirki bs iyonu en az kararli ve en
disUk sinyal siddetine sahip olandir. Profillerde acik¢a gotzlektadirki, bs-H, bs-H, ve
b7-H profilleri, her iki peptit tirevinde dds-H iyonuna gore daha ve kararli bir profil
gOstermgtir. Bu sonucgtanda gorilege Uzere Alex ve arkag&arinin yapmy olduklari
calismada ©One surilen sonuclar tamamiyle secilen venbdgneylerin kurgulangi bs

iyonundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 19.by-H (n=4,5,6 ve 7) iyonunun enerjiyedhaparcalanma profilleri
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3.3. Sekansinda Lizin Amino Asit Grubu BbulunduranPeptit Tlrevleri

Bilindigi Uzere, gaz-fazinda makrosikltk iyonunun olgmasi icin peptitin N-ucunun
serbest amin (-Nh grubu icermesi gerekmektedb.iyonlarinin halkalgma reaksiyonu N-
ucu asetilenmgi peptitlerde tamamen engellepidideneysel olarak gosterilgtir. Bu
calsmada b iyonlarinin halkalgmasinda N-ucu asetillengni peptitlerin  birinci
pozisyonlarindaki lizin (K)glutamin (Q)ve asparajinin (N) amino asitlerinin herhangi bir
etkisinin var olup olmagh argtiriimistir. Bu amino asitin ortak dzellikleri ise her tg¢inde
yan zincirlerinde serbest amin grubu icermesidiNkuc pozisyondaki serebest amino asit
grubunun halkakana reaksiyonuna goudan etkisi oldgu bir cok defa Alex ve arkagari
tarafiindan yapilan deneysel gatialar ile gosterilmtir.

Model olarak kullanilan AKYAGFLVG, Ac-QYAGFLV-NH, ve
Ac-NYAGFLV-NH, peptitleri ile yapilan deney sonclaekil 20'de verilmektedir. Her (¢
peptitden elde izole edilerb; iyonlarin CID (carpimali-indiklenmg ayrma) katle
spektrumlarini gostermektedir ki lizin amino asigeren N-ucu asetillenmi peptitin
(Ac-KYAGFLVG, Sekil 20) kutle spektrumunda direk olmaydn iyonlarinin varlg
gozlemlenirken,dY, -F, -L, -V, -A, ve —G kopmalari) ayni sonu¢ reparajin, ne de glutamin
ihtiva eden (Ac-NYAGFLVG-OH ve Ac-QYAGFLVG-OHSekil 20) peptit tlrevleri igin
gOzlenmemtir. Lizin amino asitini iceren N-ucu asetillergnpeptitteki direk olmayarb
iyonlarinin varlgl lizinin yan zincirinde var olan serbegtamin grubunun peptitin
C-ucundaki valin okzazoluna nukleofilik olarak satdasi ile makrosikliko iyon yapisinin
olustugunun bir gostergesidiSekil 21). Daha sonra bu makrosiklik yapi yedgidik acilma
yolunu izleyerek birbirinin izomeri olan yedi tadézlemsel oldgu varsayilan okzazolonlari
olusturur Sekil 22).

Diger yandan glutamin ve asparajinin amino asitlerigeren peptitlerin
(Ac-QYAGFLV-NH, ve Ac-NYAGFLV-NH,, Sekil 20) kutle spektrumlari sadece dirbk
iyonlarini (e, bs ve h) icermektedir. Herhangi bir direk olmaydm iyonlarinin varlg
gOzlemlenmenstir. Glutaminin ve asparajinin yan zincirlerindervalan amin grubuna
karbonil grubunun kg olmasi onun ntkleofilitesini azad distinilmekte ve bundan dolayi,

bu serbest amin gruplari makrosiklik yapiyigplwamamaktadir.

34



R %)

R.L (%)

(b}

R %)

4]

Sekil 20. Ac-KYAGFLVG-OH, Ac-QYAGFLV-NH, ve Ac-NYAGFLV-NH,

v

TUBITAK

* ¥ [
CID b, , Ac-KYAGFLVG s

lIII|'|lfIII‘I!l:lrl-l1illqlll..1 lfll'l

500 600

ciob,, Ac-OYAGFLV-NH,

651

: b ;
i I!'

D lrll|1.l|‘l

400

500 G600

Cik b, , Ac-NYAGFLV-NH,

651

7o

|I1ll|IIIIIIIII|lIII|1

by

LIS e i |

peptitlerinden izole edileb; iyonunun MS kiitle spektrumu

35

model



v

TUBITAK

(&
+] L] ] 4]
H H H
)k H H \-)l\ H ‘x.\‘m
H L) M H
H H H H
4] o @
OH

Macrocyclization

H"

Sekil 21. Ac-KYAGFLVG-OH peptit turevinden elde eéil by makrosiklik iyon olgum
mekanizmasi.
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Sekil 22. Ac-KYAGFLVG peptit turevinden elde edildoy makrosiklik iyonunun siklik
yapinin acilma mekanizmasi.

