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OZET

YAGI ALINMIS FINDIK POSALARININ TRiPSIiN,
KiMOTRIPSIN VE TERMOLISIN ENZIMLERI iLE MUAMELE
EDILMESI SONUCU OLUSAN BAZI BiYOAKTIF
PEPTITLERIN BELIRLENMESI

Ahmet Furkan CAGLAR
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez danismani: Dog. Dr. Ibrahim GULSEREN

Kasim-2019, 130 Sayfa

Ulkemizde dolagim sistemi hastaliklar1 8liim olaylarinin birincil nedenidir. Dolasim
sistemi hastaliklarinin risk faktorleri arasinda da hipertansiyon ve diyabet tedavisinde
kullanilan ACE ve DPP-IV inhibitorlerinin 6nemli rolii bulunmaktadir. Bu
inhibitorlerin milli bir ham maddemizden iiretilmesi toplumumuz igin yararli bir
yaklagim olacaktir. Bu ¢alismanin amaci, iilkemiz igin ekonomik 6neme sahip Giresun
tombul findik posasindan proteoliz, fraksiyonlama, LC-MS/MS ve uygun in silico
teknikler kullanilarak antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler
tanimlamak ve bunlarin g¢esitli 6zelliklerini (fizikokimyasal, biyoaktif) belirlemektir.

Alkali ekstraksiyonu-izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle findik posalarindan konsantre
edilmis proteinler, 3 farkli enzimle (tripsin, kimotripsin ve termolisin) hidroliz
edilmistir. Sonrasinda bu hidrolizatlardan anyon degisimi yontemleri ile fraksiyonlar
elde edilmis ve bu fraksiyonlarda cesitli aktivite (ACE, DPP-IV ve antioksidatif)
testleri yapilmistir. Daha sonra da ACE inhibisyonu ve DPP-IV inhibisyonu aktivitesi
gosteren fraksiyonlar LC-MS/MS analiz teknikleriyle incelenerek peptit dizilimleri
belirlenmistir. Bu peptitlerin, baz1 fizikokimyasal ve biyoaktif 6zellikleri, literatiirde
bulunan in silico yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Aktiviteleri in silico
tekniklerce dogrulanan peptitlerin arasindan (PeptideRanker degerine gore) en yiiksek
aktiviteye sahip olanlar se¢ilmis ve inhibisyon mekanizmas: yine in silico teknikler

kullanilarak incelenmistir.

Elde edilen sonuglara gore fraksiyonlarda en yiiksek aktivite degerleri 3 hidrolizatta

da (tripsin, kimotripsin ve termolisin) yapilan ACE testlerinde goriilmiistiir. Bunun



yani sira DPP-1V 6nleyici ve antioksidan aktivite testlerinde ¢ok sayida fraksiyonda
aktivite gézlenmis ancak aktivite degerleri nispeten diisiik bulunmustur. Uygun LC-
MS/MS ve in silico yontemler kullanilarak ACE aktif fraksiyonlarda 192 adet ve DPP-
IV aktif fraksiyonlarda ise 14 adet peptit belirlenmistir. DPP-1V inhibisyonu gosteren
peptitler arasinda YDLDFK triptik peptidinin DPP-IV {izerinde 10 muhtemel
baglanma noktasina sahip oldugu bulunmustur. Farkli enzimlerle muamele sonucu
olusan SPLAGR (tripsin), VPHW (kimotripsin) ve PGHF (termolisin) peptitlerinin,
ACE iizerinde sirasiyla 16, 10 ve 11 muhtemel baglanma noktalarina sahip olduklari

bulunmustur.

Yapilan ¢aligmada belirlenen aktif peptitler, gelecekte farmakolojik ¢alismalara konu
edilebilir veya kontrolsiizce tiiketilebilen gidalarda fonksiyonel bilesik olarak
kullanilabilirligi degerlendirilebilir. Bu sayede hipertansiyon ve diyabetle miicadelede

onemli katkilar saglayabilmesi miimkiin olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Findik, ACE inhibisyonu, DPP-1V inhibisyonu, tripsin,
kimotripsin, termolisin, biyoaktif peptit, antidiyabetik aktivite, antihipertansif aktivite,

antioksidatif aktivite, inhibisyon mekanizmasi



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME BIOACTIiVE PEPTIDES
FORMED BY TREATMENT OF DEGREASED HAZELNUT
PULPS WITH TRYPSIN, CHYMOTRYPSIN AND
THERMOLYSIN ENZYMES

Ahmet Furkan CAGLAR
Master of Science, Food Engineering
Supervisor: Dr. Ibrahim GULSEREN

November-2019, 130 Pages

Cardiovascular system diseases are the leading cause of fatalities in Turkey. ACE and
DPP-1V inhibitors play an important role in the treatment of hypertension and diabetes,
which are among the risk factors of cardiovascular system diseases. The production of
these inhibitors from a national raw material would be a useful approach for our
society.The aim of this study was to identify antihypertensive, antidiabetic and
antioxidative peptides using proteolysis, fractionation and LC / MS-MS techniques
from the pulp of Turkish Tombul hazelnut. It is also to evaluate the physicochemical

and bioactive properties of these peptides using in silico techniques.

In the reserch, concentrated proteins from hazelnut pulps were hydrolyzed with 3
different proteolytic enzymes (trypsin, chymotrypsin and thermolysin). Then, anion
exchange based fractions were obtained from hydrolysates and various activities
(ACE, DPP-IV and antioxidative) tests were performed in these fractions. The
fractions with ACE inhibition and DPP-IV inhibition activity were examined by LC /
MS-MS analysis techniques and peptide sequences were determined. Physicochemical
properties and bioactive properties of these peptides were evaluated using in silico
methods. Among the peptides whose activity was confirmed by in silico techniques,
the ones with the highest activity (according to the PeptideRanker value) were selected

and the inhibition mechanism was also examined using in silico techniques.

