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OZET

Dogal Kaynakl Peptitlerin Sentetik Yaklasimla Uretimi ve
Kanser Hiicreleri Uzerindeki Etkilerinin Karsilastirmah

Incelenmesi

Cagla ICLI

Biyoteknoloji Anabilim Dali
Biyoteknoloji Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Es-Danigsman: Prof. Dr. Serap ACAR

Kanser tedavisi ge¢misten giiniimiize slire gelmekte ve her gegen giin potansiyel
tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Bu ¢0ziim yaklasimlarindan biri ise
peptitlerdir. Peptitler, kanser teshis ve tedavilerinin gelistirilmesinde potansiyel
biyomolekiiller olarak bir¢ok ¢alismaya konu olmaktadir. Peptitlerin kanser teshis
ve tedavisi i¢in kullaniminda birgok yol bulunmaktadir; dogal peptitlerin taklit
edilmesi, sinyal iletimini gelistirmek veya engellemek, terapétikleri o6zellikle
kanser hiicrelerine hedeflemek veya bu peptitleri hiicre bariyerlerini agmak i¢in
kullanmak bunlardan bazilaridir. Bu noktada antioksidan-antikanser peptitlerle ile
ilgili 6zellikle dogal kaynaktan izole edilerek iiretilen biyoaktif peptitler iizerine

siklikla calisilmaktadir. Bu tez ¢aligsmasinda ise yiiksek protein yogunluguna sahip
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siyah soya fasulyesinden izole edilen ve antikanser, antioksidan Ozellikleri
literatiirde belirtilmis olan Leu/lle-Val-Pro-Lys dizilerinin kat1 faz peptit sentezi
yolu ile (Leu-Val-Pro-Lys ve Ile-Val-Pro-Lys) sentezlenmesi ve ardindan tiretilen
iki peptidin antioksidan Ozelliginin ve kanser hiicreleri {izerindeki sitotoksik
etkinliginin karsilagtiritlmas1 hedeflenmektedir. Kimyasal sentez ile iiretilen Leu-
Val-Pro-Lys ve Ile-Val-Pro-Lys peptitlerinin LC/MS ile karakterizasyonu
yapildiktan sonra RP-HPLC cihazindan saflagtirilmasi gerceklestirilestirilmistir.
Ardindan bu iki peptitin DPPH yontemi ile antioksitan aktivitesi, MTT testi ile de
MCF-7 meme kanseri hiicreleri {izerindeki sitotoksik aktiviteleri karsilastirilarak

arastirilmastir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif peptit, katt faz peptit sentezi, antioksidan-

antikanser peptit

YILDIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
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ABSTRACT

Production Of Natural Source Peptides With A Synthetic
Approach And Comparative Research Of Their Effects On

Cancer Cells

Cagla ICLI

Department of Biotechnology

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Co-supervisor: Prof. Dr. Serap ACAR

Cancer treatment has been going on from past to present and potential treatment
methods are being developed every day. One of these solution strategies is peptides.
Peptides are the potential biomolecules in the development of cancer diagnostics
and treatments and are the subject of many studies. There are many ways to use
peptides for cancer diagnosis and treatment; mimicking natural peptides,
improving, or blocking signal transduction, targeting therapeutics specifically to
cancer cells or using these peptides to overcome cell barriers are some of them. At
this point, antioxidant-anticancer peptides, especially bioactive peptides isolated
from natural sources, are frequently studied. In this thesis, it is aimed to synthesise
the Leu/Ile-Val-Pro-Lys sequence (Leu-Val-Pro-Lys and Ile-Val-Pro-Lys) isolated
from black soybeans with high protein density and whose anticancer and

antioxidant properties have been reported in the literature by solid phase peptide
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synthesis and then to compare the antioxidant properties and cytotoxic activity of
the two peptides on cancer cells. The Leu-Val-Pro-Lys and Ile-Val-Pro-Lys
peptides produced by chemical synthesis were characterized by LC/MS and
purified by RP-HPLC. Then, the antioxidant activity of these two peptides by
DPPH method and their cytotoxic activity on breast cancer cells by MTT assay

were investigated by comparison.

Keywords: Bioactive peptide, solid phase peptide synthesis, antioxidant-anticancer

peptide.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kanser tedavisi ge¢gmisten giliniimiize siire gelmekte ve her gecen giin potansiyel
tedavi yontemleri gelistirilerek hastaligin tedavisine dair ¢oziimler aranmaktadir.
Gilinlimiizde halen bir¢ok kanser hastasi bulunmakta ve yeni kanser vakalar teshis
edilmektedir. Bu siirecte geleneksel tedavi yontemleri siklikla kullanilmakta olsa
da yeni tedavi yoOntemleri de tercih edilmeye baglanmistir.  Bu ¢6ziim
yaklasimlarindan biri ise peptitlerdir. Peptitler, kanser teshis ve tedavilerinin
gelistirilmesinde potansiyel biyomolekiiller olarak bircok calismaya konu

olmaktadir.

Peptitlerin kanser tedavilerinde kullanilmasi i¢in bir¢ok yol bulunmaktadir; dogal
peptitlerin taklit edilmesi, sinyal iletimini gelistirmek veya engellemek,
terapotikleri Ozellikle kanser hiicrelerine hedeflemek veya bu peptitleri hiicre
bariyerlerini agmak i¢in kullanmak bunlardan bazilaridir. Peptitlerin elde edilmesi
icin bir¢cok yontem literatiirde bulunmaktadir. Kimyasal sentez yolu ile iiretilen
peptitlerde ise Tiretilen peptitte uygun modifikasyonlar gerceklestirilerek
etkinlikleri arttirilabilmektedir.  Peptitlerin  antikanser &zelliginin  disinda
yapilabilecek modifikasyonlarla 6zelliklerini gelistirmek veya daha etkili 6zellik
gosteren peptitlerin kullanimi terapotik 6zelliklerini arttirmaktadir. Viicutta serbest
radikal olusumu kanserin meydana gelmesine neden oldugundan antioksidan
aktivitesinin var oldugu peptitler daha etkili sonuglar gosterebilir ve dolayli olarak
kanser riskinin azaltilmasma yardimci olabilmektedir. Peptitlerin kanser
tedavilerinde kullanilmasinin nedeni ise geleneksel kemoterapi ilaglarina gore ilag
direnglerinin daha az olmasidir. Bu noktada antikanser peptitlerle ile ilgili 6zellikle

dogal kaynaktan izole edilerek {iretilen peptitler iizerine siklikla ¢alisiimaktadir.

1



Yiiksek protein yogunluguna sahip siyah soya fasulyesinden izole edilerek elde
edilmis olan ve antikanser ve antioksidan peptit oldugu belirtilmis Leu/Ile-Val-Pro-
Lys dizisinin dogal kaynaktan enzimatik yol ile izole edilmistir. Calisma
kapsaminda izolatin yiiksek antioksidan etkinlik gdsterdigi ve insan karaciger
kanseri, insan meme kanseri ve rahim agz1 kanserinde etkili sonuglar gosterdigi
ortaya konulmustur. Boylelikle literature gida kaynakli peptitlerin etkili antikanser

ve antioksidan 6zellik gostedigi sunulmustur.

1.2 Tezin Amaci

Bu tez kapsaminda; siyah soya fasiilyesinden elde edilen antikanser ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu literatiirde belirtilen Leu/Ile-Val-Pro-Lys peptit dizilerinin
aktivite gosteren peptit dizisinin saptanmasi i¢in kat1 faz peptit sentez yontemi ile
Leu-Val-Pro-Lys ve Ile-Val-Pro-Lys peptit dizilerinin sentezlenmesi ve ardindan
aktivite gosteren peptitit dizisinin aydinlatilmas1 amaglanmistir. Boylece literatiirde
antikanser ve antioksidan peptit 6zelligi gosteren Leu/Ile-Val-Pro-Lys peptit
dizilerinin belirsizligi ortadan kalkacak ve birgok kanser hiicresinde etki gosteren
peptit dizisi aydinlatilacaktir. Bu sayede kanser tedavisinde yapilan literatiir

caligmalarina katki saglayacaktir.
Tez kapsaminda belirtilmis amaca ulagmak i¢in;

1. Leu-Val-Pro-Lys ve Ile-Val-Pro-Lys tetrapeptit dizilerinin kat1 faz peptit
sentezi ile sentezlenmesi, karakterize edilmesi ve saflastiriimasi,

2. Sentezlenen tetrapeptitlerin DPPH yoOntemi ile antioksidan aktivitelerinin
karsilastirilmast,

3. Kati faz peptit sentezi ile sentetik olarak tiretilmis Leu-Val-Pro-Lys ve Ile-
Val-Pro-Lys peptitlerin dizilerinin meme kanseri hiicreleri (MCF-7)
iizerindeki sitotoksik etkilerinin MTT yontemi ile karsilagtirilmasi

gerceklestirilecektir.

1.3 Hipotez

Tez caligmasinda, siyah soya fasulyesinden izole edilen Leu/Ile-Val-Pro-Lys
tetrapeptit dizisinin, kimyasal sentez yoluyla elde edilen varyantlar1 olan Leu-Val-

Pro-Lys(LVPK) ve Ile-Val-Pro-Lys(IVPK) peptitlerinin, antioksidan ve antikanser



aktiviteler gdstermesi hipotes edilmektedir. Bu kapsamda ise kat1 faz peptit sentez
yontemi ile iretilen LVPK ve IVPK peptitlerinin DPPH yontemi ile
degerlendirildiginde antioksidan 6zellik gdsterecegi, MCF-7 meme kanseri hiicre
hatt1 kullanilarak MTT testi ile sitotoksik etki olusturacagi ve bu iki diziden birinin
digerine gore daha giiclii antioksidan ve antikanser gdsterecegi yapilan ¢alismalar

ile ilgili dizinin tespit edilebilecegi hipotezi ile bu tez ¢calismasi gerceklestirilmistir.

Bu dogrultuda, sentezlenen iki peptidin biyolojik aktivitelerinin karsilastirilmasi ile
literatiirdeki belirsizligin giderilerek hangi peptit dizisinin daha etkili oldugu ve

biyoaktif peptitlerin potansiyelinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2

GENEL BIiLGILER

2.1 Kanser

2.1.1 Kanser Nedir?

Kanser, viicutta bulunan hiicrelerin anormal bir sekilde kontrolsiiz biiylimesi,
cevrelerindeki dokuyu istila etmesi ve metastaz yaparak yayilmasina neden olan
kiiresel ve bulasici olmayan bir hastaliktir[ 1], [2], [3]. Metastaz, kanser hiicrelerinin
anatomik olarak uzak organlara yayilmasina ve daha sonra yabanci doku mikro
ortamlarina adaptasyonunu ¢ok adimli bir hiicre biyolojik siirecinin son iiriinlerini

temsil etmektedir [4].

Hiicre dis1 matriksteki ve canli dokunun hiicresel mimarisindeki molekiiler ve
yapisal degisikliklerle meydana gelir [5]. Metastatik siirecte, birincil timor biiyiir
ve metabolik siireclerini etkili bir sekilde gergeklestirebilmek i¢in bir kan kaynagi
gelistirir. Bu siirece anjiyogenez denir [6]. Olusan yeni kan damarlar1 hiicrelerin
timorden ayrilip dolagim kan sistemine girmesini saglamaktadir. Bu islem ise

intravazasyon olarak adlandirilmaktadir [7].

2

intravazasyon

Birincil Tiimér Formasyonu Lokal Invazyon
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Metastaz Ekstravazasyon Kanser Hiicreleri Dolasimda

Sekil 2.1 Kanser hiicresinin metastaz siireci [6], [7]



Hastaligin siirecini etkileyen bir¢ok faktdr bulunmaktadir. Bunlar; genetik
mutasyonlar, tlimoriin mikrogevresi ile etkilesim ve bagisiklik sistemidir [1].
Kanser, kaynaklandig1 doku tiirii, histolojik 6zellikleri ve molekiiler profiliyle
birlikte gesitli kriterlere gore simiflandirilabilir. Ornegin meme kanseri, molekiiler
alt tip icerisinde ¢esitli klinik seyirler gdstermektedir. Luminal Tip, HER2 (insan
epidermal biiylime faktdrii reseptorii 2) tipi ve bazal benzeri tipler gibi gen ifadesi

profil analizlerine gore ¢esitli alt tiplere ayrilmaktadir [8], [9].

Meme kanseri, meme dokusunda meydana gelen sik goriilen bir kanser tiiriidiir.
Diinya genelinde kadinlarda sik¢a goriildiigli ve nadir de olsa erkekleri de
etkileyebilecegi arastirmalarda yer almaktadir. Meme kanserinin gelisimini

etkileyen risk faktorleri; cevresel, genetik ve epigenetiktir [10]

Meme kanseri i¢in degistirilebilen ve degistirilemeyen risk faktorleri

bulunmaktadir.