Lizin amino asitinekie-amin grubunun makrosiklik iyonun oligmasina olan etkisini
gorebilmek icin, hem N-ucua-amin) hem de lizinin yan zincirindekie-amin grubu
asetillenmg olan Ac-K(Ac)YAGFLVG model peptiti tasarlantir. Bu peptitten elde edilen
b; kitle spektrumuna bakiginda sadece direk olamiyonlarinin (bs, bs, by ve 1) varligi
gozlemlenmgtir. Sekil 23 veSekil 24 kasilastirildiginda acik¢a goralmiiir ki lizin amino
asitininin yan zincirindekie-amin grubununb iyonunun makrosiklik yapinin ojmasina

etkisi dgrudan vardir.
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Sekil 23. Ac-K(Ac)YAGFLVG model peptitinden izole #en b; iyonunun M$ kiitle
spektrumu

Sekil 24’de de gosterilg Uzerem/z651 iyonu her U¢ spektrumda ortak olan iyondur.

Bu iyonun gaz-fazindaki yapisini aydinlatabilmeak iMSA (MH™ — b; — 651)deneyleri her
Uc peptit icin ayri ayri iyon-trap kitle spektromesinde yapilmgtir. CID kitle
spektrumlarina bakilg@inda, bu her t¢ peptitten elde editefz651 iyonlarinin gaz-fazindaki
parcalanma yollari ve urunleri birbirlerinin  tamameaynisidir $ekil 24); bu da
gostermektedir ki, N-ucu asetillengrolan lizin, glutamin ve asparajinity iyonundan nétral
olarak kopup YAGFLVxa. iyon yapisini yuklu birsekilde biraktg distindlmistir. Bu
Onerdgimiz mekanizmanin dgu olup olmadil kontrol etmek icin YAGFLV-NH peptiti
satin alinighs (m/z651) CID kiitle spektrumu alingtir. Sekil 24’Gn son kisminda gésterilen
bs (M/z651) iyonun kutle spektrumu ile N-ucu asetillegizin, glutamin ve asparajin iceren
peptitlerden elde edilemn/z 651 iyonunun gaz-fazindaki parcalanma yollari vénleri

birbirlerinin tamamen aynisidir. Bu durum 6ngd@tdintiz mekanizmayi desteklemektedir.
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Sekil 24. Ac-KYAGFLVG-OH, Ac-QYAGFLV-NH,, Ac-NYAGFLV-NH, peptitlerin by
iyonlarindan elde edilenm/z 651 iyonun ve YAGFLV-NH peptitinden elde edilerps
(m/z651) iyonun kitle spektumunun kdastiriimasi

Lizin amino asitinin yan zincirindeki-amin grubunun N-ucu asetillengpeptitlerde
makrosiklik b iyon yapisina olan etkisi olgu goruldikten sonra ¢aimanin ikinci kisminda
N-ucu asetillennyi peptitlerdeki lizinin pozisyonu ggstirilmesinin makrosiklik b iyon

yapisina muhtemel etkisi atallmak istenmgtir. Bu sebeple alti tane birbirinin izomeri olan
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oktapeptitler tasarlanmtir: Ac-KYAGFLVG-OH, Ac-YKAGFLVG-OH, Ac-YAKGFLVG-
OH, Ac-YAGKFLVG-OH, Ac-YAGFKLVG-OH ve Ac-YAGFLKVG-CH. Model peptitlerin
dizilim sirasinda da gorilegetzere lizin amino asitinin pozisyonu 1.” den §a kadar
desismektedir. Boylece lizinin pozisyonun direk olmayaiyonlarina olan etkisi asarilimis
olacaktir. Bu alti peptitin iyon-trap kitle spektretre cihazindd; iyonlarinin CID kdtle
spektrumu alinmtir (Sekil 25). Sekil 25'de de agik¢a gorilmektedir ki makrosikligprdan
dolay! olgan direk olmayar iyonlarininsiddeti lizin amino asitinin peptitte i¢ pozisyordar
hareket etmesi ile azalmaktadir. En yiksek orandsk colmayanb iyonlari sadece Ac-
KYAGFLVG model peptitinde gorilmektedir.
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Sekil  25. Ac-KYAGFLVG-OH, Ac-YKAGFLVG-OH, Ac-YAKGFLVG-OH, Ac-
YAGKFLVG-OH, Ac-YAGFKLVG-OH ve Ac-YAGFLKVG-OH peptt turevlerinden izole
edilenby iyonlarinkutle spektumunun kaitastiriimasi
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3.4. Sekansinda Hidroxyl Grubulhtiva Eden Peptpit Turevleri

Bu calsmada yan zincirlerinde hidroksil grubu (—OH) bulaoremino asitlerden serin,
S; treonin, T; glutamik asit, E; aspartik asit, B tirozin, Y, iki dgisik grup penta peptit
serileri ile calgilmistir. Birinci gruptaki peptitlerin ilk pozisyonlarda yan zincirlerinde
hidroksil grubu iceren amino asitler bulunmaktader model pentapeptitleyu sekildedir:
SGGFL-NH, TGGFL-NH,, EGGFL-NH, DGGFL-NH, YGGFL-NH, (G:glisin, F:
fenilalanin ve L: |6sin amino asitini gostermekt@dDiger yandan ikinci gruptaki peptitlerde
ise hidroksil grubu ihtiva eden amino asitlerin jgg@nu ikinci konuma kaydiriiive model
peptitin amino asit ice¥i degistiriimistir. ikinci gruptaki model peptitler dgu sekilde
siralanmaktadir; ASVYI-NB ATVYI-NH ,, AEVYI-NH,, ADVYI-NH 2, AYVYI-NH , (A:
alanin, V: valin ve l:izolésin amino asitini behmektedir). Proje kapsaminda bu her iki peptit
grubundan elde edilebs ve b, iyonlarinin CID (carmmali-indiklenmg ayrsma) kutle
spektrumlarinda gozlenen karakteristik parcalannménlérinin yapilari aydinlatiimaya
calisiimistir.