According to the results, the highest activity values were observed in ACE tests in all
the hydrolysates (trypsin, chymotrypsin and thermolysin). In addition, DPP-1V
inhibitor and antioxidant tests showed activity in many fractions but their activity
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values were relatively low. Using the appropriate LC / MS-MS and in silico methods,
192 ACE active and 14 DPP-1V active peptides were determined. Among the active
peptides showing DPP-1V inhibition, the YDLDFK tryptic peptide had 10 possible
binding sites on DPP-IV. SPLAGR (trypsin), VPHW (chymotrypsin) and PGHF
(thermolysin) peptides formed by treatment with different enzymes had 16, 10 and 11
possible binding sites on ACE, respectively.

Active peptides identified in the study, may be subject to future pharmacological
studies or its use as functional compound in foods that can be consumed uncontrolled.
Thus, it will be possible to make important contributions in the struggle against
hypertension and diabetes.

Keywords: Hazelnut, ACE inhibition, DPP-1V inhibition, trypsin,
chymotrypsin, thermolysin, bioactive peptide, antidiabetic activity, antihypertensive

activity, antioxidative activity, inhibition mechanism
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GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization- WHO), kalp hastaliklar1 ve kalp
krizine bagli 6liimlerin 2020 yil1 itibari ile diinyadaki 6liim olaylarinin en sik goriilen
sebebi olacag1 ongdriislinii yapmaktadir (Erdmann vd., 2008). Tiirkiye’de 2017 ve
2018 yil1 verilerine gore tiim 6liim olaylar1 arasinda koroner kalp hastaliklar1 ilk sirada
yer almaktadir (TUIK, 2019). Diyabet ve hipertansiyon, genellikle birlikte goriilen ve
yayginlik orami yiiksek iki hastalik grubudur. Ulkemizde yaklasik olarak eriskin her 3
kisiden 1’inde hipertansiyon vardir (Saglam vd., 2008). Tip-2 diyabet siklig1 da
tilkemizde alarm verici bir artis hiz1 géstermektedir (Onat vd., 2013). Tiirkiye’de 2008
-2012 yillar1 arasinda diyabetli kisi sayis1 yaklasik olarak %107 artmustir. Ulkemizde
diyabetin toplam maliyeti SGK 2012 yili verilerine gore yaklasik 10 milyar TL
olmustur. Yine diyabetin, saglik harcamalarinin toplam maliyetindeki payi ise %22,6
olarak bulunmustur (Tiirkiye Diyabet Program1 2015-2020). Dolayisiyla hipertansiyon
ve diyabet gibi risk faktorlerinin yayginlagmasinin oniine gegmek i¢in aliabilecek
tim tedbirler 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte sentetik ilaglarin yan etkileri
dolayisiyla daha ucuz ve giivenli alternatif {irlinlerin kullanimina yonelik ¢aligmalar
biitlin diinyada siirdiiriilmektedir. Bu baglamda, hayvan ve bitki kokenli peptitler ile
sentetik peptitler alanlarinda ¢aligmalar bulunmaktadir (Hong vd., 2008).

Anjiyotensin I-doniistiiriici enzim (ACE) yogun olarak glikozidik baglar igeren,
membrana bagl bir ¢ginko metalloproteazidir. Bu enzim, anjiyotensin I hormonunu, bir
damar daraltici (vazokonstriktor) olan anjiyotensin II hormonuna cevirir. Ayrica
bradikinin ismiyle bilinen peptiti de yikima ugratarak, bu peptitin damar genisletici
(vazodilator) fonksiyonunu engeller. Bu sekilde, ACE, tansiyonu yiikseltir ve kandaki
stvi ve tuz dengesini belirler (Hartmann ve Meisel, 2007; Vermeirssen vd., 2004).
Anjiyotensin I-doniistiiriici enzim (ACE) 6nleyici peptitler, hipertansiyonu diigiirme

potansiyeli olan biyoaktif peptitlerdir.

Diyabette artmis bir oksidatif stres durumu gézlenmekte ve oksidatif stresin mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlara neden oldugu pek cok arastirmaci tarafindan
vurgulanmaktadir. Antioksidanlar, oksidatif stres durumunu kontrol altina alabilir,
oksitlenebilir bir substratin oksidasyonunu geciktirebilir veya onleyebilirler. Bu
baglamda antioksidanlar biiyiik 6nem kazanmaktadir (Chakrabarti vd., 2014; Li ve Yu,
2015; Unal vd., 2018; Pisoschi ve Pop, 2015). Anjiyotensin I-doniistiiriicii enzim



(ACE) inhibitorleri, hipertansiyon tedavisi ve diyabetik nefropatinin (mikrovaskiiler
bir komplikasyon) engellenmesi amaciyla kullanilmasinin yani sira bu inhibitorler
ayn zamanda antioksidan aktivite gosterebilmektedir. Dolayisiyla diyabet tedavisinde
antidiyabetiklere ek olarak antioksidan maddelerin veya antioksidan etkileri bulunan
antidiyabetiklerin ~ kullanilmas1 tavsiye edilmektedir (Kedziora-Kornatowska

vd.,2000; Memisogullar1,2006; Vincent vd., 2004).