Tablo 2.1 Meme kanseri i¢in degistirilebilen ve degistirilemeyen risk faktorleri

[11]

Degistirilebilen Risk Faktorler * Obezite
e Fiziksel Hareketsizlik
e Alkol ve Sigara Kullanimi

e Kansorejenlere Maruz Kalma

e Kadin Cinsiyeti
e Yashlik

Degistirilemeyen Risk Faktorler

e Meme Dokusunun Yogunlugu

e Ailede Meme ve Yumurtalik
Kanseri Gegmisi

e Yiiksek Penetrasyonlu genler;

BRCA1 ve BRAC2

2.1.2 Kanser istatistikleri

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’na (IARC) gore her yil 20 milyondan fazla
yeni kanser vakasi beklenmektedir [12]. Diinyada en sik rastlanan oliim

nedenlerinden biri olan kanser, 2020 yilinda yapilan arastirmalara gore 19,3 milyon
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yeni vakada goriiliirken neredeyse 10 milyondan fazla insanin Oliimiine de
sebebiyet vermistir [13], [14] Kiiresel Kanser Istatistik Kurumu 2022 yili i¢in
yaptig1 calismada diinya genelinde yaklasik 20 milyon kisiye kanser tanisi
konulacagt ve neredeyse 10 milyon kisinin kanserden dolayr hayatini
kaybedecegini belirtmektedir [15]. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), Kanser
oliimlerinin %70’inin diisiik ve orta gelirli tilkelerde gerceklestigini, yaslanma ve
diger nedenlere bagli 6liim oranlariin diismesi sonucunda bu iilkelerdeki 6liim
oraninin artmaya devam edecegini On goérmektedir [16]. Kiiresel Kanser
Istatistiklerine gore diinya ¢apinda en sik tan1 konulan kanser tiirleri; akciger, meme
ve kolorektaldir. Ek olarak meme kanseri son yillarda en ¢ok teshis edilen kanser
tirtidiir [17]. Kiiresel istatistikler, 2020 yilinda 2,2 milyon yeni akciger kanseri
vakasi tespit etmistir. Bu veri tespit edilen tiim kanser vakalarin %11,4’line ve bu
nedenden kaynaklanan tiim Sliimlerin %18’ine karsilik gelmektedir [18]. Invaziv
(metastatik) meme kanseri kadinlarda en sik goriilen karsinomdur ve kadin
kanserlerinin %22’sini olusturmaktadir. Yapilan calismalarda bu kanser tiiriiniin
daha fazla goriildiigii bolgeler Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya iken Japonya,
Sahraalt1 Afrika’nin daha az gelismis bolgeleri, Gliney ve Dogu Asya’da daha az
goriilmektedir [19].

2.1.3 Geleneksel ve Yeni Kanser Tedavi Yaklasimlari

Kanser tedavisi, hastalikla birden ¢ok alternatif mekanizma vasitasiyla miicadele
etmeyi hedefleyen cesitli yontemleri igerir. Yaygin olarak kullanilan geleneksel
tedaviler; cerrahi miidahale, radyasyon, kemoterapidir [20]. Kanser tedavisini
belirlerken kanser evresinin yani sira tlimoriin anatomik yerlesimi, semptomlari,
seyri gibi klinik farkliliklar tedavi belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir [21].
Geleneksel kemoterapide kullanilan kemoterapétikler, hiicre boliinmesinde gérev
alan proteinleri hedef almakta ve DNA’ya dogrudan etki ederek hiicre 6liimiinii
baslatmaktadir [22]. Kemoterapi, bir¢ok hastayi iyilestirmek i¢cin uygulanmistir ve
uygulanmaya devam etmektedir ancak diisiik secicilik, kisa yasam siiresi ve ilag
direnci gibi c¢esitli zorluklar tedavi siirecinde siklikla karsilagilan c¢esitli
zorluklardandir [23]. Kemoterapide kanser tedavisinin terapotik etkinliginin
artirmak ve direng gelisimini azaltmak i¢in bircok ila¢ kombinasyonu da

denenmektedir fakat kombinasyon kemoterapiler tedavinin tamamlanmasin



siirlayan daha fazla yan ve toksik etkiye sebebiyet verebilmektedir [24]. Tedavi
stirecinde kanser hastalarinin yaklasik %90’1n1 kemoterapi direnci gostermektedir
[25]. Kanser tedavisi i¢in en uygun olani kanserli ve saglikli dokular arasinda ayrim
yapabilen tedavidir [26]. Gilinlimiizde, tedaviler kanseri hedeflemeye ve hastalara
gore kisisellestirmeye yonelik degisikliklerle hizla ilerlemektedir. Iimmunoterapi,
viicudun kanser hiicrelerine kars1 bagisiklik gosterdigi etkiyi arttirmak icin kanser
agilar1, adaptif hiicre terapisi, sitokinler ve monoklonal antikorlar1 kullanan umut
verici bir¢ok yol ortaya cikarmistir [27]. Hedefli terapi ise saglikli hiicre ve
dokulara verilen hasar1 en aza indirmeyi amaglarken kanser hiicrelerinin spesifik

ozelliklerini kullanarak onlara ulagsmay1 amaclamaktadir [28].

Tiimor hiicrelerinin yiizeyinde bulunan proteinler, saglikli dokuyu olusturan
hiicrelerdeki proteinlerle benzerlik gosterebilmektedir. Bu durum kétii huylu
hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan ayirt edilmesini zorlastirmaktadir [29].
Peptitlerin spesifik hedefleme kapasiteleri ve ¢esitli terapotik etkileri sayesinde
kanser tedavisinde umut verici olarak ortaya ¢ikmistir. Peptitler; ilag, hedeflenmis
ajan, sitotoksik ila¢ tasiyici, hormon ve as1 gibi kanser tedavisinde farkli
yaklagimlarda kullanilabilmektedir [30] Peptitler, normal hiicreleri etkilemeden
dogrudan kanser hiicrelerini hedefleyerek kanser hiicrelerinin gogalmasina engel
olmus ve bu sayede hem terapotik bir secim hem de hedeflenmis bir terapi segenegi
ortaya ¢ikararak geleneksel kemoterapiye alternatif bir yontem olusturmustur [31],
[32]. Dogal iiriinler, ¢oklu hedefleme etkinligi, toksisite olmamasi ve ilag¢ direnci
olmamas1 nedeniyle antitiimor ilaglart gelistirmek ve kesfetmek i¢in degerli bir
kaynaktir. Ayrica, dogal olarak biyoaktif iirlinlerin kanserleri onleme ve tedavi
etme yetenekleri oldugu kanitlanmistir[33]. Biyoaktif peptitler, spesifik amino asit
konfigilirasyonuna sahip olan ve saglik ve/veya viicut igleyisi lizerinde istenen,
olumlu etkilere sahip olan protein pargalaridir. Genellikle islevselliklerine gore
antimikrobiyal, antidiyabetik, antihipertansif, immiinomodiilator, antikanser ve

antioksidatif olarak siiflandirilirlar [34]



2.2 Antioksidan Aktivite

2.2.1 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikal, bagimsiz olarak var olabilen, bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip kimyasal bir tiirdiir. Bu tiirler, radikal olmayan molekiillere oranla
daha az karalidir. Kararsiz olduklar i¢in rastgele molekiillerle reaksiyona girme
egilimi gostermektedirler. Viicutta bulunan molekiillerin cogu ise radikal degildir.
Radikal, kararsiz oldugu icin baska bir molekiile elektron vererek ya da elektron
alarak reaksiyona girdigi molekiilii radikale doniistiirmektedir. Bu sekilde radikal
olusturma dongiisii devam etmektedir [35], [36]. Oksijeninin normal kullanimi
sirasinda viicutta siirekli olarak serbest radikaller tiretilmektedir. Enerji liretilmesi
icin hiicreler tarafindan oksijen kullanilir ve bu biyokimyasal reaksiyon sonucunda
mitokondriler tarafindan serbest radikaller olusturulmaktadir. Olusturulan yan
iriinler redoks stireclerinden kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot

tiirleri (RNS) ile reaktif kiikiirt tiirleridir (RSC) [37], [38], [39].

ROS grubu lipid peroksidasyon iirlinlerini ve protein karbonil tiirlerini
icermekteyken RNS grubu nitrik oksit ve peroksinitritleri igermektedir. Nitrik oksit,
DNA hasari, iltihaplanma, kanser hiicresi biiylimesi ve apoptotik islev
bozuklugunda 6nemli bir rol oynamaktadir. RSC ise radikaller ile hareket ederek
biyomolekiillere zarar vermektedir. Dolayli olarak DNA’daki genlere verilen

kapsamli hasar, etkisiz proteinler {ireten genlerle sonuglanabilmektedir [39].



UV -isinlar, X - 1sinlari,

Gama 1s1nlari

Metal Katalizli

Reaktif Oksijen Tiirleri, reaksiyonlar
Reaktif Azot Tiirleri ve
Reaktif Kiikiirt Tiirleri su
durumda iiretilebilir

Notrofiller, eozinofiller ve
makrofajlar gibi bagisiklik
hiicrelerinin iltihaplanma
sirasinda aktive olmasiyla

Mitokondri kaynakl elektron tasima
reaksiyonlarinin yan triinleri olarak

Sitokrom P450 metabolizmasi ve
hipoksantinin ksantine, ksantinin tirik
aside doniisiimiinii katalizleyen
ksantin oksidaz enzimiyle

Sekil 2.2 ROS, RNS ve RSC iiretimini gosteren sema [40], [41], [42]

Viicutta meydana gelen serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki denge olumsuz oldugunda ortaya oksidatif hasar ¢ikmaktadir ve
oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir [40]. Oksidatif stres sonucu serbest
radikaller, protein, lipit ve niikleik asitler gibi molekiillerle etkilesime girerek
viicutta hiicre homeostazinda bozulmaya neden olabilmekte ve bunlarin sonucunda

kanser gibi 6liimciil hastaliklarin gelisimine katkida bulunmaktadir [43], [44].

2.2.2 Antioksidan Molekiiller

Antioksidan, hedef molekiildeki oksidatif hasari geciktiren, engelleyen veya
ortadan kaldiran bir madde olarak tanimlanmaktadir [45]. Antioksidan olarak
belirtilen madde, viicut tarafindan zahmetsizce emilmeli, serbest radikal tiirlerinin
olusumunu engellemeli, redoks metallerini selatlamalidir. [46] Normal fizyolojik
kosullarda insan hiicrelerinin, dokularinin ve organlarin saglhigi antioksidasyon —
oksidayon dengesiyle korunmaktadir. Oksidasyon, besin metabolizmasin1 ve
detoksifikasyon gibi normal fizyolojik siireclerde yer almaktayken antioksidanlar,

dokulardaki ve organlardaki oksidatif hasar1 6nlemek i¢in gereklidir [47].



Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olarak siniflandirilabilir.
Enzimatik antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerini enzimatik reaksiyon ile

temizlemektedirler [48]. Bunlar;

- Siiperoksit Dismutaz (SOD)

- Katalaz (CAT)

- Glutatyon peroksidaz (GTPx)

- Tiyoredoksin (TRX)

- Peroksiredoksin (PRX)

- Glutatyon Transferaz (GST)

- Enzimatik olmayan Antioksidanlar, vitaminler (C ve E vitaminleri), -
karoten, {irik asit ve tiyol (stilfidril) grubu iceren bir tripeptit olan GSH gibi
diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir ve asagida listelenmistir [48].

- Retinol

- Askorbik Asit

- a-Tokoferol

- B-Karoten

- Glutatyon

2.2.3 Reaktif Oksijen — Reaktif Azot Tiirleri ve Antioksidatif Savunma

Sistemleri

ROS’lar ve RNS’ler, viicuttaki biyomolekiillere zarar verilmesinde ve hiicrelerde
oksidatif stresin olusumuna katkida bulunmaktadir. Birincil ve Ikincil reaktif

oksijen azot tiirleri (RONS) olarak siniflandirilabilmektedir. Birincil RONS tiirleri;

- Siiperkoksit Anyon Radikali (02*)
- Hidrojen Peroksit (H20:)
- Azot Monoksit (NO¢)

Bu tiirler Ikincil RONS tiirlerine gore daha az toksiktir. Siiperoksit Dismutaz
(SOD), katalaz ve azot monoksit sentazlar gibi antioksidatif enzimler ile kontrol
altina alinabilmektedir. Belirtilen enzimler sayesinde hiicrede RONS diizeyi

distriilmekte ve sitotoksik etikleri azaltilmaktadir.
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Ikincil RONS tiirleri;

- Hidroksil Radikali (¢\OH)
- Peroksinitrit (ONOO")
- Hipokloréz Asit (HOCI)

Bu tiirler, birincil RONS’ye gore daha reaktif ve toksik bilesiklerdir. Bu tiirler
antioksidatif enzimlerle etkin bir sekilde kontrol altina alinamamaktadir.
Dolayisyla ikincil tiirlerin daha zararli etkilerin olugsmasina sebebiyet vermektedir.
Bunlar birincil RONS’nin diger reaktif tiirlerle etkilesimi sonucunda olusmaktadir

[49], [50].