XGGFL-NH,; (X harfi S, T, E, D veya Y amino asitini gosterrtezkr) model
peptitlerinden izole edilebs iyonlarinin CID kutle spektrumlar dikkatle incetiiginde ortak
m/z 279 par¢lanma iyonun vagli gozlemlenmgtir. Yine ayni peptit serisinito, iyonlarinin
CID kuitle spektrumlarinda ise ortak/z 223 parcalanma iyonun var ofglu (YGGFL-NH,
peptitinden elde edilebs iyonunun kitle spektrumu harig¢) acikga gorigiia Diger yandan,
AXVYI-NH ; (X harfi yine S, T, E, D veya Y amino asitini géshektedir) model
peptitlerden elde edilebs iyonlarinin CID kitle spektrumlarina bakggdda ortakm/z 295
parcalanma iyonun vé, iyonlarinin CID kitle spektrumlarinda ise/z 281 parcalanma
iyonunun varlgl (AYVYI-NH , peptitinden elde edileb, iyonunun kitle spektrumu harig)

go6zlemlenmytir.

3.4.1. XGGFL-NH, Peptit Serisinden Elde Edilenbs ve b, iyonlarindaki Dipeptit
Kopmalari

Gaz fazinda protonlanan peptitin [M+Hiyonunun NH kaybetmesi ilebs iyonu
olusmaktadir. Benzer biekilde bs iyonunun C-ucundaki aminoasitin kopmasi ilebd@yonu
olusmaktadir. Birinci gruptaki pentapeptitleribs kitle spektrumlari karastirildiginda

m/z 295 iyonun varfil ve b, iyonlarinin kitle spektrumlar kalastirildiginda isem/z 223
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iyonun var oldgu (YGGFL-NH, peptitinin b, kitle spektrumu haricinde) gézlemlertiri

Ortak olarak gériilen bu her iki iyonun yapisini ieyatilabilmesi icin MS (MS/MS/MS/MS)
deneyleri her bir iyon icin ayri ayri yapilgr. Detayli birsekilde ydrutilen ardik kitle
spektrometre (tandem MS) deneyleri sonucumda279 iyonun FL-OHm/z 233 iyonunun
ise GF-OH oldgu kanitlanmgtir. Sekil 26 ve 27°de birinci gruptan secilen iki pemp@ptite
ait ornek kutle spekrumlari gosteriktir. Tablo 1'de ise bu model peptitlerinden eldéexd
bs iyonlarinin CID kitle spektrumlarinda ortak vaamm/z279 iyonunun bal siddetleri ve

b, iyonlarinda ortak var olam/z223 iyonunun bal siddetleri listelenmtir.

Ms’ of b,’, SGGAL-NH,

279 l
P P R NI, S

Ms' of maz 278

261
132 233 ! j"-ﬁ? L
CI . h— p—r—— S L

re'r ﬂ L T r‘ Li 'I T L T L] 'I T Li L Li 'I F Li L

Sekil 26. (a) SGGFL-NH model peptitinden izole edilam iyonunun MS kiitle spektrumu,
(b) bs iyonunun parcalanmasi sonucundasatum/z 279 iyonunun M$kiitle spektrumu(c)
FL-OH dipeptitinin [M+H]" MS? kiitle spektrumu
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Ornek olarakgsekil 26a’da SGGFL-Nk peptitinden elde edilelns iyonunun (m/z462)
CID kutle spektrumu gosterilgtir. Bu peptitin bs CID kitle spektrumundakm/z 279
iyonunun bgil siddeti % 7.23 olarak tespit edilgir. Bu iyonun gaz-fazi yapisi ve
parcalanma  mekanizmasini  grambilmek icin  m/z 279 iyonu  secilip
(MS*, MH" — bs — 279) gaz fazinda helyum gazi ile catmilarak parcalanmasi
sglanmstir. m/z 279'un parcalanmasindan elde edilen kitle spekiriiakil 26b’de
gosterilmitir. Sekil 26b’de gorildgu gibi m/z 120°'deki iyon spektrumdaki en ylksek
siddetteki iyondur. Fenilalanin amino asitinin imamy iyonunun kitlesine denk gelen bu
deser m/z 279 iyonunun yapisinda fenil alanin amino asititigarligli gostermgtir. m/z 279
iyonunun yapisinin FL (fenilalanin ve 16sin) dip@ptldugu varsayilmgtir. Bunu dg@rulamak
icin FL-OH dipeptiti satin alinmgtir ve [M+H]" iyonunun MS/MS kiitle spektrumu alingtr
(Sekil 26c¢). Sekil 26b ve c kaglastirildiginda her iki spektrumun da ayni iyonlara ve ayni
bagil siddetlerine sahip oldiu acikca gorulmgitr. Boylece gaz fazindakbs iyonun
parcalanmasi sirasinda peptitin C-ucundaki iki tameno asitin protonlanmibir sekilde
dipeptit olarak (FL-OH) koptu dazrulanms olmaktadir. Dger peptitlerinbs iyonlarinin
CID kiitle spektrumlarinda gézlemlenemz 279 iyonlarina ait M&CID kiitle spektrumlari
Sekil 28’de gdsterilmtir.