Besin alimimin ardindan bagirsaktan salgilanan hormonlara inkretin hormonu ve
bunlarin olusturduklari etkiye de inkretin etkisi denilmektedir. Inkretinler pankreasta
glukoza bagimli insiilin salgilanmasini artirirken, glukagon salgilanmasini baskilar.
Inkretin hormonlarinin, glikoz tehdidine kars: insiilin cevabma %70°ten daha fazla
katkida bulundugu tahmin edilmektedir (Nauck vd., 2009; Holst ve Gromada, 2014).
DPP-1V (EC 3.4.14.5) bagirsak sindirim ve absorpsiyon mekanizmalarinda anahtar
enzimdir. Bu enzimin aktivitesi inkretinlerin yikimma neden olmaktadir. Tip -2
diyabetlilerde inkretin hormonlarinin bozulmus salinimmin ve hatali etkilerinin bir
kombinasyonu nedeniyle inkretin etkisi azalir. Bu durum kan sekerinin artmasina ve
viicut dokulariin zarar gérmesine neden olur. DPP-1V inhibisyonu, inkretinlerin
inaktivasyonunu Onler ve aktif oranlarini arttirir. Protein hidrolizatlarinda DPP-IV’i
in vitro inhibe edebilen ve in vivo kan glikoz seviyesini diigiirebilen biyoaktif
peptitlerin varligi, antidiyabetik aktiviteye sahip peptit liretimini tesvik etmistir

(Ahren, 2007; Barnett, 2006; Mazorra-Manzano vd., 2018).

Grubumuz tarafindan yapilan ¢alismalarda 23 adet findik proteini in silico yontemlerle
analiz edilmis ve muhtemel biyoaktif 6zellikleri incelenmistir (Giilseren, 2018). Findik
proteinlerinde gozlenecek en muhtemel biyoaktivitelerin ACE ve DPP-IV onleyici
aktiviteler oldugu, bu aktiviteler kadar siklikla rastlanmasa da findik proteinlerinin
antioksidatif etkileri de olabilecegi ongoriilmiistiir. Bu bulgulari géz Oniine alarak,
ekibimiz kisa bir in vitro 6n ¢alisma yiriitmiistiir (Giilseren, Cakir & Caglar, 2019).
Belirli kosullar altinda hazirlanan hidrolizat bir miktar (%10-40) ACE onleyici
aktiviteye sahip bulunmustur. Dolayisiyla, farkli enzimler ve tepkime kosullar
kullanilarak findik proteinlerinin biyoaktivitelerinin iyilestirilmesi ihtimali s6z
konusudur. Bu varsayim, mevcut ¢alismanin ardindaki temel fikirlerden biridir.
Dolayisiyla bu ¢alismada birden fazla proteaz ve modern fraksiyonlama teknikleri
kullanilarak ACE o6nleyici, DPP-IV onleyici ve antioksidatif etkisi bulunan biyoaktif

peptitlerin iiretilmesi planlanmigtir.
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1.1. Amino asitler

Amino asitler, yapilarinda hem amino grubu (NH2) hem de karboksil grubu (COOH)
igerirler. Dogada 300 kadar farkli amino asit bulunmaktadir. Bunlarin i¢inden
proteinlerin yapisal tinitelerini olusturan 20 amino asit, standart amino asitler olarak
bilinmektedir (Bilisli, 2009).

Standart amino asitler, a-karbon atomuna baglanmig bir amino grubu ve bir karboksil
grubu igerirler. Fizyolojik pH degerinde amino grubu pozitif yiiklidiir; karboksil
grubu ise negatif yiikliidiir. Standart amino asitler, {i¢ harfli kisaltmalar ve tek harfli
sembollerle gosterilirler (Altinisik,1998). Standart amino asitlerin kisaltilmig adlar
Tablo 1.1°de verilmistir.
( COO - J— Karboksil
\"'1—»,7 i ' grubu
Amino '~}-I3I\J_ (::a l_i

grubu

i R /" Yan zincir

Sekil 1.1: Amino asitlerin genel yapisi

Amino asitlerin 6zellikleri R grubuna bagli olarak degismektedir. Amino asitlerin R

gruplarina bagli siniflandirilmasi Sekil 1.2 de verilmistir.

Genel olarak amino asitlerin ¢gogu suda ¢oziindiikleri halde alifatik (Ala, Leu, Met,
Pro) ve aromatik (Phe, Trp, Tyr) amino asitler hidrofobik 6zellik gésteren gruplari
tasidiklarindan sudaki ¢oziiniirliikleri sinirlidir. Ortama asit veya baz eklenmesiyle
ortamda tuz olusumu saglandiginda bu amino asitlerin ¢6ziiniirliigii artmaktadir.
Ortamda diger amino asitlerin bulunmasi da ¢oziiniirliigii desteklemektedir. Amino
asitler alkollerdeki ¢oziiniirliikleri diisiik olup diger eter, kloroform ve aseton gibi non-
polar organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmemektedirler. Amino asidin ¢esidine bagli olarak

etil alkolde ¢oziiniirlik derecesi degismektedir. Ornegin, prolin ve hidroksiprolin
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etanolde iyi ¢oziintir. Amino asitlerin alkolde ¢oziiniirliikk derecelerinin diisiik olmasi

polar 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Bilisli, 2009).

Nonpolar, Alifatik R Gruplarina Sahip

CO0O~

Aromatik R Gruplarina Sahip

c|‘00‘ C00~ c|‘00‘
H :,.\'—(I:—H
CH,
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Sekil 1.2: Amino asitlerin R grubuna bagl siniflandirilmasi

Asidik ve bazik karakterleri bir arada tasiyan bilesikler amfoter olarak adlandirilirlar.