2.2.4 Dogal Kaynakh Antioksidanlar

Giliniimiizde sentetik yol ile {iretilen antioksidanlarin zararlarinin etkisi ortaya
cikmaya baglamistir. Alternatif ve koruyucu tip ise dogal kaynakli dogal
antioksidanlar tizerine ilgi artmistir [51]. Dogal antioksidanlarin baslica kaynaklari,
bitkilerin farkli boliimlerinde yer alan bitki fenolleri olarak tanimlanabilir. Bu
fenolik maddeler, meyve, sebze, tohum, findik, yaprak, kok ve kabuk gibi bitkilerin
pek ¢ok kisminda mevcuttur. Bitkiler, normal yasam dongiilerinde flavonoid, ugucu
yag, alkaloid, lignan, terpen, terpenoid, tokoferol, fenolik asit, peptit ve ¢ok islevli
organik asit gibi bir dizi ikincil bilesen iiretmektedir. Bu durum, onlar1 6nemli dogal

antioksidan kaynaklar1 haline getirmektedir [52].

Biyolojik olarak antioksidan peptitler, endojen veya ekzojen olarak 2 gruba
ayrilabilmektedir. Endojen antioksidan peptitler, hiicrelerde dogal olarak
bulunmaktadir. Glutatyon, karnosin ve siklo(His-Pro) bunlara 6rnektir. Ekzojen
antioksidan peptitler, antioksidan potansiyeline sahip gidalar gibi dis veya ¢evresel

kaynaklardan karsilanmaktadir [53]
Alanin (Ala), izolosin (Ile), 16sin (Leu), prolin (Pro), fenilalanin (Phe), tirozin (Tyr)
ve triptofan (Trp) gibi hidrofobik amino asitlerin peptit dizisinde bulunmasi

antioksidan aktivite iizerinde daha biiyilkk bir etkiye sahip olabilecegi

gbzlemlenmistir [54].
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2.2.5 Antioksidan Aktivite Yontemleri

Antioksidan aktivite; antioksidanlarin serbest radikaller ile etkilesime girerek
oksidatif zincir reaksiyonlarin1 sonlandirmasi ve hiicresel bilesenlerin
oksidayonunu onlemesiyle gerceklesmektedir [55]. Yapilan bircok arastirmada
gidalardan elde edilen maddelerin toplam antioksidan aktivitesini saptanabilmesi
icin gelistirilen bircok yontem bulunmaktadir. Maddelerin antioksidan aktivitesini

belirlenmesine yonelik yontemler 2 ana gruba ayrilabilir [56]:

e Tek Elektron Transferi (SET); elektron transferini iceren bu analizlerde
antioksidan tepkimesi uygun bulunan bir redoks potansiyeli probu ile taklit
edilir. Tepkimede, antioksidan peroksil radikalleri ile reaksiyona girmeyip
floresan veya renkli bir prob yani oksitleyici madde ile reaksiyona
girmektedir. Spektrofotometrik Elektron Transfer (ET) tabanli analizlerde
antioksidanin indirgendigi durumda renk degisikligini gosteren bir
oksidanin indirgenmesindeki kapasitesini ol¢ektedir. Reaksiyondaki renk
degisikliginin derecesi ise numunedeki antioksidan konsantrasyonu ile
ilgilidir[57].

- ABTS Analizi

- DPPH Analizi

- Demir Oksidasyonu-Ksilenol Turuncusu (FOX) Analizi
- Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Analizi

- Ferrik Indirgeyici/Antioksidan Gii¢ (FRAP) Analizi

- Potasyum Ferrisiyaniir indirgeyici Gii¢ (PFRAP) Analizi
- Bakir Indigeyici Antioksidan Gii¢ (CUPRAC)

e Hidrojen Atom Transferi (HAT); antioksidan bilesiginin H atmonu
vermesiyle reaktif oksijen tiirleri temizleme yetenegini Olger. HAT
reaksiyon mekanizmasi, antioksidanlarin H atomunun daha kararl serbest
radikaller vermek tizere ROO® 'ya aktarilmasini igermektedir. Bir fenoliin
(Ar — OH) H atomunun bir ROO*® radikaline aktarildig1 reaksiyon asagida
gosterilmektedir[57], [58].

ROO*®*+ AH — ROOH + A* (1)
ROO* + Ar— OH — ROOH + ArO* (2)
2 ROO* — radikal olmayan iiriin (3)
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2.2.5.1 Kararh Serbest Radikallere (DPPHe, ABTSe+) Kars1 Temizleme
(Scavenging) Aktivitesi

Antioksidan kapasitesinin belirlenmesine siklikla kullanilan 2 kararli ve renkli
serbest radikal tiirit DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidraliz) ve ABTSe" (2,2’-Azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonudur [59]. Bu iki testin
siklikla kullanilmasimin sebebi, antioksidan ile radikal arasindaki dogrudan
reaksiyonu igermesi ve enzim inhibisyonu veya birden fazla radikalin varlig1 gibi
etkenlerin siireci karmasiklastirilmamasidir [60]. DPPH testindeki prensip, test
edilen numunede bulunmakta olan antioksidanlar tarafindan kararli serbest radikal
DPPH’in indirgenmesinin 6l¢iilmesi seklinde 6zetlenmektedir. DPPH ¢6zeltisinin
baslangicta koyu mor olan rengi bir antioksidan ile reaksiyona girdiginde, radikal
notralize oldukca daha agik bir renge doniismektedir. 517 nm dalga boyunda
spektrofotometri kullanilarak kantitatif olarak analiz edilir ve DPPH radikalinin

inhibisyon yiizdesinin hesaplanmasina olanak tanimaktadir [61], [62].

2.3  Biyoaktif Peptitler

2.3.1 Amino Asit Nedir?

Amino asitler, amino grubu (-NH:) ve karboksil grubu (~COOH) igeren organik
bilesiklerdir, proteinlerin ve enzimlerin temel yap1 tasidir [63]. Tiim standart amino
asitler i¢in o - karbon dort farkli gruba baglidir; karboksil grubu, amino grubu,
hidrojen ve yan zincir R grubudur. Glisinin a - karbonunin R grubunda H atomu
bulundugu kiral merkezi yoktur. Diger amino asitlerin ise o - karbonunda 4 farkli
grup bulundugu ve ayna goriintiileri ¢akismadigi i¢in kiral karbon atomuna

sahiptirler [64].

Amino asitler, viicut i¢in hayati dnem tasimaktadir. Sitokromlar, hormonlar,
melanin, norotrasnmitterlar, niikleotidler/ niikleik asitler ve diger kritik azot bazl
bilesiklerin omurgasin1 olusturmaktadir. Amino asitler, proteinlerin yap1 taslar
olarak ara ftriinler gibi 6nemli rollerine ek olarak organizmalarin biiyiimesi ve
siirdiiriilmesi i¢in ¢ok o©nemli olan kilit metabolik yollarin ve siireclerin

diizenlenmesinde de rol oynamaktadir [65], [66].

Her amino asidin kendine 6zgii bir yan zinciri bulunmaktadir. Yan zincirler amino

asitlerin kimyasal 6zelliklerini belirlemektedir [67].
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Proteinlerde bulunan 20 standart amino asitlerin tiimii hiicre fizyolojisi ve

fonksiyonu i¢in gereklidir. Bu 20 amino asit kendi i¢inde 2 gruba ayrilmaktadir

[65], [68].

Esansiyel Amino Asitler, viicutta dogal olarak iiretilemeyen ve
digaridan  diyet ile alinmasi gereken amino asitler olarak
taninmlanmaktadir. Bunlar; histidin, izoldsin, 16sin, lizin, metiyonin,
fenilalanin, treonin, triptofan ve valindir [68].

Esansiyel Olmayan Amino Asitler, viicutta dogal olarak sentezlenir.
Bunlar; alanin, aspartat, asparagin, arginin, sistein, glutamat, glutamin,

glisin, prolin, serin ve tirozindir [69].

Amino asitler, yan zincirlerine gore de gruplandiriimaktadir.

Hidrofobik 6zellik gdsteren aminoasitler; Metiyonin, izoldsin, 16sin,
valin, fenilalanin, triptofan, tirozin,histidin, lizin, treonin, alanin, glisin,
sistein.

Polar amino asitler, treonin, sistein, serin, aspartik asit, asparajin,
tirozin, triptofan, histidin, lizin, arjinin, glutamik asit, glutamin.

Pozitif amino asitler; histidin, lizin, arjinin. Yiikli amino asitler;
aspartik asit, glutamik asit, histidin, lizin, arjinin.

Alifatik amino asitler, izol6sin, 16sin, valin.

Aromatik amino asitler; fenilalanin, triptofan, tirozin, histidin [70].

20 temel amino asit tablo’da gdsterilmistir.

Tablo 2.2 20 Temel amino asit

Alanin (Ala, A)

NH,

NH 0 o
)k HoN
OH H2N N OH OH
NH, (0] NH,
Arjinin (Arg, R) Asparajin (Asn,N)
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Tablo 2.2 20 Temel amino asit (devam)[70]

o]
HO
OH
o] NH,

Aspartik Asit (Asp, D)

HO OH

-

NH,

Glutamik Asit (Glu, E)

0
HS/%OH
NH,

Sistein (Cys, C)

0]
OH

Glutamin (Gln, Q)

H,N OH

-

NH,

Glisin (Gly, G)

o
N
¢ j/\HI\OH
HN NH,

Histidin (His, H)

A

OH

NH,

Izolésin (Ile, T)

HoN
OH

NH,

Lisin (Lys, K)

(0]
MOH
NH,

Losin (Leu, L)

(6]
@J\oH
NH

Prolin (Pro, P)

Metiyonin (Met, M)

o]
OH
NH,

Fenilalanin (Phe, F)

o
Ho/ﬁ)‘\OH
NH,

Serin (Ser, S)

OH (0]

OH

{

NH,

Treonin (Thr, T)

O
NH,

Valin (Val, V)

Triptofan (Trp, W)

NH,
HO

Tirozin (Tyr, Y)




2.3.2 Peptitler

Peptit, bir amino asidin karboksil grubu ile diger bir amino asidin amino grubu
arasinda olusan amid bagi ile meydana gelen bilesiklerdir [71]. Peptitler, genellikle
yiiksek derecede ikincil yapr gosterirken iicilinciil yap1 géstermekten yoksun olup
50 amino asitten veya 5000 Da molekiiler agirliktan daha az polipeptit zincirleri
olarak da tamimlanmaktadir [72]. Peptitler amino asit sayilarina gore
smiflandirilirlar. 10 amino asitten olusan molekiiller oligopeptit olarak
adlandirilirken 10-50 amino asit iceren molekiiller peptit olarak adlandirilmaktadir.
50’den fazla amino asit igeren molekiiller ise protein olarak adlandiriimaktadir
[73]. Peptitler, molekiiler olarak kiiciik molekiiller ve proteinler arasinda
konumlanmis olmasina ragmen biyokimyasal ve terapdtik olarak her ikisinden de
farkli olan farmasoétik bilesik sinifini temsil eder [74]. Peptitlerin yapilarini ve
ozelliklerini belirlemek i¢in amino asit analizi, peptit dizilemesi ve kiitle
spektrometresi kullanilarak karakterize edilebilir [75]. Peptitlerin yapisal 6zellikleri
islevselligini ve biyoaktifligini belirlemektedir. Peptit yapisi; molekiil agirligi, net
yik, amino asit dizisi, hidrofobiklik ve hidrofiliklik gibi 6zellileri
kapsamaktadir[76]. Hidrofilik ve hidrofobik 0&zellikler peptitlerin biyolojik

baglantilarini ve etkilesimlerinde 6nemli rol oynamaktadir [24]

Peptit tiretiminde molekiil boyutu iiretim seklini belirlemektedir. Biiyiik peptitler
ve proteinlerin sentezi i¢in rekombinant DNA teknolojisi kullanilirken 5 — 80 amino
asit kalintist igceren peptitlerin iiretiminde kimyasal sentez uygulanabilmektedir

[77].