Tablo 1. XGGFL-NH, model peptitlerinden elde edilég iyonlarinda ortak var olam/z279
iyonunun bgil siddetleri veb, iyonlarinda ortak var olam/z223 iyonunun bal siddetleri

m/z279 m/z223
% iyon
peptit siddeti peptit % iyon siddeti
SGGFL-NH 7.23 SGGFL-NH 0.488
TGGFL-NH, 10.3 TGGFL-NH 0.440
EGGFL-NH, 0.586 EGGFL-NH 100
DGGFL-NH; 0.266 DGGFL-NH 0.852

YGGFL-NH; 0.00659
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Sekil 27. (a) EGGFL-NH, model peptitinden izole edildm iyonunun MS kiitle spektrumu,
(b) bs iyonunun parcalanmasi sonucundasatum/z 223 iyonunun M$kiitle spektrumu(c)
GF-OH dipeptitinin [M+H] MS? kiitle spektrumu

Diger yandan, EGGFL-Nppentapeptitirb, CID kitle spektrumunda gorulen/z223
iyonu (Sekil 27a) MS deneyi ile secilip gaz fazinda parcalanmaglasanstir. Benzer bir
sekilde GF-OH (glisin ve fenilalanin iceren dipeptilarak sentezletilen dipeptitin [M+H]
kitle spektrumu ilem/z 223'in MS' kitle spektrumu birbirlerinin tamamen ayni gidu
gosterilmitir (Sekil 27b ve c). Dier peptitlerinb, iyonlarinin CID kitle spektrumlarinda
gozlemlenerm/z223 iyonlarina ait MSCID kiitle spektrumlargekil 29'da gosterilmitir.

Hem bs hem debsten kopan protonlanmgidipeptitlerin peptitlerdeki siraya gore
koptugu da busekilde gosterilmi olmaktadir. Dipeptitlerin amino asit dizilerinirFlveya FG
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olmadgl da bu peptitlerin satin alinip [M+Hkutle spektrumlarinin kalastiriimasi ile
kanitlanmgtir. Bu dipeptitlerin kiitle spektrumlagekil 30’da gdosterilmtir.

1009 120 =
M5 of mir 279, TGGFL-NH,
80 —
ol e
= 40—
"2{'_-
261
1}32 2?3 :'._:262
Y —— e —
10 120
Ms" of miz 279, EGGFL-NH,
m—
-
F 80
= 40—
201 132 233 2511 262
! 1 Ay
] T T -
100 120
MS" of miz 279, DGGFL-NH,
m-—
# B0
o 40—
261
il 1
132 Lk 1252 L
A !
ﬂ L] L] ¥ F L ¥ F ¥ I ¥ T T T I
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1 ]
= 40 -
233
20 261
1252
i
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Sekil 28. XGGFL-NH, (X: T, E, D ve Y) peptit serisinden elde edil& iyonlarinin
parcalanmasi sonucunda @nm/z279 iyonlarinin M$ CID kiitle spektrumlari

YGGFL-NH2nin by iyonunun CID kitle spektrumundam/z 223 iyonu
saptanmamgtir. Tirozin amino asitinin yan zincirinde bulunaiyik grubun dipeptit kopma
reaksiyonuna engel olg@u disinulmektedir. Bu duruns iyonunda da cok diik siddette

m/z279 iyonunun gorilmesine neden oktuu.
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177
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Sekil 29. XGGFL-NH, (X: S, T ve D) peptit serisinden elde edildy iyonlarinin
parcalanmasi sonucunda @nm/z223 iyonlarinin M& CID kiitle spektrumlari
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Sekil 30. LF-OH ve FG-OH dipeptilerinin [M+H]MS/MS kiitle spektrumlari

3.4.2. AXVYI-NH, Peptit Serisinden Elde Edilenbs ve b, Iyonlarindaki Dipeptit

Kopmalari

ikinci gruptaki pentapeptitlerde de yine benzersekilde bs CID kiitle spektrumlari
kassilastirildiginda m/z 295 iyonunun var§l ve b, iyonlarinin CID kutle spektrumlari
karsilastirildiginda isem/z281 iyonun var oldgu (AYVYI-NH ;, peptitininb, kiitle spektrumu
haricinde) gozlemlenngiir. MS* deneyleri yapilarak bu her iki iyonu hangi amiridesden
olustugu aragtiriimistir. Deneyler sonucunda/z279’un YI-OH vem/z281'in ise de VY-OH
oldugu gosterilmgtir. Tablo 2'de bu gruptaki model peptitlerindenleledilenbs iyonlarinin
CID kutle spektrumlarinda ortak var olamz295 iyonunun bal siddetleri veb, iyonlarinda
ortak var olarm/z223 iyonunun bal siddetleri listelenmitir.