Amino asitler ¢ozelti pH degerine bagh olarak asit, baz veya zwitterion (i¢ tuz)

seklinde davranmaktadirlar. Bu nedenle amino asitler amfoter 6zellik gosterirler.

Amino asidin zwitterion sekline gectigi pH degerine izoelektrik nokta adi

verilmektedir. Her amino asit icin izoelektrik noktada pH degerleri farklilik

gostermektedir. Amino asitler, izoelektrik nokta degerinden yiiksek pH ortaminda

anyon, diisiik pH ortaminda ise katyon seklindedir.




Amino asitler maksimum UV absorbsiyonunu farkli dalga boylarinda gosterirler.
Aromatik amino asitler 200-230 nm ve 250-290 nm dalga boylarinda maksimum UV
absorbsiyonunu gostermektedirler. Protein ve peptitlerin tayinlerinde 280 nm’de

alinan absorbsiyon degerleri kullanilmaktadir.

Tablo 1.1: Standart amino asitler ve kisaltilmis adlar1 (Altinigik,1998).

AMINO ASIT 3 HARFLI TEK HARFLI
ADI KISALTMA KISALTMA
Glisin Gly G
Alanin Ala A
Valin Val \/
Losin Leu L
Izolosin Ile I
Metiyonin Met M
Fenilalanin Phe F
Triptofan Trp W
Tirozin Tyr Y
Serin Ser S
Prolin Pro P
Treonin Thr T
Sistein Cys C
Asparajin Asn N
Glutamin Gln Q
Aspartat Asp D
Glutamat Glu E
Lizin Lys K
Histidin His H
Arjinin Arg R
1.2. Peptitler

Peptitler, amino asitlerin polimerleridirler. Kuramsal olarak, bir amino asidin a-
karboksil grubunun OH’i ile diger amino asidin a-amino grubu aralarinda su vererek

peptit bagi olustururlar.

T HoF - ka
H3ﬁ—CH—ﬁ—OH & H—N—CH—CO0" ——p H;,I(I—CH—ﬁ—N—CH-—COO'
o | 0
H,0

Sekil 1.3: Peptit bagi olusumu



Peptit bagi, bir amino asidin a-karboksil karbonu ile bir bagka amino asidin a-amino
azotu arasinda olusur. Peptit bag1 kovalent bir bag olup oldukca kuvvetlidir. Peptit
yapist iki amino asitten olusuyorsa dipeptit, li¢c amino asitten olusuyorsa tripeptit, gok
sayida amino asitten olusuyorsa polipeptit adin1 almaktadir. Proteinler, yiizlerce amino

asitten olusan polipeptitlerdir (Altinisik, 1998; Bilisli, 2009).

Bir peptit dizisindeki amino asitler, genellikle amino asit kalintilar1 olarak
adlandirilirlar. Peptidin a-karboksil grubuna sahip amino asit kalintis1 bulunan ucuna
C-terminal ug, serbest a-amino grubuna sahip amino asit kalintis1 bulunan ucuna ise

N-terminal ug denilmektedir (Altinisik,1998).

Biyolojik 6neme sahip pek ¢ok peptit bulunmaktadir. Bazi peptitler proteinlerin kismi

hidrolizinden meydana gelirken bazilar1 ise 6zel peptitlerdir.
1.3. Biyoaktif peptitler

Biyoaktif peptitler kisaca viicut fonksiyonlari iizerinde olumlu etkisi olan, proteinlerin
spesifik parcalanma tiriinleri olarak tanimlanmaktadir. Bir diyet bileseninin biyoaktif
olarak kabul edilebilmesi i¢in fizyolojik olarak 6lgiilebilir bir biyolojik etki saglamasi
gerekmektedir. Bu biyoaktivitenin toksisite, alerjenite ve mutajenite gibi potansiyel
olarak zararhi etkilerin disinda, saglig1 olumlu etkileme potansiyeline sahip olmasi
gerekmektedir (Moller vd., 2008). Biyoaktif peptitler, amid veya peptit baglar1 olarak
da bilinen kovalent baglarla baglanmig amino asitlerden olugan organik maddeler olup
hormon veya ilag benzeri aktiviteler gosterebilirler. Peptitler, sentetik olarak ya da
dogal proteinlerin fermentasyonu ve enzimatik hidrolizi ile tretilebilirler. Biyoaktif
peptitlerin protein kaynagindan enzimatik hidroliz yolu ile iiretilmesinde bitkisel,
hayvansal ve mikrobiyal kokenli proteolitik enzimler kullanilmaktadir. Biyoaktif
peptitlerin tiretimi i¢in en ¢ok kullanilan enzimler arasinda hayvansal kdkenli pepsin,
tripsin, kimotripsin ve bitkisel kokenli bromelain, papain ve fisin proteazlari
bulunmaktadir. Bunlarin diginda alkalaz, termolisin gibi mikrobiyal kokenli proteolitik
enzimler de sik¢a kullanilmaktadir (Anusha ve Bindhu, 2016; Ohata vd., 2016;
Pihlanto-Leppala, 2000).

Peptitlerin biyoaktiviteleri, proteinlerin yapisindan koparildiktan sonra fizyolojik
modiilatorler olarak hareket edene kadar gizlidir. Bir peptidin kimyasal yapisi ve

aktivitesi arasindaki iligski tahmin edilememekle birlikte aktivite amino asit sekansi, N



ve C-terminal amino asidin tiirii, peptit zincirinin uzunlugu, peptiti olusturan amino

asitlerin yiik ve polaritesi gibi 6zelliklerle iliskilendirilir (Li ve Yu, 2015).