Sentetik peptitler, terapotik ajanlar olarak ve kanserin tan1 ve tedavisi, antibiyotik
ilag gelistirme, epitop haritalama, antikor {iretimi ve as1 tasarimi gibi gesitli ¢aligma
alanlarinda biiyiik 6neme sahiptir. Biyolojik olarak aktif peptitlerin kimyasal
sentezi yapi-aktivite iligkilerinin incelenmesi icin olanak saglayabilir ve
modifikasyonlar ile gelismis 6zellik ve niteliklere sahip peptit sentezine olanak

saglayabilmektedir [78].
2.3.3 Terapdotik Biyoaktif Peptitler

Terapotik biyoaktif peptitler (BP), belirli viicut fonksiyonlar {izerinde tani ve

tedavi edici etkiler gdsteren ve insan saglig1 lizerinde diizenleyici ve koruyucu rol
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oynayabilen 6zel protein parcaciklari olarak tanimlanabilmektedir. “Biopep” adi
verilen bir veri tabaninda 1500’den fazla biyoaktif peptit bulunmaktadir ve her biri
birbirinden farklidir. Biyoinformatigin hizli gelisimi sonrasi bir¢ok veri tabani
olusturulmustur. Biopep disinda PIR, GeneBank ve Swiss-Prot gibi biiyiik protein
ve gen dizisi veri tabanlar1 da bulunmaktadir [79], [80], [81] . Peptit biyoaktivitesi,
proteinden serbest kaldiktan sonra amino asit bilesimi ve dizilimi, hidrofobikligi ve
molekiil agriligina baghdir. 2 ile 20 amino asitten olusan, molekiil agirhigr 3
kDa’dan diisiik ve prolin, valin, triptofan ve fenilalanin gibi hidrofobik amino asit
iceren peptitlerin giiclii antioksidan 6zellik gosterdigi ¢alismalarda bulunmustur
[82]. Biyoaktif peptitler, gida kaynakli olduklari i¢in kiigiik ve oldukca aktifler ve
suda yiiksek c¢oziniirliige ve yiiksek kullanima sahiplerdir [83]. Antioksidan
etkinlik, amino asitlerin dizilimi ve peptit kalintilarina baghdir [84]. Biyoaktif
peptitlerin elde edilmesinde ¢esitli hayvansal ve bitkisel kaynaklar kullanilmaktadir

[82].
Terapotik peptitler, 3 kaynaktan tiiretilmektedir;

1) Bitkiler, hayvanlar veya insanlar tarafindan dogal olarak tiretilen, genellikle
dogal peptit hormonlarindan ya da biiyiik protein fragmanalrindan tiiretilen
dogal ya da biyoaktif peptitler

2) Rekombinant veya genetik kiitliphanelerden izole edilen peptit dizileri

3) Kimyasal kiitiiphanelerden kesfedilen sentetik peptitler [72].

20. Yiizyillin baglarinda hayvan organlarindan hormonal olarak aktif dogal
peptitlerin izolasyonu ile peptitlerin terapdtik kullanimi baglamistir. Giinlimiize
kadar dogal olarak olusan biyolojik peptitlerin sentez yollar1 incelenmis ve

gelistirilmistir [85].

Bitkisel ve hayvan kaynaklarindan biyoaktif peptit elde etme ydntemleri ve

fonksiyonel 6zelliklerini 6zetleyen sema Sekil 2.3°te sunulmustur.
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Sekil 2.3 Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan biyoaktif peptit elde etme
yontemleri ve fonksiyonel 6zelliklerini 6zetleyen sema [34], [86], [87]

Biyoaktif peptitler, hiicresel seviyede antioksidan etki gosterdigi; lipid
peroksidasyonu, hiicre i¢i ROS seviyeleri ve apoptoz gibi oksidatif stres
biyobelirteglerini azalttigi, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz gibi c¢esitli antioksidan enzimlerin aktivitesini artirdig1 yapilan

caligmalarda gézlemlenmistir [88].

Peptitlerin radikal siiplirme kapasitesi, farkli analiz yontemleri kullanilarak
degerlendirilebilmektedir. Genellikle ABTS"e (2,2’-azinobis(3-¢ctilbenzotiyazolin-
6-siilfonik asit)) ve DPPHe (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gibi sentetik radikaller
kullanilarak gercgeklestirilen kolorimetrik testler tercih edilmektedir. Ek olarak
radikallerin dogrudan gdzlemlenmesine olanak saglayan elektron spin rezonans

(ESR) mikroskopisinden de yararlanilmaktadir [84]

Literatiirde bircok biyoaktif peptit arastirmasi yer almaktadir. Bunlardan misir
gliiteni unu, misirin bir yan {iriinii olarak yaklasik %60 protein igermektedir. Bu
protein dnemli miktarda hidrofobik amino asit icermekte ve antiokasidan aktivite
gostermektedir [83] Siyah soya fasiilyesinde biyolojik aktif bir peptit elde etmek
icin hidroliz yontemiyle elde edilen tetrapeptit fraksiyonu antioksidan ve antikanser
aktivite testleri i¢in kullanilmis ve ¢aligmalar sonucunda antioksidan ve antikanser

aktivite gosterdigi gézlemlenmistir [89].

Siyah soya fasiilyesinden elde edilmis olan tetrapeptit fraksiyonunun sekansi
Leu/Ile-Val-Pro-Lys seklindedir. Yapilan arastirmada elde edilen hidrolizatin insan
karacigeri kanser (HepG2), meme kanseri (MCF-7) ve Rahim agz1 kanseri (Hela)

hiicrelerine kars1 antioksidan ve antikanser aktivite gosterdigi gdzlemlenmistir [89].
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Terapotik peptitler; diyabetik, osteoporotik, onkolojik, gastroenterolojik,
kardiyovaskiiler, immiinosupresyon, akromegali, eniirezis, antiviral, antibakteriyel
ve antifungal endikasyonlarin tedavisine onemli oranda katkida bulunmaktadir

[90].

Peptit bazli ilaglar veya antikanser 6zellik gosteren peptitler birgok arastirmadan
elde edilmils ve terapotik Ozellligi sayesinde c¢ogu hastalikta kullanilmistir.
Giliniimiizde kanser hastalifinin artmasiyla biyoaktif peptitlere yonelim hizla
artmigtir. Gida kaynakli peptitler ulasgimim kolayligi yeni biyoaktif peptit
gelistirmeye olanak saglamistir. Glinlimiize kadar 80’den fazla peptit ilact FDA
(Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan onaylanmus olup pazara girmis veya klinik éncesi
ve klinik ¢aligma asamasindadir [91]. Gida kaynaginda elde edilen biyoaktif
peptitler i¢in enzimatik hidroliz yontemi kullanilmakta ve enzim kullanildiginda
otiirii maliyet konusunda dezavantalidir. Enzimler yiiksek maliyetlere sahiptirler.
Enzim — substrat orani, hidroliz siiresi, pH ve sicaklik gibi diger faktorler ise
peptitlerdeki hidrolizat, uzunluk, molekiil agirligi ve amino asit bilesimi gibi
parametreleri  etkileyebileceginden elde edilecek peptitin  biyoaktivitesi
etkilenebilmektedir [92]. Sentetik yol ile iiretimde ise iiretim maliyeti enzimatik
hidroliz yonteminden daha azdir ve istenilen modifikasyonlar gergeklestirilere

peptidin terapdtik 6zelligi artirilabilmektedir [93], [94].

2.4 Kimyasal Peptit Sentezi Yontemleri

Peptiler, bircok tibbi ve farmasdtik aragtirmalarda 6nemli bir rol oynadigi igin
poliamid yapilarin sentezi organik kimyanin odak noktalarindan biridir [95].
Kimyasal olarak peptit sentezi i¢in bircok yontem bulunmaktadir. Kat1 faz peptit
sentezi (SPPS), ¢ozelti faz1 sentezi (SPS), kimyasal ligasyonu, dogal kimyasal
ligasyon ve ifade edilmis protein ligasyonu peptit sentez yontemlerindendir. Peptit
sentezinde kullanilan ve uygulanabilirligi daha kolay olan 2 6nemli yontem ise kat1
faz peptit sentezi (SPPS) ve ¢dzelti faz1 sentezidir (SPS) [93], [95], [96]. 1k basarili
peptit sentezi 1903 yilinda Emil Fischer tarafindan iki amino asidin birlestirilmesi
sonucu gerceklestirilmistir. Bu yillarda koruyucu bir amino grubu olmadigindan
daha uzun peptitlerin sentezi miimkiin olmamaktadir. Bergmann ve Zervas

tarafindan benzil klorokarbona (Z-kloriir) gelistirilmesi ve Andreson ve ¢alisma
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arkadaglarininn tetraetil pirofosfit gibi yeni eslestirici reaktifleri tanitmasi peptit

sentezinde bir donliim noktas1 olmustur [95].
2.4.1 Kati1 Faz Peptit Sentez (SPPS)

Gegmisten gliniimiize kadar peptitlerin kimyasal sentez yontemleri gelismektedir
ve en sik kullanilan yontemlerden biri kat1 faz peptit sentez (SPPS) yontemidir. Kati
faz peptit sentezinin siklikla kullanilmasinin sebebi ¢dzelti faz peptit sentezinin
uygulanabilirliginin olduk¢a karisik ve zahmetli olmasindan kaynaklanmaktadir.
Cozelti faz peptit sentezindeki bu zorluklara ¢ozliim olarak R.B. Merrifield
tarafindan kat1 faz peptit sentezi onerilmis ve bu sayede 1984 yilinda Nobel 6diilii
almigtir. Merrifield tarafindan Onerilen bu yontem sayesinde bir¢ok akademik

arastirmada peptit sentezi icin tercih edilen yontem SPPS olmustur [95], [97], [98].

Yontemin stratejisi, C-terminal koruyucu grup polimerik bir tasiyict gorevi
gormektedir ve ¢dzlinmeyen bir yiizey (kat1 destek) lizerinde gerceklestirilir [99].
SPPS yontemi sayesinde bir¢cok kimyasal modifikasyon igeren 6zel peptitler elde
edilebilmektedir[97], [98]. Bu yontem daha ¢ok 50 amino asitten az peptit
sekanslar icin tercih edilirken ayni zamanda her tiirlii peptit dizisinin sentezini

miimkiin kilmaktadir [98].

SPPS’nin ilkesi, kat1 bir destege (regine) tutturulmus amino asitler kullanilarak,
genellikle peptidin C-terminal ucundan N-terminal ucuna dogru baglanma
(coupling), deproteksiyon ve yikama adimlartyla amino asitlerin birlestirilmesidir.
Yan zincir reaksiyonlarini engellemek i¢in amino asidin N terminal ucuna koruyucu
grup eklenmektedir. Bu koruyucu grup istenmeyen reaksiyonlari engelleyecek
sekilde N-terminal ucuna bagli olmasina ragmen yeni amino asit eklenecegi

sirasinda uzaklastirilabilmektedir [98], [100], [101], [102].

SPPS’de kullanilan re¢ine, mm o&lgeginde kiiclik kiire seklindedir ve yiizeyleri
sentezde zincir olusumunu ve kiirelerin birbirine yapigmasii 6nleyecek sekilde

organik baglayici gruplar ile islevsellestirilmistir [103].

Genel olarak kat1 bir destege bagli olan amino asit ile sentez baglatilir ancak amino
asit bagli olmayan reg¢inelerde bulunmaktadir. Bu durumda baslangigta ekstra bir
sentez adimu yer alir. Amino asit ile bagli olan kat1 destekte No-koruyucu grubu da
bulunmaktadir. Koruyucu grubun kaldirilmasi i¢in bir solvent hazirlanir ve bu

solvent ile amino asit bagli regine yikanir. Sonraki No-koruyucu grubuna sahip
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amino asidin baglanmasi i¢in 6nceden aktive edilmis bir formda ya da dogrudan bir
aktiflestirici varliginda 6nceki amino asit bagl recine yapisina baglanir. Sonraki
Noa-koruyucu grubuna sahip amino asidi baglamak i¢in sentez adimlari tekrar edilir.
En son baglanan No-koruyucu grubuna sahip amino asitten sonra deproteksiyon
asamas1 gerceklestirilir. Peptitin kimyasal olarak sebest bir asit ya da amid
formunda elde edilebilmesi i¢in recineden ayrilmasi gerekir. Bu asamaya cleavage
yani ayrilma denir. Bu ayrima reaktifi ayn1 zamanda No-koruyucu gruplarinin

uzaklagtirma kosullarina dayanikli olan amino asit yan zincirlerinin koruyucu

gruplarini da ortadan kaldirir [96], [102].
SPPS yontemi sayesinde:

- Amino asitlerin birbirine baglanmasi (coupling) daha hizli ve verimle
gerceklestirilebilmekte

- Amino asit tiirevleri fazla miktarda kullanmasina olanak saglanmakta

- Reaksiyon sonrasi a¢iga ¢ikan reaktifleri daha kolay islemlerle yikayip

uzaklastirmaya olanak saglamaktadir [95].