Ornek olarak$ekil 31a’da ASVYI-NH; peptitine aitbs iyonunun m/z534) CID kiitle
spektrumu gosterilmgiir. Bu peptitinbs CID kitle spektrumundakin/z 295 iyonunun bal
siddeti % 2.04 olarak saptangtir. Bu iyonun gaz—fazi yapisi ve parcalanma medmasini
arastirabilmek icin m/z 295 iyonu secilip (M§ MH" — bs — 295) gaz fazinda helyum
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parcalanmasi genmstir. m/z 295’in parcalanmasindan elde edilen kitle spekir$exil

31'de gosterilmytir. Birinci gruptaki peptitlerdeki kopmalar benzgkilde m/z295 iyonunun

yapisinin Yl (trozin ve izoldsin) dipeptiti olgu disinulmdstir. Bunu d@rulamak icin Yl-

OH dipeptiti satin alinngtir ve [M+H]" iyonunun MS/MS kiitle spektrumu alinghr (Sekil

31c). Sekil 31b ve c kanlastirildiginda her iki spektrumun da ayni iyonlara ve ayrgilba

siddetlerine sahip oldiu acik¢a gortlmgitr. Boylece gaz fazindaks iyonun pargcalanmasi

sirasinda peptitin C-ucundaki iki tane amino agutintonlanmy bir sekilde dipeptit olarak

(YI-OH) koptugu dgsrulanmg olmaktadir. Dger peptitlerin bs iyonlarinin CID kitle

spektrumlarinda gézlemlenem/z 295 iyonlarina ait MSCID kiitle spektrumlargekil 32'de

gOsterilmitir.
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5]} -
M5 of b, ASVYI-NH, By
40
£ by
® 20 a,
10—
r |
(o) O =y bt e et
200 250 300 350 400 450 500
100 —
136
Qo M5 of miz 285
o |
O by
£ 80 ]
l:_f 4n— W28 278
249
= 132 -y
{b: D L] J.IJ EI. ] I I L} I L] ] T 1] 1 I
100 150 200 250 300
100 — ’
i MSMS MH™, Y1-OH
,&D =
3z 60
40—
-NH,
20 - ay b., .
¥y l \ [MeH]
:== Q L] T F. T r L L] 1 L I L L] T T 'I T 1 L] L l I
100 150 200 250 300

e

Sekil 31. (@) ASVYI-NH, model peptitinden izole edildm iyonunun MS kiitle spektrumu,
(b) bs iyonunun parcalanmasi sonucundasatum/z 295 iyonunun M$kiitle spektrumu(c)

Y1-OH dipeptitinin [M+H]* MS? kiitle spektrumu
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Tablo 2. AXVYI-NH ; model peptitlerinden elde edilés iyonlarinda ortak var olam/z295
iyonunun bgil siddetleri veb, iyonlarinda ortak var olam/z281 iyonunun bal siddetleri

m/z 295 m/z281
% iyon
peptit siddeti peptit % iyon siddeti
ASVYI-NH, 2.04 ASVYI-NH, 0.818
ATVYI-NH , 0.173 ATVYI-NH, 0.384
AEVYI-NH , 0.0795 AEVYI-NH 0.234
AYVYI-NH > 0.0184
100 136
Ms" of miz 295, ATVYI-NH,
80 —
£ 80
© 40— e
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20 152 l 2?rJ 295
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Sekil 32. AXVYI-NH, (X: T, E, D ve Y) peptit serisinden elde edil& iyonlarinin
parcalanmasi sonucunda @nm/z295 iyonlarinin M$ CID kiitle spektrumlari

49



v

TUBITAK

ATVYI-NH , pentapeptitiro, CID kitle spektrumunda gortlen/z 281 iyonu Sekil
33a) MS deneyi ile secilip gaz fazinda parcalanmaglasenstir. Benzer bigekilde VY-OH
(Valin ve Trizon iceren dipeptit) olarak sentedksti dipeptitin [M+H] kiitle spektrumu ile
m/z281'in MS' kiitle spektrumu birbirlerinin tamamen ayni aldugosterilmgtir (Sekil 33b
ve c). Dger peptitlerinb, iyonlarinin CID kutle spektrumlarinda gézlemleneriz 281
iyonlarina ait MS CID kiitle spektrumlargekil 34 de gosterilnsir.