Genellikle 2-20 amino asitten olusan biyoaktif peptitler baz1 durumlarda daha fazla
amino asit igerebilir. Sindirim sisteminde enzimatik hidrolizle ortaya ¢ikabilen
biyoaktif peptitler kan dolasimma gecerek sistematik faydalar saglayabilirler.
Biyoaktif peptitler amino asit dizilimlerine bagli olarak antimikrobiyal, antioksidan,
antidiyabetik, antihipertansif gibi 6zelliklere sahip olabilmektedirler. Baz1 biyoaktif
peptitler multifonksiyonel olup birden fazla fonksiyonel fayda saglayabilirler
(Erdmann vd., 2007; Harnedy ve FitzGerald, 2012). BIOPEP adinda bir veri tabaninda
3796 farkli fonksiyonel dnemi olan peptit bildirilmistir.

1.3.1. Antihipertansif peptitler

Anjiyotensin |-donistiiriicii enzim (ACE) yogun olarak glikozidik baglar igeren,
membrana bagli bir ¢inko metalloproteazidir. ACE, atardamarlardaki kan basincini, su
ve tuz dengesini belirleyen renin-anjiyotensin sisteminde 6nemli bir role sahiptir. Bu
enzim, anjiyotensin I hormonunu, bir damar daraltici (vazokonstriktdr) olan
anjiyotensin II hormonuna ¢evirir ve buna ek olarak; bradikinin ismiyle bilinen peptidi
de yikima ugratarak, bu peptidin damar genisletici (vazodilatér) fonksiyonunu
engeller. Bu sekilde, ACE, tansiyonu yiikseltir ve kandaki s1vi ve tuz dengesini belirler
(Hartmann & Meisel, 2007; Vermeirssen vd. 2004).

Anjiyotensin I-doniistiiriicii enzim (ACE) 6nleyici peptitler, hipertansiyonu diisiirme
potansiyeli olan biyoaktif peptitlerdir. ACE onleyici peptitler, biyoaktif peptitler
arasinda iizerinde en ¢ok calisma yapilan alandir (Iwaniak vd., 2014). Bir ACE inhibe
edici peptidin potansiyeli genellikle, ACE aktivitesinin % 50 inhibe edilmesini
saglayan peptit konsantrasyonuna esdeger olan 1Cso degeri seklinde ifade edilir. ACE
inhibe edici aktivite, bir ACE inhibisyon gostergesi veya tanimlanmis bir inhibitor
peptit konsantrasyonu ile elde edilen inhibisyon yiizdesi olarak da ifade edilebilir

(Murray ve FitzGerald, 2007).

Besin kaynakli ACE inhibe edici peptitlerin yapi-aktivite iliskisi heniiz tam olarak
belirlenememis olmasina ragmen, bir ACE inhibe edici peptidin nihai potansiyelini
etkiledigi goriinen bir¢ok yapisal 6zellik tammlanmistir. Ornegin bazi anyonik
peptitler, ACE’de bulunan ¢inkoyu sellatlamasina bagli olarak inhibisyon saglayabilir

(Aluko, 2015). Giiglii bir antihipertansif aktivite i¢in peptit sekansinda bazi amino asit



kalintilarinin varligr ve pozisyonunun Kritik oldugu diisiiniilmektedir. Ruiz vd. (2004)
bir C-terminal Leu'nun ACE inhibe edici potansiyelin artmasina 6nemli dl¢iide katkida
bulunabilecegini ileri stirmistiir. Nakamura vd. (1995), Val ve Ile gibi dalli amino
asitlerin varhiginin ACE aktivitesinin inhibisyonu i¢in 6nemli oldugunu ve termolisin
ile hidroliz edilen proteinlerin, terminal bolgesinde bu dalli amino asitleri igeren
peptitleri iiretme sansini arttiracagini bildirmistir. ACE monekiiliine baglanma,
substratin veya inhibitériin C-terminal tripeptit dizisinden kuvvetli bir sekilde
etkilemektedir. Bir¢ok ¢alismada tripeptitlerin ACE inhibitérleri olarak dipeptitlerden
daha giiglii aktivite gostermistir. ACE, ii¢ C-terminal pozisyonunun her birinde
hidrofobik (aromatik veya dallanmis yan zincirler) amino asit kalintilar1 iceren
substratlarla veya inhibitorlerle daha iyi etkilesim saglamaktadir. Dogal olarak olusan
birgok ACE inhibe edici peptit, dzellikle dipeptit ve tripeptit inhibitorleri C-terminal
ucunda Tyr, Phe, Trp, Pro veya Lys amino asitlerini igermektedir. Peptit sekansinin C-
terminalinde Pro varligi ACE inhibisyonunu arttirmaktadir. Bu neden ile prolin amino
asidi esas yap1 olarak diisiiniilerek ilag tasarimlari yapilmis ve gelistirilen ilk madde
stiksinil-L-prolin olmustur (Bayram, 2012; Murray ve FitzGerald, 2007; Nakamura
vd., 1995).

Peptit zincirinde belirli amino asitlere ait pozisyonun ACE inhibisyonuna etkisi
tizerindeki roliinii inceleyen ¢alismalar genellikle in vitro deneyler {izerinden
yuritiilmiis ve istatistiksel modellemeler ile birlestirilmistir. Bu ¢alismalardan elde
edilen sonuglar, C-terminal dizliminin ACE inhibisyonu i¢in Onemli oldugu
konusunda tutarlidir. Yine de C-terminal aktivitesini arttirmak i¢in hangi spesifik
amino asitlerin bulunmasi gerektigi konusunda ¢eligkiler vardir (Patil vd., 2015). Baz1
ACE inhibitor peptitleri, C-terminalinde Lys veya Arg icermektedir. Yapi-aktivite
verileri, C-terminal Arg veya Lys yan zincirlerindeki pozitif yiiklii grubun, inhibe edici
aktivitelerine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugunu gostermektedir. Bu durum Ondetti
ve Cushman (1982) tarafindan belirtilen ACE aktif alan modeline uymamaktadir. Bu
sebeple ACE inhibisyon mekanizmasinin, normalde substratlar tarafindan isgal
edilmeyen alt tabakalarla veya enzimin katalitik bolgesinden farkli bir anyonik
inhibitor baglanma bélgesi ile etkilesimi oldugu iddia edilmektedir (FitzGerald ve
Meisel, 2000; Meisel,1993).