2.4.2 SPPS’de Kullamlan a-Amino Koruyucu Gruplari

Yaygin olarak kullanilan 2 farkli o-amino koruyucu gruplari bulunmaktadir.
Tertiyer-biitiloksikarbonil (Boc) grubu veya 9-Flurenilmetiloksikarbonil (Fmoc)
grubu kullanilir. Boc koruyucu grubu asit ile uzaklastirilabilirken Fmoc koruyucu
grubu baz ile uzaklastirilabilmektedir. Boc grubu genellikle trifloroasetik asit
(TFA) ile uzaklastirilir ve serbest amino ucu tertiyer bir amin ile nétralize edilir.
Peptidin re¢ineden ayrilmasi igin hidrojen floriir (HF) kullanilir. HF tehlikeli bir
kimyasal oldugu i¢in Boc koruma grubu pek tercih edilmemektedir. Fmoc koruma
grubunda ise piperidin ile N,N-dimetilformamid (DMF) veya N-Metil-2-pirrolidon
(NMP) i¢inde gergeklestirilmektedir. Fmoc koruyucu grubunun kullanildigi
sentezde diziyi peptitten ayirmak ve amino asitte bulunan koruyucu gruplarinin
uzaklastirilabilmesi i¢in TFA kullanilmaktadir [96], [98], [100], [101], [102], [104],
[105]. Boc ve Fmoc Stratejilerine ait sema Sekil 2.5°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.5 Boc ve Fmoc stratejilerine ait semalar [96]

Yan zincir koruyucu gruplari sentezin etkili gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Amino asitlerin yaz zincirinde de koruyucu gruplarin bulunmasinin amaci sentez
sirasinda olusabilecek olasi safsizliklar1 enegellemek ve istenilen peptit dizisini

olusturmaktir [78], [95], [105].

Tert-butil(tBu), asit ile uzaklastirilmakta ve genellile Ser, Thr, Tyr, Glu ve Asp

amino asitlerin yan gruplarin1 korumal i¢in kullanilmaktadir. Tritil(Trt), Cys, Asn,
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Gln ve His i¢in kullanilan bir koruyucu gruptur. 2,2,4,6,7-pentametil-
dihidronezofuran-5-siilfonil (Pbf), Arg i¢in yaygin olarak kullanilan koruyucu
gruptur. Boc, Lys ve Trp amino asitlerinde siklikla kullanilan koruyucu grubudur

[78].

2.4.3 SPPS’de Kullanilan Recineler

SPPS’de sentezin basarisini arttiran en onemli etkenlerden biri uygun kati destek
yani re¢inenin se¢ilmesidir. Kat1 destegin performansi sisme 6zelligi, erisebilirligi

ve ¢Oziiciiliigl, reaktifler ve sentezlenen bilesik ile uyumlulugu ile iliskilidir [106].

SPPS’de kullanilan regineleri 3 farkli gruba ayrilabilmektedir.
Bunlar;

e Polistiren bazli regineler,

e Polietilen glikol (PEG) asilanmis polistiren recineler

e Polistiren icermeyen PEG regineler
Klasik polistiren regine %1 oraninda divinilbenzen (DVB) ile ¢capraz baglanmakta
ve diklorometan icinde iyi sismektedir fakat dimetilformamid (DMF) i¢inde iyi
sismemektedir. Su i¢inde ise hi¢bir sisme 6zelligi gdstermemektedir. Bu regineler,
uzun peptitlerin Fmoc SPPS yontemi i¢in uygun degildir [78], [107]. Fmoc
SPPS’de yaygin olarak kullanilan regine, TentaGel re¢inesidir. Bu regineler, diigiik
oranda ¢apraz baglanmis polistiren matrisinin iizerine agirlik¢a yaklasik olarak %50
ve %70 oraninda PEG’in asilandig1 kopolimerlerden meydana gelmektedir. Su

dahil bir¢ok ilgili ¢oziiclide sisebilmektedir [78], [81], [108].

2.44 SPPS’de Kullamlan Baglayicilar

Literatiirde ¢esitli baglayicilar mevcuttur ve cogu triflorasetik asit (TFA) ile
muamele edildiginde bir peptidi, peptit asidi ya da peptit amidi olarak serbet
birakmaktadir. En ¢ok kullanilan peptit asit baglayacis1t Wang baglayicist iken en
cok kullanilan peptit amit baglayicis1 Rink baglayicisidir. Uygulama sirasinda
genellikle regineler baglayicilarin isimleriyle tanimlanmaktadir. Wang baglayisici
ile fonksiyonlandirilmis olan polistiren recine “Wang Recinesi” olarak adlandirilir

[78], [107].

SPPS’de kullanilan kat1 destekler koruyucu gruplara gore degisim gdstermektedir.

Fmoc ve Boc bazli koruyucu gruplar, peptit amid ve peptit asit sentezlerine gore
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gruplandirilmistir. [109]. Fmoc bazli SPPS regineleri C-Terminal Peptit amitlerine

ve C-terminal peptir asitlerine gore iki ye ayrilmaktadir. Sekil 2.6 ve Sekil 2.7°de

(50 ()
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0y I

Rink Amid Regine

sunulmustur.
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0o,
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Sekil 2.6: C-Terminal peptit amitleri i¢in kullanilan Fmoc bazli regineler [78],

[106], [109]
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Sekil 2.7: C-Terminal peptit asitleri i¢in kullanilan Fmoc bazli regineler [78],
[106], [109]
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Boc bazli SPPS regineleri C-Terminal Peptit amitlerine ve C-terminal peptit

asitlerine gore iki ye ayrilmaktadir. Sekil 2.8 ve Sekil 2.9°da sunulmustur.

Cl

Merrifield Reginesi

Sekil 2.8 C-terminal peptit asitleri i¢in kullanilan Boc bazli regineler [104]

NH,

HSC \
MBHA Reginesi

Sekil 2.9 C-terminal peptit amitleri i¢in kullanilan Boc bazli regineler [104]

Sentez stirecinde peptit zinciri, kat1 destek ylizeyine kovalent olarak bagli kalir ve
sentezlenen peptit, sivi fazdaki reaktifler ve yan iriinlerden kolayca
ayrilabilmektedir. Bu durum sentezin otomasyona uygun olmasma olanak
saglarken aynm1 zamanda yiiksek verimlilik ve temiz reaksiyon gibi Onemli

avantajlar sunmaktadir [103].
2.4.5 Cleavage Kokteyl Secimi

Kokteyl se¢imi, SPPS ile sentezlenen peptidin regineden ayrilmasi ve amino
asitlerde bulununan yan zincir koruyu gruplarin uzaklastirilmasi i¢in 6nem arz

etmektedir. Se¢imi yaparken dikkat edilmesi gereken en noktalar;

- baglayicinin yapisi
- koruyucu gruplarin tiirii

- korunmamis yan zincirlerin reaktif 6zellikleridir [110].

Yaygin olarak kullanilan cleavage kokteylleri ve oOzellikleri Tablo 2.3°de

verilmistir.
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Tablo 2.3 Cleavage kokteylleri ve dzellikleri [78], [81], [95], [111], [112]

Kokteyl Ad Bilesimi (v/v) Ozelligi

Reagent B’ TFA/H,O/TIS (95:2.5:2.5)  Genel olarak ¢ogu peptit

icin uygundur.

Reagent K TFA/tiyoanizol/ Peptit sekansinda
H>O/fenol/EDT (1,2- bulunan distilfid
etanditiyol) (82.5:5:5:5:2.5) kopriilerini  koruyarak

recineyle peptide
birbirinden ayrir.

Reagent L TFA/TIS/DTT Cys igeren peptitlerde
(ditiotreitol)/H20 (88:2:5:5) kullanilmasi

onerilmektedir.

Reagent R TFA/tiyoanizol/EDT/anizol Amin  asitlerin  yan
(90:5:3:2) koruyucu zincirinde

bulunan stlfurlii
koruyucu grubun
uzaklastirilmasinda
etkili bir kokteyldir.

Reagent B TFA/fenol/H20/TIS H baglarina kars1 kararl

(88:5:5:2) koruyucu gruplarin
uzaklastirilmasinda
etkilidir.

Asit Duyarh Peptitler AcOH (Asetik asit)/ TFE Koruyucu gruplar

(tetrafloroetilen)/DCM

(20:20:60)

korunarak ¢6zme; tam
korumali peptitler igin

uygundur.
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2.4.6 Analiz ve Karakterizasyon

Peptit sentezinin en son asamasi sentezlenen peptidin analizi ve
karakterizasyonudur. Sentezlenen peptidin dogrulugu ve safligini tespit etmek i¢in
analitik yoOntemlerle karakterizasyon gerceklestirilmektedir. LC-MS (Siv1
Kromotografisi — Kiitle Spektrometrisi) analizi ger¢eklestirilir. Burada amacg,
sentezlenen peptitlerin  molekiil agirliklariin  ve yapisal biitiinliiklerinin
dogrulanmasidir. Peptitlerin Saflastirilmasi i¢in analitik ters faz HPLC (RP-HPLC)
kullanilmaktadir. Boylece peptide saflastirilmasi gerceklestirilir. LC-MS analizi
disinda sentezlenen peptidin kiitlesel dogrulamasinin gergeklestirimesi igin
MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight
Mass Spectrometry) [78], [95]
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3

MATERYAL METOD

3.1 Tez Cahismasinda Kullanilmis Olan Cihazlar

Tez ¢aligmasinda kullanilmis olan cihazlar asagida siralanmstir.

Hassas Terazi — Shimadzu

Milipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihaz1

Vorteks — Velp Scientifica

Ultrasonik Su Banyosu — Bandelin Sonorex

Santrifiij Cihaz1 — Beckman Coulter Allegra X-30 R

Liyafilizator — Telstar Cryodos

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS)

Liquid Chromatography—Electrospray lonization Mass Spectrometry
(LC-ESI-MS)

Preparatif HPLC - SPD-M20A, FRC-10A, LC-8A, CBM-20A,
Shimadzu

UV Spektrofotometre — UV-1800, Shimadzu UV Spektrofotometre

3.2 Tez Cahsmasinda Kullanilmis Olan Kimyasal Listesi

Tablo 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilmis olan kimyasal listesi

Kimyasal Isimleri Sirket Bilgisi Katalog No
Diklorometan (DCM) Merck 106049
Dimetilformamid (DMF) Supelco 103034
Piperidin Merck 822299
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Tablo 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilmig olan kimyasal listesi (devami)

N-Metil-2-pirrolidon Sigma-Aldrich 443778
(NMP)

Etanol Sigma-Aldrich 34870
N,N- Sigma-Aldrich D125806
Diisopropilethilamine

(DIEA)

N-Hidroksibenzotriazol =~ Sigma-Aldrich 157260
(HOBY)

O-(6-Klorobenzotriazol- ~ Sigma-Aldrich 851012
1-i1)-N,N,N',N'-

tetrametiluronyum

hekzaflorofosfat

(HCTU)

Asetonitril (ACN) Sigma-Aldrich 34851
Formik Asit (FA) Sigma-Aldrich 27001
Trifluoroasetikasit Sigma-Aldrich 808260
(TFA)

Triizopropilsilan (TIS) Sigma-Aldrich 233781
Fmoc- Lys(Boc)-Wang Sigma-Aldrich 856013
Reginesi

Fmoc- Val-OH Sigma-Aldrich 852021
Fmoc-Leu-OH Sigma-Aldrich 852011
Fmoc-Ile-OH Sigma-Aldrich 852010
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Tablo 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilmig olan kimyasal listesi (devami)

Fmoc-Pro-OH Sigma-Aldrich 852017

3.3 Tez Cahismasinda Kullanilmis Olan Cozeltiler

3.3.1 DMEM High Glucose Besiyeri Cozeltisinin Hazirlanmasi

Besiyeri ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 500 mL DMEM High Glocuse besiyerine 5
mL penisilin streptomisin eklenerek %1°lik penisilin stretomisin igeren besiyeri
stogu hazirlanmigtir. Hazirlanan DMEM High Glucose besiyeri stogu +4°C’de
kullanima hazir ve steril bir sekilde muhafaza edilmistir. Deneylerde kullanilmak
iizere 50 mL FBS eklenmis ve son durumda %10 FBS igerecek sekilde besiyeri

stogu hazirlanmustir.
3.3.2 MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

MTT c¢ozeltisinin hazirlanmasi icin MTT tuzu (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difenil-2H-tetrazolium bromiir) konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde steril
PBS c¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 0.22pum por boyutuna
sahip membran filtreden gegirilirek siiziilmiistiir. Deneysel kisimda kullanilmak

iizere -20 °C’de saklanmustir.