Protonlanmy olarak kopan dipeptitlerin amino asit dizilerinii-OH veya YV-OH
olmadgl da bu peptitlerin satin alinip [M+HKkitle spektrumlarini kadastiriimasi ile
kanitlanmgtir. Bu dipeptitlerin kitle spektrumlagekil 35’de gdsterilmtir.
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Sekil 33 ATVYI-NH , model peptitinden izole edildm iyonunun MS kiitle spektrumu(b)
bs iyonunun parcalanmasi sonucundasatum/z281 iyonunun M$kiitle spektrumu(c) VY-
OH dipeptitinin [M+H]" MS? kiitle spektrumu
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Sekil 34. AXVYI-NH, (X: S, E ve D) peptit serisinden elde edilég iyonlarinin
parcalanmasi sonucunda @nm/z281 iyonlarinin M$ CID kiitle spektrumlari
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Sekil 35.1Y-OH ve YV-OH dipeptilerinin [M+H] MS/MS kitle spektrumlari
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3.5 Peptit Buyukligu, pozisyon, korgu amino asit ve yan zincir etkileri

Bu calgmada ise amino asitin yan zincirinin, peptit uzgaoloun, amino asitin peptit
icindeki pozisyonunun ve kogun amino asitin makrosiklik yapinin gimasina olan etkileri
argtinlmistir.  Calsma  sirasinda  kullanilan  peptitlersdyledir:  YAGFLV-NH,,
AGFLVY-NH,, GFLVYA-NH;, FLVYAG-NH,;, LVYAGF-NH; ve VYAGFL-NH,. Bu
peptitlerden elde edilebg iyonlarinin kitle spektrumlari vies iyonlarindan tek amino asit
kopmalarinin enerjiye Igh olarak kopma profilleri birbirlerininin aynisid(Sekil 36 ve 37).
Bu sonuglar makrosiklik yapinin aglwgunun ve bu peptit ttrevleri birbirlerinin izomeri
oldugu icin makrosiklik yapinin okmasinda herhangi bir etkisinin olmgdiacikca

gostermtir.
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Sekil 36. Dezisik peptit tlrevlerinden elde edildn iyonlarinin MS/MS kutle spektrumlari
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Sekil 37. Dé;ris'ik'beptit turevlerinden elde edileing iyonlarinin iyonsiddeilerinrin enerjiye
bagl grafiksel dgisim profilleri.

Diger yandan FAYVGL-NH, GVYALF-NH;, and VFYLAG-NH, model peptitleri
kullanilarak yapilan ¢almada ise amino asit dizilimleri farkli olgu i¢cin hembsg iyonlarinin
kutle spektrumlari, hemde “breakdown” grafikleririialik gdstermektedir. Bu sonuclar
komsu amino asitin makrosiklik yapinin aciima yollarirekisinin  oldgunu agik¢a
gostermgtir. Sekil 38 de gosterilen MS/MS kutler spektrumlaribiinin benzeridir ama
100% aynisi daldir. Bunun yanindds iyonlarindan tek amino asit kopmalarinin enerjiye
bagli olarak kopma profilleri birbirlerininin aynisi ad degildir. Bunun sebebi acikca
gorulmektedir. Makrosiklik yapi okiugunda yukarda listelenen peptit tirevleri ayni sekan
sahip olmaktadir. Acik olarak farkl sekans yapsghipms gibi gortinselerde, makrosiklik
yap! olgum sirasinda butin izomerik peptit tirevleri ayiklils yapiya dongmekte ve
dolayisi ile ayni yapiya sahip olan iyonlarda berkogular altinda yani davranpigosteririler.
Yani makrosiklik yapinin acilim pozisyonlari ve gdn iyonlarin sinyallersiddetleri ve
enerjiye bglh kopma profilleride ayni olmalidir ve deneysehaglar bunu desteklemektedir.
Fakat daha sonraki peptit turevleri yukardaki pepirevleri ile izomer oldukalri halde
makrosiklik yapi adtugunda farkl sekans dizilimine sahip olmakatdilarugla bu iyonlarin
farkll davrang goOsterecgi yonundedir. Deneysel sonuclar bu tahminizigddamaktadir.
SonnudlaSekil 38 ve 39 da detayl bgekilde gosteriimektedir.
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Sekil 39. Deiisik peptit turevlerinden elde edildn iyonlarinin iyonsiddetlerinin enerjiye
bagl grafiksel dgisim spektrumlari.