BIOPEP gibi bazi veri tabanlar1 peptitlerin potansiyelini tanimlamaya c¢aligmaktadir.

BIOPEP uygulamasi, biyolojik olarak aktif peptit dizilimlerinin bir veri tabanini,
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protein parcalarinda potansiyel biyolojik aktivite profillerinin olusturulmasini,
proteinlerin degeri Olciisiinde kantitatif tanimlayicilarin hesaplanmasi ve bir protein
zincirinde endopeptidazlar ile hidrolize duyarli baglarin tahmin edilmesini saglayan
bir program igerir. Ayrica alerjik ve toksik 6zelliklerin 6ngoriilmesi i¢in programlar

da gelistirilmistir (Minkiewicz vd.,2008).

BIOPEP veri tabani kullanilarak 6rnek bir ¢alisma olarak iyi bilinen bir ACE
inhibitériic VPP peptitinin inhibisyon mekanizmasi incelenmistir. Bu peptitin
baglanabilecegi 14 farkli amino asit oldugu ve ii¢ amino asit baglantisinin (His387,
His410 ve Ala 412) VPP tripeptitine spesifik oldugu gozlenmistir. Bu peptitle ilgili
daha detayl bilgiler boliim 3.6’da verilecektir.

1.3.2. Antidiyabetik peptitler

Biyoaktif peptitlerin dnleyici ve tedavi edici 6zellikleri tizerine en ¢ok ¢alisma yapilan
hastaliklardan biri diyabettir. Diyabet 21. yilizyilin en 6nemli saglik problemlerinden
biri olarak kabul edilmektedir. Diyabet, pankreasin insiilin tiretimindeki yetersizligi
veya salgilanan insiilinin etkisizligi nedeniyle ortaya ¢ikan en yaygin bulasici olmayan
hastaliktir. Diinyadaki diyabetli hasta sayis1 1980°de 108 milyon iken, 2014’te 422
milyona ¢ikmis ve 2040 yil1 i¢in bu sayinin 642 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir.
(Agarwal ve Gupta, 2016; Arrutia vd., 2016; Sebokova vd., 2007). Giiniimiizde
diyabet tedavisinde glukoz ve kilo kontrolii saglayan inkretin bazli tedaviler
gelistirilmistir. Bu tedaviler Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) reseptor agonistleri
ve dipeptidil peptidaz-1V (DPP-IV) inhibitorleri ile saglanmaktadir. Besin aliminin
ardindan bagirsaktan salgilanan hormonlar inkretin hormon ve olusturduklar: etki de
inkretin etkisi olarak tanimlanmaktadir. iki dnemli inkretin hormon, glukagon benzeri
peptit-1 (GLP-I) ve glukoz bagiml insiilinotropik peptittir (GIP). Inkretinler
pankreasta glukoza bagimli insiilin salgilanmasin artirirken, glukagon salgilanmasini
baskilar. Inkretin hormonlarinin, glikoz tehdidine karst insiilin cevabia % 70°ten daha
fazla katkida bulundugu tahmin edilmektedir (Nauck vd., 2009; Holst ve Gromada,
2014).

Dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V; EC.3.4.14.5), farkl1 biyolojik islemlerde yer alan ¢ok
islevli bir transmembran glikoproteindir. Prolin veya alanin kalintilarindan sonra
dipeptitleri segici bir sekilde kesen bir serin proteazdir. DPP-IV bagirsagin sindirim ve

absorpsiyon mekanizmalarinda anahtar enzimdir. Bu enzimin aktivitesi, GIP gibi



inkretinlerin yikimina neden olmaktadir. Tip-2 diyabetlilerde GLP-1’in bozulmus
saliniminin ve GIP’in hatali etkisinin bir kombinasyonu nedeniyle inkretin etkisi
azalir. Bu durum kan sekerinin artmasina neden olur ve kan damarlar1 ve sinirler basta
olmak tizere viicut dokusuna zarar verir. DPP-1V inhibisyonu, glukagon benzeri peptit
1’in (GLP-1) inaktivasyonunu Onler ve aktif GLP-1 oranini arttirir. Protein
hidrolizatlarinda DPP-IV’ii in vitro inhibe edebilen ve in vivo kan glikoz seviyesini
diistirebilen biyoaktif peptitler iizerine calismalar yapilmaktadir (Ahren, 2007,
Barnett, 2006; Mazorra-Manzano vd., 2018).