3.4 Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Sentezlenmesi

Tez caligmasinda siyah soya fasulyesinin enzimatik hidroliz yontemi ile elde
edilmis olan ve kiitle spektrometresi ile peptit sekansi belirlenen antikanser ve
antioksidan peptit oldugu diistintilen L/TVPK (Leu/Ile-Val-Pro-Lys) peptitleri, kat1
faz peptit sentezi yontemiyle peptit kolonunda 0.1 mmol 6l¢ekte olacak sekilde
sentezlenmis ve amino asitler 0.2 M, aktivator ve aktivator baz ¢ozeltileri 0.5 M
olarak hesaplanmistir. Sentez sonunda peptitleri kat1 destekten ayirmak icin TFA,
TIS ve su igeren cleavage kokteyli kullanilmistir. Her iki peptit i¢cin detayli sentez

asamalar1 Sekil 3.1 ‘de gosterilmektedir.

Senteze baslamak i¢in kuru olan Fmoc-Lys(Boc)-Wang reginesi (100-200 mesh,
ylikleme: 0.4 - 0.6mmol/g) 167 mg tartilarak falkonda 15 mL Dimetilformamit
(DMF) icinde bir gece calkalamaya birakilmistir. Bu sayede sisen reginenin
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iizerinde bulunan aktif uglarin agiga ¢ikmasi saglanmistir. Falkonda bir gece

boyunca sisen regine peptit kolonuna aktarilmistir.

[Ik amino asidin, Lys amino asidine baglanabilmesi icin reginede bulunan Fmoc
grubu korumasi, DMF igerisinde hazirlanan %20 (v/v) piperidin ¢ozeltisi
kullanilarak uzaklastirilmasi saglanmistir. Bu sayede ilk amino asidin regineye
baglanmasi icin gerekli adim gergeklestirilmistir. Deproteksiyon adi verilen bu
islem 30 dakikalik reaksiyon ve 2 defa tekrarlanmistir. Reaksiyon sonrasinda
sollisyon vakum yardimiyla siizdiiriilmiistiir. Ortamda Fmoc kalintis1 kalmamasi
icin regine 3 defa DMF ve DCM ile yikanmis ve ayni sekilde vakumla siiziilmiistiir.
Amino asitlerinin baglanmasi i¢in N-terminal korumali amino asidin amino asidin
karboksilik asit grubunun aktive edilmesi gerekmektedir. Bu adim i¢in kullanilan
aktivatorler (HCTU ve HOBt.H20), DMF icinde ¢oOziilmiis ve DMF iginde
¢ozlilmiis olan ve peptit kolonuna aktarilmis olan amino asit ile peptit kolonunda
bir araya getirilmistir. Aktivator bazi (NMP/DIEA karisimi)’da peptit kolonuna
aktarilmig ve peptit baginin olusumu saglanmistir. Prolin amino asidin kalintilarinin
re¢inede bulunan Lizin amino asit kalintilarina baglanma islemi 1 saat 30 dakika
boyunca c¢alkalayic1 karistiricida gergeklestirilmistir. Baglanma islemi sonrasi
sollisyon vakum yardimiyla siiziilmiistiir ve kalan amino asit kalintilarinin
uzaklastirilmasi i¢in 3 defa DMF ve DCM ile yikanmistir. Bu islem son amino asit

kalintisinin baglanmasina kadar devam etmistir.
3.4.1 Sentezlenen Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Kat1 Fazdan Ayrilmasi

Sentezlenen L/IVPK peptitlerin kat1 fazdan yani regineden ve yan zincir koruma
gruplarindan ayrilmasi i¢in oda sicakliginda TFA/TIS/su (95:2.5:2.5, v/v/v) kirma
kokteyli hazirlanmis ve hazirlanan kokteyl ile kirma islemi gerceklestirilmistir.
Olusturulan kokteyl, reginenin iizerine dokiilerek 3 saat 15 dakika boyunca
calkalayic1 karistiricida inkiibe edilmistir. Islem siiresi dolduktan sonra ¢ozelti ve
recine vakum altinda por Gooch kroze kullanilarak siiziilmiistiir. Siizme islemi
sonrasinda siiziintiide kalan peptit, rotary evaporator cihazinda vakum altinda 40°C
sicaklikta, kirma kokteyli uzaklagtirilarak elde edilmistir. Peptitlerin elde edilmesi
icin soguk dietil eter armudiye eklenmistir. Armudinin ¢eperinde belirginlesen
peptitler, armudinin ¢eperinden bir spatiil yardimiyla kazinmistir. Olusan karigim
falkonlara alinarak santrifiije konulmustur. Dietil eter ile 3 kez yikanan peptit

karisimi i¢in santrifiij islemi tekrarlanmistir. Santrifiij isleminden sonra kalan siv1
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uzaklastirilmis ve cam firinda kurumaya birakilmistir. Elde edilen kurutulmus ham

peptitler karakterizasyon ve saflastirma i¢in -20°C’ de saklanmustir.

/ =
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)3\ | Kati Faz Peptit Sentez Kolonu
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Sekil 3.1 Dogal kaynakli L/TVPK sentetik peptitlerin sentez dongiisii
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3.5 Sentezlenen Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin

Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi

3.5.1 Sentezlenen Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Karakterizasyonu

Kurutulmus ham peptitlerin  karakterizasyon ve saflastirma islemlerinin
gerceklestirilmesi i¢in 25°C oda sicakliginda Sunniest C18 (5um/4.6x250mm)
kolonu kullanilarak, Shimadzu LCMS-2010EV, HPLC-MS (ESI iyonlastirici)
cihazinda uygun kosullarda analiz gerceklestirilmistir. Sentezlenen peptitlerin
Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) cihaz1 kullanilarak kiitle dogrulamas1 yapilmistir. Mobil fazlar
igin su (%0.1 formik Asit (FA)) ve asetonitril (%0.085 FA) kullanilmistir. Metot
icin 0.4 mL/dak akis hiz1 belirlenmis olup, UV dedektoriinde 210 - 254 nm ve ESI

(+) iyonlastirma yontemi se¢ilmistir.
3.5.2 Sentezlenen Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Saflastiriimasi

LC-MS cihazinda analizi yapilan ve kiitle dogrulamasinda alinan sonuglara gore
peptit dizileri i¢in belirlenen saflagtirma methodu ile saflastirma islemi, preparatif
HPLC yo6ntemiyle pikler toplanarak gergeklestirilmistir. Saflastirma; HPLC (RP-
HPLC, SPD-M20A, FRC-10A, LC-8A, CBM-20A, Shimadzu, Tokyo, Japonya)
cihazinda UV-PDA dedektorii ve Shimpack PRC-ODS HPLC (20 mm x 25 cm)
kolonuyla ters faz kromatografiyle gergeklestirilmistir. Mobil faz akis hiz1 0.7
mlL/dak ve UV dedektoriinde dalga boyu 210-254 nm olarak belirlenmistir. Mobil
fazlar i¢in su (%0.1 FA) ve asetonitril (%0.085 FA) kullanilmistir.

3.6 Sentezlenen Dogal Kaynaklh Peptitlerin Antioksidan

Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Sentezlenen dogal kaynakli sentetik peptitlerin antioksidan aktvitesinin
degerlendirilmesi i¢in kolorometrik bir yontem olan DPPH ydntemi kullanilmistir
[113]. DPPH ¢ozeltisi, 0.5 mg DPPH’1n hassas terazide tartilmasindan sonra 12.68
mL etanol i¢inde ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir. LVPK ve IVPK peptitlerinden 1’er
mg hassas terazide tartilarak 10 mL etanol i¢inde ¢oziilmiistiir. Boylelikle her iki
peptit i¢in 0.1mg/ml konsantrasyonda stok ¢dzelti DPPH yonteminde kullanilmak
tizere hazirlanmigtir. Konsantrasyon 0.0025-0.1 mg/mL aralifinda olacak sekilde

ayarlanmigtir.
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3.7 Sentezlenen Dogal Kaynakh Peptitlerin Kanser Hiicre Hatti

Uzerindeki Etkilerinin Karsilastirmah Incelenmesi

3.7.1 Hiicre Kiiltiiri Calismalar:

Dogal kaynakli sentetik peptitlerin antikanser aktivitesinin belirlenmesi i¢in MCF-
7 meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmigtir. MCF-7 hiicre hatlarinin deneye hazir hale
gelmesi i¢in, daha Onceden hazirlanmis olan DMEM High Glucose (4.5g/L)
besiyeri ¢ozeltisinde %95 nem, %5 CO: ve 37°C kosullarindaki inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Uygun hiicre yogunluguna ulastiginda hiicreler
pasajlanmistir. Hiicre pasajlamada ilk olarak fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS)
kullanilarak flasktaki hiicreler yikanip ardindan tripsin-EDTA (0.25%) kullanilarak
enzimatik olarak hiicreler kaldirilmistir. Hiicre siispansiyonu yaklasik 1200 rpm’de
5 dakika 25°C kosullarinda santrifiijlenmis, stipernatant uzaklastirilarak pelletin
iizerine 1 mL taze besiyeri eklenmistir. Akabinde tripan mavisi kullanilarak Thoma
laminda hiicre saymmi gergeklestirilmistir. MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksik
aktivitenin belirlenmesine yonelik gerceklestirilecek MTT testi i¢in hiicre ekimi
adiminda 96 kuyucuklu plaka kullanilmis olup her bir kuyunun yogunlugu 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde ekim yapilmistir ve hiicreler 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

3.7.2 Sitotoksisite Analizi

Dogal kaynakli sentetik LVPK ve IVPK peptitlerin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki
hiicre canliligina etkisi icin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-
tetrazolium bromiir) in vitro sitotoksisite testi gerceklestirilmistir. Daha 6nce 96
kuyucuklu plakalara ekimi gergeklestirilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmis olan
plakalardaki hiicreler invert mikroskop kullanilarak morfolojik olarak
incelenmistir. DMEM High Glucose (4.5 g/L) besiyeri ¢ozeltisi aspire edilerek
kuyucuklardan uzaklastirilmis olup farkli konsantrasyonlarda peptit igeren besiyeri
ile degistirilmistir. Ornekler, LVPK ve IVPK peptitleri 80, 100, 150, 200, 300 ve

400 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanmistir.

Hiicre deneylerinde kullanilmak {izere 6rnekler ilk 6nce 1 saat UV de strerilizasyon

islemine tabi tutulmustur. Ornekler i¢in MTT testi 24 ve 72 saat i¢in ayr1 ayr
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gerceklestirilmistir. Ornek uygulandiktan bir giin sonra plakadaki her kuyucuga
hazirlanmis olan MTT ¢ozeltisi (10mg/mL) 10uL eklenmistir. Ayni1 islem 72. Saat
icinde tekrarlanmistir. Plakalar, 37°C’de 4 saat inkiibe edilmeye birakilmigtir.
Kolorometrik bir test olan MTT’ de metabolik olarak aktif olan hiicreler sar1 renkli
MTT tuzunu mor renkli formazan kristaline indirgemesi beklenmektedir. Formazan
kristali suda ¢6zlinmediginden, kristallerin ¢ézlilmesi i¢in her bir kuyucuga 100 puL.
DMSO eklenmis ve 30 dakika karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. Elisa
okuyucu (Thermo Scientific Multiskan FC) cihazinda 30 dk sonunda 570 nm dalga
boyunda absorbans dl¢iimleri gergeklestirilmistir. Ornegin uygulanmadigi sadece
besiyeri iceren kontrol grubunda hiicre canliligit %100 olarak kabul edilmistir.
Esitlik 3.1°de verilen denklem kullanilarak érneklerin bulundugu kuyucuklardaki

hiicre canlilig1 % olarak hesaplanmistir.