56



v

TUBITAK

Ayrica, XYAGFLV-NH; ve YAGXFLV-NH, peptit tlrevleri kullanarak elde edilén
iyonlarindan asidik , bazik, polar ve polar olmayamino asit grublarinib,-X (n= 5-7)
kopmlarinin enerjiye ki grafiksel degisim spektrumlari incelenginde bs-X ve b;-X
profillerinin, bs-X profillinden daha kararl oldiwdur. Bu sonuclar icerisinde QYAGFLV-
NH, elde edilen sadede,-Q farkli davrang gostermgtir. Bununla ilgili calsmalar devam
etmektedir. Bu cajmalar ile ilgili sonuclar Asidikler icirSekil 40°'da, bazikler icinSekil
41'de, polar olmayan amino asitler icgekil 42’de ve polar grub ihtiva eden amino asitler
icin Sekil 43'de detayl bigekilde gosterilmitir.
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Sekil 40. Degisik peptit turevlerinden elde edildriyonlarindan asidik amino asit grubunun
kopmalarinin enerjiye Igh grafiksel dgisim spektrumlari
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Sekil 41. Desisik peptit turevlerinden elde edildniyonlarindan bazik amino asit grublarinin
kopmalarinin enerjiye g grafiksel dgisim spektrumlari
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Sekil 42. Degisik peptit turevlerinden elde edilelm iyonlarindan polar olamayan gruplari
bulunan amino asitlerin kopmalarinin enerjiyglbgrafiksel dgisim spektrumlari
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Sekil 43. Degiisik peptit tirevlerinden elde edildnyonlarindan polar gruplari bulunan amino
asitlerin kopmalarinin enerjiye glagrafiksel dgisim spektrumlari
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Ayrica, RYAGFLV-NH,, YRAGFLV-NH;, YARGFLV-NH;, YAGRFLV-NH,,
YAGFRLV-NH;, YAGFLRV-NH;, YAGFLVR-NH; , RAAAAAA-NH ;, ARAAAAA-NH »,
AARAAAA-NH ;, AAARAAA-NH 5, AAAARAA-NH ,, AAAAARA-NH 5, ve AAAAAAR-
NH, peptit turevleri ile arginin etkisi calimis ve literatlire paralel olarak herhangi bir
makrosiklik yapi olgumu g6zlenemengiir. Uclncl rapor déneminde surgdunuz raporda
Sekil 44 de gosterilerR kopmasi oldgunu digindigimiz sonug yapilan detayli gahalar
sonucundav+G kopmasi oldgu anlgilimistir. Cinki -R kopmasinin kitle @rligi 156
amu’ya kagilik gelmektedir ve aynisekilde V+G kopmasida 99+57= 156 amu denk
gelmektedir. Yapilan MS/MS c¢calmsi bu sonucu desteklestim. Arginin ihtiva eden peptit
turevlerinin literattirin aksine makrosiklik yapiugturdusu varsayimimizin yaryioldugu
yapilan bu detayll ¢aimalar sonucunda anlémistir. Binyesinde kuvvetli bazik olan arginin
bulunduran bu peptit tirevleri tamamiyle farkll daws gostermglerdir ve bu cakmalar ile
ilglili baska bir sonug verilmemektedir.
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Sekil 44. Arginin ihtiva eden model peptitlerindenole edilen b iyonunun M$ kiitle
spektrumu
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Son olarak yapilan camada Angiotensin ve Bradykinin peptitleri ile yaml
calismalarda ilk seri olarak angiotensin serisinde DRNOH, DRVYIH-OH, DRVYIHP-
OH, DRVYIHPF-OH, DRVYIHPFH-OH, DRVYIHPFHL-OH peptitirevleri kullaniimgtir.
Bu calsmadab, (n=4-9)iyonlarinin MS/MS kutle spektrumlari cghis ve gozlenebilen bir
makrosiklik yapi gozlenertir. Bu calimadaki amagC-Terminal pozisyonundaki amino
asitler birer birer eksiltildiinde b iyon tiriiniin makrosiklik ogkumuna etkisi bakilngive N-
terminal bdlgesinde bulunaR grubunu etkisi bariz bigekilde gézlenmitir. MS/MS kitle
spektrumlarindab,-D eliminasyonu en ilging eliminasyon sinyali olargdzlenmgtir
(sonuclar gosterilmerstir).

Bu calsma ile bglantili olarak RVYIHPFHL-OH, VYIHPFHL-OH, YIHPFHL-®!,
IHPFHL-OH, HPFHL-OH peptit turevleri iled&-terminal pozisyonundaki amino asitler
birer birer eksiltildginde b iyon tirinin makrosiklik okuma etkisine bakilngtir. MS/MS
kutle spektrunlarinda ikili ve Gcli amino asit elvasyonlari gozlenngj fakat makrosiklik
olusumunda net olarak gozlene tekli amino asit elimynatari bu serilerde gézlenmegtir.

Ayrica baradykinin ile yapilan camada RPPGFSPFR-OH, RPPGFSPF-OH,
RPPGFSP-OH, RPPGFS-OH, RPPGF-OH peptit turevilerydlpilan catmadab,(n=4-8)
iyon tarinin MS/MS kitle spektrumunda herhangirbakrosiklik olumunun gdstergesi
olan ygun tekli amino asit eliminasyonu gézlenmetini Tek ilging gézlem her bir MS/MS
spektrumundan/z 333olusumudur.

4. SONUC

Bu calsma kapsaminda cikan sonuclar ile uluslar arasiildestg t¢ adet bilimsel
makale yayinlanngive 2 adet makale de yayina hazirlanmaktadir.

Asidik peptit tdrevleri ile yapilan camada c¢ikan sonug, makrosiklik yapinin
olustugu ve asidik grubun pozisyonun bu glma olumlu yada olumsuz bir etkide
bulunmadgidir. Ayric aradak asidik grup ihitiva eden peptit turevlerinindeaknosiklik
yapinin olgumunu engelleme@i acikca gozlenmgtir. Makrosiklik yapinin aciliminin
enerjiye bgh olarak dgisim gosterdgide gbzlenmitir. Bu calsmanin sonuclari detayli bir
sekilde yayinlannstir.