Lacroix ve Li-Chan (2012a) tarafindan yapilan in silico ¢alismada, 34 proteini
degerlendirmis ve DPP-IV inhibitor aktivite gosterdigi literatiir verileri ile eslesen
2256 peptit sekansi bulunmustur. Gly-Ala, Gly-Pro ve Pro-Gly en sik goriilen
sekanslar olarak bildirilmistir. Sigir eti ve somondan elde edilen kollajen ve inek
stitiinden elde edilen kazein proteinleri DPP-IV inhibitorleri tiretmek igin en yiiksek
potansiyeli gostermislerdir. Sonrasinda Lacroix ve Li-Chan (2012b) tarafindan DPP-
IV inhibitorlerinin dogal kaynaklar1 olarak siit proteini hidrolizatlar1 arastirilmistir.
Calismadaki sonuglara gore, in vitro pepsin-pankreatin sindirimi boyunca sodyum
kazeinat, yagsiz siit tozu ve siit proteini konsantresi hidrolizatlarinin DPP-IV
inhibisyon aktiviteleri artarken peynir alt1 suyu proteini izolat: (Whey Protein Isolate,
WPI) hidrolizati, peptik sindirimin ardindan en yiiksek inhibitor aktivite gostermistir.
11 farklh proteaz kullanilarak sodyum kazeinattan iiretilen hidrolizatlar, cogu WPI
hidrolizatindan daha yiiksek inhibe edici aktivite gostermistir. Farkli 11 proteaz
arasindan termolisin ve Umamizyme K proteazlari en yiikksek DPP-IV inhibe edici
aktiviteye sahip olan WPI hidrolizatlarin1 iiretmistir (sirasiyla %51 ve %47
inhibisyon). En yiiksek DPP-1V inhibe edici aktiviteye sahip sodyum kazeinat
hidrolizatlar1 ise termoliSin ve bromelain proteazlar1 (sirasiyla %50 ve %47
inhibisyon) ile elde edilmistir. Bununla birlikte, arastirilan tiim enzimatik muameleler
arasinda, WPI’nin peptik sindirimi en yiiksek DPP-IV inhibitor aktivitesine neden
olmustur (ICso degeri 0.075 mg/ml).

1.3.3. Antioksidatif peptitler

Stiperoksit radikal, hidroksil radikal, hidrojen peroksit ve peroksit radikali gibi reaktif
oksijen molekiilleri gidalarda ve canlilar iizerinde de olumsuz etkilere neden olurlar.
Oksidatif stres, bu serbest radikal gruplardaki artig ve antioksidatif savunma sistemleri

arasindaki dengesizlik sonucu ortaya ¢ikar. Yapilan arastirmalarda oksidatif stresle
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kalp rahatsizligi, diyabet, kanser, Alzheimer gibi bir¢ok rahatsizlifin arasinda bir
baglant1 oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ornegin diyabette artmus bir oksidatif stres durumu
gozlenmektedir ve oksidatif stresin diyabette mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlara neden oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan vurgulanmaktadir.
Antioksidanlar, oksidatif stres durumunu kontrol altina alabilir, oksitlenebilir bir
substratin oksidasyonunu geciktirebilir veya onleyebilirler (Chakrabarti vd., 2014; Li
ve Yu, 2015; Unal vd., 2018; Pisoschi ve Pop, 2015).

Biitillenmis hidroksitoliien (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) gibi sentetik
antioksidanlar, dogal antioksidanlara kiyasla etkili ve diisiik maliyetli olduklar1 igin
gida endistrisinde yaygmn olarak kullanilmaktadirlar. Ancak bu sentetik
antioksidanlarin laboratuvar hayvanlarinda karaciger hasarina ve karsinogeneze neden
olduguna dair siiphelenilmekte ve bu nedenle gida katki maddesi olarak kullanimlar
kisitlanmistir. Bir¢ok antioksidan, gidalar da dahil olmak {izere dogal ham
maddelerden izole edilmektedir. Peptitler ve amino asitlerin, pro-oksidatif metal
iyonlarinin baglayici etkileri nedeniyle antioksidan 6zellikleri bulunmaktadir. (Chen

vd., 2007).

Peptitlerin antioksidatif etkisi daha ¢ok peptitlerin yapilari, hidrofobik 6zellikleri ve
elektron transferi ile iliskilendirilmektedir (Lemes vd., 2016). Peptitlerin sahip
olduklar1 antioksidan aktiviteler, icerdikleri amino asitlerden kaynaklanmaktadir.
Ornegin, tirozin, fenilalanin ve triptofan gibi aromatik amino asitlerin ve kiikiirt igeren
bir amino asit sisteinin antioksidan aktiviteleri protonlar1 serbest radikallere verme
yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Lizin, arjinin gibi bazik amino asitlerle, aspartik
asit, glutamik asit gibi asidik amino asitler metal iyonlart ile selat olugturma yetenegine
bagl olarak antioksidan aktivite sergilerler. Bazik bir amino asit olan histidinin,
imidazol halkasi nedeniyle hem radikal temizleyici hem de metal selatdr gibi
davranabilecegi bildirilmistir. Peptit yapisinda bulunan amino asitlerin yani sira bu
amino asitlerin peptit sekansindaki yerleri de antioksidatif etki tizerinde 6nemlidir.
Ornegin N-terminal ucunda prolin igeren peptitlerin linoleik asidin oksidasyonunu
engellemekte ¢ok daha etkin oldugu, N-terminal ucunda histidin iceren peptitlerin
giiclii metal selatlama yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Arcan ve Yemenicioglu,

2007; Chen vd., 1995)
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1.4. Protein ve peptitlerin saflastirilmasinda kullamlan kromatografik

yontemler

Genel olarak, biyolojik molekiillerin saflastirmasi i¢in hedef bilesigin fiziksel,
kimyasal veya biyolojik ozelliklerine gore uygun olan kromatografik yontemler
secilir. Proteinlerin saflagtirmasinda molekiiler biiyiikliik ve kiitleye gore ayrim
yapilacaksa jel filtrasyon kromatografisi, proteinlerin tasidiklart net yiiklere gore
ayrim yiiriitiilecekse iyon degisim kromatografisi, biyolojik aktivite 6zelliklerinin s6z
konusu oldugu durumlarda affinite kromatografisi ve polariteye gore ayrim
tasarlandiginda ters faz kromatografisi veya hidrofobik etkilesim kromatografisi
yontemlerinden yararlanilmaktadir (GE Healthcare, 2010). Kolon kromatografisi, iki

faz arasinda proteinleri ayristirma prensibine dayanmaktadir. Bu iki faz:
Sabit (kat1) faz: genellikle kolonun dolgu maddesi (matris)

Mobil (s1v1) faz: genellikle kolondan gegirilen bir tampon ¢ozelti (eliisyon ¢ozeltisi,

eliant) olarak tanimlanir.