Ornek Absorbansi

Hiicre Canliligt % = x100 (3.1)

Kontrol Absorbansi
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4.1 Sentezlenen Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin LC-MS

Analizi

Kat1 faz peptit sentez yontemiyle sentezlenen LVPK (Leu-Val-Pro-Lys) ve IVPK
(Ile-Val-Pro-Lys) peptit dizileri uygun kosullarda re¢ineden ayrilmistir. Sentez
sonras1 LVPK peptidi i¢in ham iiriin miktar1 yaklagik olarak 62 mg, IVPK peptidi
icin ham iriin miktar1 yaklastk 60 mg olarak tespit edilmistir. Peptitlerin
karakterizasyonu ve yapisal dogrulamasi amaciyla Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization — Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
analizi gerceklestirilmistir. Analiz i¢in 1’er mg peptit hassas terazide tartilip
epandorf tiiplerine aktarilmis ve iizerlerine 1’er mL ultra saf su eklenerek
¢cozllmiistiir. 1 mg/mL konsantrasyonundaki peptit ¢ozeltileri 0,22 pum por boyutlu
selilloz asetat filtreden gegirilerek viallere siiziilmiistiir. Siiziilen 1mg/mL’lik
cozeltiler MALDI-TOF-MS analizinde kullanilmistir. Sekil 4.1’de LVPK ham

peptidine ait MS spekturumu sunulmaktadir.
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Sekil 4.1 LVPK ham peptidine ait MALDI-TOF-MS spektrumu

LVPK peptidinin teorik olarak molekiil agirlig1 455.56 g/mol olarak hesaplanmustir.
LVPK peptidinin molekiil agirligina gore beklenen iyonlara ait teorik m/z degerleri

Tablo 4.1’da sunulmustur.

Tablo 4.1 Teorik ve deneysel m/z degerlerinin karsilastirilmasi

Iyon Ad1 Teorik m/z Degeri Deneysel m/z Degeri
[M+H]* 456.567 455.679
[M+Na]* 478.549 478.272
[M+K]* 494.523 494.054

MALDI-TOF MS analizi sonucunda elde edilen deneysel m/z degerleri ile teorik
olarak hesaplanan iyon tiirleri karsilagtirildiginda, sentezlenen LVPK peptidinin
yapisal dogrulugunu destekleyen giiclii bir uyum goézlemlenmistir. Spektrumda en
yiiksek yogunluklu pik, teorik olarak 456.567 m/z degerine sahip olan [M+H]"
iyonuna karsilik gelen 455.679 m/z olarak tespit edilmistir. Bunun yani sira,
478.272 m/z ve 494.054 m/z degerlerinde gbzlenen pikler, sirasiyla [M+Na]* ve
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[M+K]" iyonlari ile uyumludur. Bu sonuglar, peptidin basarili bir sekilde

sentezlendigini gostermektedir.

Sentezlenen LVPK ham peptidine ait saflik profili, Liquid Chromatography—
Electrospray Ionization Mass Spectrometry (LC-ESI-MS) analizi ile
degerlendirilmistir. Analiz sonucunda, kromatogramda elde edilen piklerin alan

ylizdelerine gore peptidin yaklasik %80 saflikta oldugu belirlenmistir.

Analiz stirecinde kullanilan gradient eliisyon programi Tablo 4.2’de verilmistir.
LC-ESI-MS sisteminde kullanilan mobil fazlar: Eluent A: su (%0.085 formik asit,
v/v) ve Eluent B: asetonitril (%0.085 formik asit, v/v) olup eliisyon programi, hedef

peptidin etkin ayrilmasi ve tespit edilmesi amaciyla optimize edilmistir.

Tablo 4.2 LC-ESI-MS analizi i¢in kullanilan gradient eliisyon programi

Zaman (dk) Eluent B (% ACN+FA)
0.01 10
6.00 10
26.00 40
30.00 5
30.01 -

Elde edilen LC kromatogrami Sekil 4.2°de sunulmustur. Kromatogramda, 7.538
dakikada gozlenen ana pik %73.67 oranla en yiiksek alan ylizdesine sahiptir ve
hedef LVPK peptidini temsil etmektedir. Diger pikler ise muhtemel sentez yan

iirlinleri veya koruyucu gruplarin pargalanma iiriinlerini isaret etmektedir.
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Sekil 4.2 LVPK ham peptidine ait LC kromatogrami1

Tablo 4.3 LVPK ham peptidinin LC kromatogramindan elde edilen kantitatif

veriler
Pik No Alkonma Alan Yiikseklik Alan (%)
Zamam (dk)
1 4371 692771 82755 2.24
2 6.114 2094100 236489 6.65
3 6.808 3693810 265333 11.7
4 7.538 24406857 1448269 73.67
5 11.325 565111 28875 1.7
6 13.747 1336575 22289 4.04
Toplam 100.000

Kat1 faz peptit sentez yontemi kullanilarak senztelenen IVPK ham peptidinin

MALDI-TOF-MS analizine ait MS spektrumu Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3 IVPK ham peptidine ait MALDI-TOF-MS spektrumu

IVPK peptidinin teorik molekiil agirligi 455.56 g/mol olarak hesaplanmistir. MS
analizinde gozlenmesi gereken iyonlara ait teorik m/z degerleri Tablo 4.4’te

Ozetlenmistir.

Tablo 4.4 Teorik ve deneysel m/z degerlerinin karsilastirilmasi

Iyon Ad1 Teorik m/z Degeri Deneysel m/z Degeri
[M+H]* 456.567 455.833
[M+Na]* 478.549 478.114

IVPK peptidinin teorik molekiil agirligt 455.56 g/mol olarak hesaplanmistir.
MALDI-TOF MS analizi sonucunda elde edilen m/z degerleri, teorik olarak
ongoriilen iyon tiirleriyle karsilagtirllmis ve peptidin yapisal biitiinliigiini
dogrulayan sonuglar elde edilmistir. [M+H]+ ve [M+Na]+ gozlemlenen baslica

iyonlardir. Teorik ve deneysel m/z degerleri Tablo 4.4'te sunulmaktadir.

MALDI-TOF MS analizi sonucunda elde edilen deneysel m/z degerleri ile teorik
olarak hesaplanan iyon tiirleri karsilastirildiginda, sentezlenen IVPK peptidinin

yapisal dogrulugunu destekleyen yiiksek uyum gozlemlenmistir. Spektrumda en
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yliksek yogunluklu pik, teorik olarak 456.567 m/z degerine sahip olan [M+H]+
iyonuna karsilik gelen 455.833 m/z olarak tespit edilmistir. Bunun yani sira,
478.114 m/z degerinde gozlenen diger bir pik, teorik degeri 478.549 m/z olan
[M+Na]+ iyonu ile uyumludur. Bu sonuglar, peptidin basarili bir sekilde

sentezlendigini ve hedef molekiil agirliginda {iriin elde edildigini gdstermektedir.

Ham IVPK peptidinin saflik analizi, LC-ESI-MS yontemiyle gerceklestirilmis olup,
elde edilen kromatogram Sekil 4.4’te sunulmaktadir. Kromatografik profilde
gbzlenen major pik, hedef peptidin varligin1 dogrularken; diisiik yogunluklu minér
pikler sentez yan {riinleri veya kismen korunmus ara drlinler ile

iligkilendirilmektedir.
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Sekil 4.4 IVPK ham peptidine ait LC kromatogrami1

Elde edilen kromatogram {izerinden yapilan pik alan1 hesaplamalarina gére peptidin
saflig1 yaklagik olarak %69.8 olarak belirlenmistir. Saflik orani, major pike karsilik
gelen alikonma zamanindaki sinyalin toplam sinyale oranit esas alinarak
hesaplanmistir. Analiz sirasinda kullanilan gradient eliisyon protokolii ise Tablo

4.5’te sunulmaktadir.
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Tablo 4.5 IVPK ham peptidinin LC kromatogramidan elde edilen kantitatif

veriler
Pik No Alikonma Alan Yiikseklik Alan (%)
Zamam (dk)
1 4.471 1054722 108817 4.4
2 6.079 2934059 300654 12.2
3 6.770 2277217 217667 9.5
3 7.539 16778362 1447202 69.8
4 11.337 214250 16324 0.9
5 14.139 762452 8843 32
6 18.668 266748 30705 1.2
Toplam 100.000

4.2 Sentezlenen Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Prep-
HPLC ile Saflastirilmasi

LVPK peptidinin safligin1 artirmak ve yan iirlinlerden arindirmak amaciyla
preparatif HPLC yontemi uygulanmigstir. Saflastirma isleminde, daha 6nce LC-ESI-
MS analizinde kullanilan gradyan eliisyon protokolii temel alinmistir (Bkz. Tablo

42).

Preparatif HPLC analizi sonucunda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°de sunulmustur. Bu kromatogramlarda, hedef peptit fraksiyonlarinin ayristigi

bolgeler belirgin sekilde gozlenmektedir. Pikler arasi net ayrim, safsizliklarin etkin
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sekilde uzaklastirilmasina olanak saglamistir. Fraksiyon toplama islemi, hedef

peptide karsilik gelen major pik bolgesi dikkate alinarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.5 LVPK ham peptidine ait preparatif HPLC kromatogrami (210 nm)

Preparatif HPLC analizinde gdzlenen major pike karsilik gelen 9 numaral
fraksiyon, 12. dakikada eliie olmus ve bu fraksiyon hedef saf peptid bolgesi olarak
degerlendirilmistir. ilgili fraksiyonlar toplanarak organik faz rotary evaporasyon ile
uzaklastirilmig ve ardindan Ornek liyofilizasyon ile kurutulmustur. Bu islem

sonucunda yaklasik 10 mg saf peptit elde edilmistir.

IVPK ham peptidinin saflagtirilmast amaciyla gerceklestirilen Preparatif HPLC
uygulamasinda, daha 6nce LC-ESI-MS analizinde optimize edilen gradient eliisyon
protokolii kullanilmistir (Bkz. Tablo 4.2). Saflagtirma islemine ait kromatografik

veri, Sekil 4.6’da sunulmaktadir.
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Sekil 4.6 IVPK ham peptidine ait preparatif HPLC kromatogrami1 (210 nm)

Preparatif HPLC analizinde IVPK peptidine ait major pik, 11-13. dakika araliginda
eliie olmugtur. Bu zaman diliminde gozlenen ve ayni pike karsilik geldigi belirlenen
10 numarali fraksiyon toplanarak, organik fazi buharlastirilmis ve elde edilen iiriin
liyofilizasyon yontemi ile kurutulmustur. Saflastirma islemi sonucunda yaklasik 20

mg saf peptit elde edilmistir.

4.3 Saflastirilmis Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin LC

Analizi

Saflastirilmis LVPK peptidine ait dogrulayici analiz, LC-ESI-MS yontemi ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen LC kromatogram Sekil 4.7°de sunulmaktadir.
Kromatogramda hedef peptide karsilik gelen tek bir dominant pik gézlenmis olup,
bu durum iiriiniin yiiksek saflikta elde edildigini dogrulamaktadir. Onceki
kromatogramlara kiyasla yan iirlinlere ait piklerin belirgin sekilde azaldigi veya

tamamen kayboldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7 Saf LVPK peptidine ait LC kromatogrami

Tablo 4.6 Saf LVPK peptidinin LC kromatogramindan elde edilen kantitatif

veriler
Pik No Alikonma Alan Yiikseklik Alan (%)
Zamam (dk)
1 2.178 2058773 85419 7.86
2 4371 397083 64659 1.5
3 5.024 429091 43427 1.63
4 6.440 567999 46839 2.17
5 7.284 22294855 1372717 85.18
6 7.746 423397 40733 1.6
Toplam 100.000

Kromatogramda, 7. dakikada gdzlenen ana pik %85 oranla en yiliksek alan

yiizdesine sahiptir ve hedef saf LVPK peptidini temsil etmektedir.

IVPK saf peptidin dogrulanmasi amaciyla gerceklestirilen LC-ESI-MS analizi

sonucunda elde edilen kromatografik veri Sekil 4.8’de sunulmustur. Her iki
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kromatogramda da hedef peptide karsilik gelen major pik, tek ve belirgin olarak
gozlemlenmis olup, bu durum {iriiniin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir.

Yan iiriinlere ait minor pikler gézlenmemis ya da ihmal edilebilir diizeydedir.
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Sekil 4.8 Saf IVPK peptidine ait LC kromatogrami

Tablo 4.7 Saf IVPK peptidinin LC kromatogramindan elde edilen kantitatif

veriler
Pik No Alkonma Alan Yiikseklik Alan (%)
Zamam (dk)
1 2.828 2045769 88949 7.67
2 4.348 506415 60438 1.9
3 5.040 359778 39698 1.34
4 6.424 603112 50113 2.26
5 7.272 22895481 1445041 85.9
6 7.751 242037 22493 0.9
Toplam 100.000
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Kromatogramda, 7. dakikada gbzlenen ana pik yaklasik %85.9 oranla en yiiksek
alan ytizdesine sahiptir ve hedef saf IVPK peptidini temsil etmektedir.