Histidine ihtiva eden peptit tlrevleri ile yapilagalismada ise literatiriin aksine
histidinin pozisyonunun makrosiklik gjumuna etkisi olmagi gézlenmstir. Enerjiye bali
grafiksel bg acilim mekanizmalari inceler@iinde HAs, ve AsHA3 ayni profil dgilimi
gosterirken, AH ile yapilan ¢calma bu ikisinden tamamiyle farklilk gostegtii. Bunun
yaninda HYAGFLV-NH, YAGHFLV-NH, ve YAGFLVH-NH, serisi ile yapilan benzer
calismada dikkat cekici bir farkhlik g6zlenmesgtir. Buda amino asit sekanslarinin
makrosiklik yapi olgumunda etkisinin oldgu disunulmektedir. Bu c¢ajmada
detaylandirilarak yayina hazirlanmaktadir.

Sekansinda lizin bulunduran peptit tirevleri ilapyan cakamda ise lizin amino
asitin yan grubunda bulunan serbest amin grubunaradaosiklik olguma katkisi oldgu ve
ayrica lizin amimo asidin pozisyonunda makrosikiapi olgumunda ©6nemli oldgu
gorulmistar. Bu calsmanin sonuclari detayli bjekilde yayinlannytir.
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Peptit bUyuklgl, pozisyonu, kogu amino asit etkisi ve yan grup etkilerinin
incelendgi calisma sonucunda, makrosiklik glumununbg ve by iyon tlrlerinin bs iyon
turine gore daha kararl olduklari g6zlegumi

YAGFLV-NH;, AGFLVY-NH,, GFLVYA-NH;,, FLVYAG-NH,, LVYAGF-NH, ve
VYAGFL-NH, peptit turevlerinin MS/MS kutle spektrumlari ve 8akdown” grafikleri
birbirileri ile ayni sonucu goéstergtir. Bunun sebebi, makrosiklik gjumu sonunda bittn bu
peptitlerin ayni sekans yapisina sahip olmasigiklanabilinir. Diger yandan FAYVGL-NH,
GVYALF-NH, and VFYLAG-NH, model peptitleri, yukardaki peptit tirevleri ileomerik
olduklari halde MS/MS kutle spektrumlari ve “breatch” grafiklerinin birbirlerinden ve bu
seriden farkli olmalari ise makrosiklik glum sonunda amino asit dizilimleri farkh
oldugundan dolayidir. Bu sonuclar kemamino asitin makrosiklik yapinin aciima yollarina
etkisinin old@gunu acikca gosterstir. Buradan cikan k&a bir sonu¢ ise, makrosiklik
yapinin CID ortamind® iyonunda go6zlenen tekli eliminasyonlarin herhagidiizen icinde
olmadgidir. Bu calsamada detaylandirilarak yayinlargtm.

Blnyesinde hidroksil grubu ihtiva eden peptit Wee ile sekans ve pozisyonagha
olarak yapilan ¢cayjma sonucund&-terminal pozisyonunda bulunan protonlarsni-peptit
kopmasi go6zlenmiir. Literatirde ilk defa gozlenmi olan bu mekanizma sayesinde
peptitlerin amino asit sekanslarini bulmada yardipilgi sgzglanmaktadir. Bu bilgi sayesinde
C-terminal pozisyonunda ki iki amino asit hakkinda bilgi etlimekte ve ayrica bu peptit
sekansinda mutlaka bunyesinde hidroksil grubu larubir peptit daha olmak zorunda
oldugu anlgilmaktadir. Bu caimada detaylandirilarak yayina hazirlanmaktadir.

Blnyesinde arginin grubu bulunan peptit tlrevieerhangi bir makrosiklik yapi
olustrumamaktadir ve MS/MS kitle spektrumlari peptitiesekanslarina gore kargia
olabilmektedir. Bradykinin ve angiotensin peptititei ile yapilan cagamalarda makrosiklik
yapi olgumu ile ilgili herhangi bir sonu¢ elde edilematiri
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Bu calsmada, dgisik peptit tirevleri kullanilarak direk olmayan gizi par¢alanma mekanizmalarinin amino asit ditdime gore

nasil davrandi, ozellikle asidik, bazik, polar ve non-polar glampn parcalanma mekanizmalarindaki etkileri detagirlarak

calsildl. Bu calsmalar sirasinda, asidik peptitlerin, (glutamik agtaspartik asit) her ne pozisyonda olursa olsuek cbimayan

parcalanma mekanizmasinda her hangi bir etkisi @ignaosterildi (1). Bunun yaninda bazik peptitlerdésine ihiva eden pepti

turevlerininde lisin grubunun yan gada bulunare-amine grubununda direk olmayan parglanma mekarsgrda ve makrosiklik

yap! olumunda etkin rol oynagh gosterildi ve lisin amino asitin pozisyon etkidétaylandirildi (2). Ayrica makrosiklik yaq

olusumunda peptit uzunfiu, amino asit pozisyonlari, kan amino asit etkileri ve yan grub etkileri detaylamarak calgildi (3).

Ayrica yan grubunda OH bulunan peptit grublarindaily peptitlere 6zgli par¢alanma mekanizmasi dataytildi (4). Histidine ve

arginin ihitiva eden peptit tirevleride galarak makrosiklik yapiya etkileri detaylandiriid).
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