4.4 Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Antioksidan

AKktivitesinin Belirlenmesi

4.4.1 DPPH Yontemi ile Antioksidan Aktivite Calismasi

0.ImM hazirlanmis olan DPPH ¢ozeltisi ve 0.1 mg/mL peptit ¢ozeltilerinin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda (0.0025 - 0.1
mg/mL) c¢ozeltiler hazirlanmis olup V-1800, Shimadzu UV Spektrofotometre
cihazinda 517 nm’de &lgiimler alinmustir. {lk olarak baseline alinmis daha sonra
kullanilan cihazin prensibi geregi etanol iceren kiivet cihazda birakilmis ve
hazirlanmis olan DPPH ¢dzeltisi yaklasik 0.7 mL olacak sekilde blank alinmak
izere kiivete eklenmistir. Blank i¢in 517 nm’de alinan absorbans degeri 0.726 ve

0.702 olarak olctilmiistiir.

Peptit ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 0.0025, 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 ve
0.1 mg/mL olacak sekilde etanol ile seyreltilerek hazirlanmig ve her konsantrasyon
degeri i¢cin DPPH ¢ozeltisi eklenerek karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Daha
sonra UV-1800, Shimadzu UV Spektrofotometre cihazinda 517 nm’de 6lgiim
alimmigtir. LVPK ve IVPK peptitlerine ait % antioksidan aktivitelerini (AA)

gosteren degerler Tablo 4.8 ve Tablo 4.9°da sunulmustur.
% Antioksidan aktivitesinin hesaplanmasi i¢in esitlik (4.1) ile hesaplama
yapilmustir.

Blank Abs degeri —Peptitin Abs degeri
Blank Abs degeri

%AA = x100 @.1)
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Tablo 4.8 LVPK peptidinin konsantrasyona gore gosterdigi % antioksidan

aktivite degerleri

Konsantrasyon ABS Antioksidan Aktivite
(mg/mL) (“e)
0.0025 0.331 %52.78
0.005 0.386 %44.93
0.01 0.239 %65.9
0.02 0.243 %66.52
0.04 0.220 %69.69
0.06 0.230 %68.31
0.08 0.222 %69.42
0.1 0.178 %75.48

Tablo 4.9 IVPK peptidinin konsantrasyona gore gosterdigi % antioksidan aktivite

degerleri
Konsantrasyon ABS Antioksidan Aktivite
(mg/mL) (“e)
0.0025 0.328 %53.21
0.005 0.284 %59.48
0.01 0.242 %65.47
0.02 0.224 %69.14
0.04 0.236 %67.49
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Tablo 4.9 IVPK peptidinin konsantrasyona gore gosterdigi % antioksidan aktivite

degerleri (devami)

0.06 0.250 %65.56
0.08 0.263 %63.77
0.1 0.258 %64.46

Iki peptit icin % antioksidan aktivite karsilastirildiginda en yiiksek konsantrasyon
olan 0.1 mg/mL’de LVPK peptidi %75.48 aktivite gosterirken, IVPK peptitdi
%64.46 aktivite gostermektedir.

4.5 Dogal Kaynakh Sentetik Peptitlerin Antikanser

AKktivitesinin Belirlenmesi

Dogal kaynakli sentetik peptitlerin daha 6nceki literatiir caligmalarinda antikanser
ozelliginin oldugu belirtilmis olup hangi peptit dizisinin antikanser 6zelliginin daha
yliksek oldugu literatiirde belirsiz kalmistir. Dizilerin sitotoksik aktivitesinin
karsilastirilmast icin MCF-7 hiicre hatt1 tlizerinde dizilerin sitotoksik etkisinin
incelenmes MTT testi ile gergeklestirilmistir. LVPK ve IVPK peptitleri, MCF-7
meme kanseri hiicreleri %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin
iceren DMEM High Glucose (4.5 g/L) besiyerinde ortam sicakligi 37 °C olacak
sekilde %95 nem ve %5 CO2’de inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra hiicrelerin yogunlugu ve morfolojisi mikroskop altinda

incelenmistir.
4.5.1 Sitotoksisite Analizi ile Antikanser Aktivite Saptanmasi

LVPK ve IVPK peptitilerin sitotoksisite analizi MCF-7 meme kanseri hiicre hatti
kullanilarak MTT testi ile ger¢eklestirilmistir. MTT tuzu, suda ¢oziindiigiinde sar1
renk verirken canli hiicreler tarafindan hiicre i¢ine alinir. Mitokondride bulunan
stiksinat dehidrojenaz enzimi MTT tuzunu indirgeyerek formazan kristali meydana
gelmesini saglar. Bu indirgenme reaksiyonu yalnizca metabolik olarak aktif

hiicrelerde meydana gelir ve reaksiyonun gergeklesme diizeyi hiicrelerin canlilik
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durumunu yansitir. Olusan formazan kristal miktari, 6rnekteki canli hiicre sayisi ile

dogru orantihidir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis olan 6rneklerin; MTT testiyle MCF-7 hiicre

ve 72. saatlerdeki hiicre canliligina olan etkisi incelenmis ve elde

hatt1 tizerinde 24.

edilen sonugclar sirasiyla sekil 4.9 ve sekil 4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.10 72 saat i¢cin LVPK ve IVPK peptitlerinin MCF-7 hiicrelerinin hiicre
canliligina etkisi
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ICso (Inhibitory Concentration 50), bir maddenin test edilen biyolojik sistemde
hedefledigi aktivitenin %50’sini inhibe ettigi konsantrasyonu ifade etmektedir.

LVPK ve IVPK peptitlerine ait ICso degerleri tablo 4.10°da sunulmustur.

Tablo 4.10 LVPK ve IVPK peptitlerinin MCF-7 hiicre hattindaki ICso degerleri

Siire Peptit ICso degeri (ug/mL)
24 saat IVPK >400
72 saat IVPK ~401.05
24 saat LVPK >400
72 saat LVPK ~343.2

24 saat ve 72 saat sonuglarini inceledigimizde IVPK peptidinin ancak yiiksek
konsantrasyonlarda iyi sonuclar verdigi gozlemlenmistir. 24 saat sonuclarinda
hiicre canliligin1 %33 oraninda azalttigini gozlemlerken 72 saat sonuglarinda hiicre
canlilif1 ancak %350 oraninda azalmistir. LVPK peptidinde 24 saat sonuglarinda
hiicre canliliginin artan peptit konsantrasyonu ile birlikte azaldigi ve 72 saat

sonuglarinda ise hiicre canliligini yaklasik %53 oraninda azalttig1 gézlemlenmistir.

4.6 Sonuclar ve Oneriler

Tez kapsaminda siyah soya fasulyesinden dogal olarak elde edildigi literatiirde
bildirilen Leu/Ile-Val-Pro-Lys (L/IVPK) tetrapeptit dizilerinin, kat1 faz peptit
sentez (SPPS) yontemi ile sentetik olarak {iretimi, karakterizasyonu, saflastirilmasi
ve antioksidan ile antikanser aktivitelerinin karsilastirilmali incelenmesi

gerceklestirilmistir.

LVPK ve IVPK peptitleri sentezlenmis ve LC-MS ve MALDI-TOF-MS analizleri
ile molekiillerin dogruluklari saptanmistir. RP-HPLC ile her iki peptit saflastirilarak
yliksek saflikta elde edilmistir.
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Antioksidan aktivite etkinliginin belirlenmesi icin DPPH radikal siipiirme yontemi
ile degerlendirilmis olup her iki peptidin farkli konsantrasyonlardaki antioksidan
aktivitesi gosterilmigtir. LVPK peptidi, %75,48 oraninda gosterdigi inhibisyon
orantyla IVPK peptidine gore daha yliksek antioksidan aktivite gdstermistir. Sonug
olarak amino asit dizilimindeki farkliliklarin antioksidan etkinlik {izerinde
belirleyici bir etkisi oldugu ve hangi peptidin daha yiiksek antioksidan aktivite

gosterdigi tez kapsaminda ortaya konmustur.

MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki antikanser aktivite degerlendirilmesinde MTT
sitotoksisite analizine gore, LVPK peptidinde 24 saatlik inkiibasyonda hiicre
canliligint %35 oraninda azaltirken, 72 saatlik inkiibasyonda bu oran %53 olarak
gozlemlenmigtir. IVPK peptidinde ise 24 saatte yaklasik %33’lik bir hiicre canlilig1
azalmasi goriilmiis olup 72 saatte ancak en yiiksek konsantrasyon degerinde hiicre
canliligin1 %50 oraninda azaltmistir. Sonug olarak LVPK peptidinin daha etkili bir

sitotoksik etki gdsterdigi ortaya konulmustur.

Elde edilen veriler dogrultusunda LVPK peptidinin hem antioksidan hem de
antikanser etkilerinin IVPK peptidine kiyasla daha belirgin oldugu
gozlemlenmistir. Dizilimdeki Lésin (Leu) ve izoldsin (Ile) gibi yapida benzer olan
amino asitlerin biyolojik etkide farklilik gdsterebildigi ve peptit biyolojik aktivitesi
tizerinde kritik rol oynayabilecegi gosterilmektedir. Antioksidan etkinlik, serbest
radikal temzileme kapasitesi ile dogrudan iliskili olmaktadir. LVPK peptidinin
hiicre ortamindaki oksidatif stres kosullarinda daha etkili bir savunma
gosterebilecegi potansiyelini ortaya koymustur. LVPK peptidinin MCF-7 hiicre
hattinda gdstermis oldugu sitotoksik etki belirgin olarak meme kanseri tedavisinde

IVPK peptidinie gore daha yiiksek potansiyelli bir molekiil oldugunu gostermistir.

LVPK peptidinin MCF-7 hiicre hattinda gostermis oldugu sitotoksik etkiyi farkli
kanser hiicre hatlarinda gozlemleyerek diger kanser tiirleri agisindan da
sitotoksisitesi aktivitesinin degerlendirilmeli ve bdylece kanser tedavisi agisindan
daha genis bir perspektif ortaya konulmasi onemlidir. Ek olarak saglikli hiicre
hatlarindaki ¢aligmalar peptidin segiciligini ve toksisite profilini ortaya koymak
acisindan 6nemlidir. Tezde elde edilen in vitro ¢alismalar dogrultusunda hayvan
modellerinde degerlendirilmesi peptidin biyoyararlanimi, farmakokinetigi ve

toksikolojik etkileri bakiminda daha net veriler saglayacaktir.
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LVPK peptidinin terapotik etkinliinin artirilmasimi saglamak i¢in cesitli
modifikasyonlar denenebilir. PEGilasyon (polietilen glikol eklenmsei) peptitidin
dolagim siiresini uzatmakta proteolitik enzimler tarafindan yikimini azaltmakta ve
bagisiklik sistemi tarafindan yikimini engellemektedir. Bu sekilde peptidin
biyolojik stabilitesi artirilabilir. Lipozomal enkapsiilasyon yontemi denenerek
peptidin lipozom i¢ine entegre edilmesi sonucu fiziksel koruma saglanabilir. Bu
sayede hedefli tasimaya da imkan saglanmis olur. Lipozomlar tiimér hiicrelerinde
pasif  hedefleme gergeklestirebilir. Yiizeyleri belirli ligandlarla
fonksiyonlandirildiginda  aktif hedeflemede miimkiin hale gelebilir. Bu
uygulamalar sayesinde LVPK peptidinin biyoyararlanimi ve hiicresel hedeflere
yonelik ulagimimi artirarak daha etkili ve giivenli bir antikanser ajan olarak

degerlendirilmesine olanak saglayabilir.

Siyah soya fasiilyesi gibi yliksek protein yogunluguna sahip gida kaynaklarindan
izole edilen biyoaktif peptitler, antioksidan ve antikanser 6zelliklerin yani sira
fonsiyonel gida bileseni ve takviye edici gida olarak degerlendirilebilir. Bu sekilde
diizenli tiikketim hiicrelerdeki oksidatif stresin azalmasina ve bagisiklik sisteminin
desteklenmesi yoluyla kanser olusumu riskini diisiirmeye yardimci olabilir.
Biyoaktif peptitlerin fonksiyonel gida formiilasyonlarina entegre edilmesi, hem
koruyucu saglik uygulamalarina kat1 saglayacaktir hemde kanser gibi hastaliklarin

onlenmesinde yenilikgi {iriin gelistirilmesine zemin hazirlayacaktir.

Tez kapsaminda elde edilen bulgular sonucunda, dogal kaynakli sentetik peptitlerin
ozellikle LVPK peptidinin kanser tedavisine destek amacli kullanilabilecek
terapotik bir ajan potansiyeline sahip olabilecegi degerlendirilmistir. LVPK peptidi
hem antioksidan hem de antikanser aktiviteler agisindan IVPK peptidine gore daha
diisiik konsantrasyonlarda yiiksek etkinlik gdstermistir. Gida kaynakli olmasi,
toksisitesinin diisiik olmasi bu tiir peptitlerin takviye edici gida 6zelliginin yani sira

profilaktik yani dnleyici amaglarla da kullanilabilecegini gostermektedir.
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