Jel filtrasyon kromatografisi haricindeki tiim kromatografilerde proteinlerin kolon
dolgu maddesine adsorbsiyonu saglanarak ayrigtirma yapilir. Uygun bir sivida
¢oziindiirilmiis olan protein kolona enjekte edilir. Protein dolgu maddesi tarafindan
adsorplanarak kolona tutunur. ideal kosullarda hedeflenen proteinin tutulmasi,
digerlerinin ise ellisyon tamponuyla kolondan uzaklastirilmasi istenir. Daha sonra
kosullar (pH, iyonik kuvvet, polarite gibi), tampon ¢ozeltiler araciligiyla kademeli
olarak veya siirekli degistirilir ve kolona baglanan hedef proteinler bir fraksiyon

toplayici araciligiyla deney tiiplerine toplanir (Akev, 2019).
1.4.1. Afinite kromatografisi

Molekiiler tanimaya dayali afinite kromatografisi, proteinlerin biyolojik 6zelliklerine
gore ayrilmalarini saglayan bir yontemdir. Hedef protein, tamamlayic1 bir baglayici
madde (ligand) ile spesifik olarak ve geri doniisiimlii olarak baglanir. Uygun bir ligand
mevcut oldugunda afinite kromatografisi kullanilabilir. Kolon dolgu maddesine
(matrise) hedef proteinle spesifik etkilesimi olan (6rnegin, protein bir enzimse
substrat1 veya kofaktorii) bir fonksiyonel grup (ligand) baglanir. Hedef proteini i¢eren
karisim kolona enjekte edildiginde, protein biyospesifik ligandina baglanarak kolona
adsorbe olur. Daha sonra kosullar degistirilerek adsorbe olan protein kolondan

koparilir. Eliisyon, spesifik olarak rekabetci bir ligand kullanarak veya spesifik
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olmayan bir sekilde (6rnegin, pH, iyonik kuvvet veya polariteyi degistirerek)
gerceklestirilir. (Akev, 2019; GE Healthcare, 2010).

Afinite kromatografisi antijen, antikor, enzim gibi protein yapisindaki molekiillerin
saflagtirllmasinda kullanilabildigi gibi karbonhidrat, vitamin gibi pek ¢ok molekiiliin
ayrilmasinda da kullanilabilmektedir. Ayrica belirli kirletici maddeleri uzaklastirmak
icin de kullanilabilmektedir. Afinite kromatografisinin segicilik 6zelliginin yiliksek
olmasi sebebi ile hedef protein tek bir adimda saflastirilabilmektedir. Bu kromatografi
icin kullanilan ligandlarin biiyiik bir ¢ogunlugu biyolojik kokenli olmasina ragmen,
ayrimlar i¢in farkli segenekler sunan biyolojik kokenli olmayan dogal veya sentetik
ligandlar da vardir. Kokenine bakilmaksizin bu molekiiller yiiksek segicilik 6zellikli
ve genel amach diisiik segicilik 6zellikli olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Yiiksek
secicilik 6zelligi olan ligandlar (monospesifik) sadece bir veya birkag yakin 6zellikteki
bilesigi adsorbe ederken, genel amagli olan ligandlar (grup spesifik) ise yapisal olarak
benzer molekiilleri igeren grup bilesiklerini adsorbe ederek ayrimini saglamaktadir
(Konak vd., 2014).

1.4.2. Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi uygun kosullar altinda molekiiler boyutta farklilik
gosteren maddelerin ayrilmasi saglar. Jel filtrasyon kromatografisi ayrica ayirma
mekanizmasint daha yakindan tanimlayan boyut dislama kromatografisi (“‘size
exclusion chromatography”, SEC) olarak da adlandirilir. Jel filtrasyon kromatografisi,
protein saflastirma veya numunenin iki ana gruba (biiyiik ve kiiciik molekiil) ayrildigi
grup ayrimi i¢in kullanilabilir. Grup ayirma genel olarak numunelerin tuzdan
arindirilmas1 ve tampon degisimi i¢in kullanilir. Jel filtrasyon kromatografisi
molekiillerin kolona baglanmadigi bir yontemdir. Jel filtrasyon kromatografisinin
matrisinde dogal veya sentetik polimerlerden faydalanilir. Polimerlerin ¢apraz
baglanarak {i¢ boyutlu aglar kurmasiyla jeller olusturulur. Jellerde boncuk seklinde
gozenekler bulunur ve bu gézeneklerin boyutlar1 gapraz baglanma oranlarina bagh
olarak degismektedir. Bu yontemde biiyiik molekiiller jellerdeki gdzeneklerin igine
giremeden boncuklar arasindaki bosluklardan gegerek ilerlerken, kiigiik molekiiller
gozeneklere girerek zaman kaybeder ve bir siire sonra ¢oziicii tarafindan siiriiklenerek
kolondan ¢ikarlar. Dolayisiyla 6nce biiyiik molekiiller daha sonra kiigiik molekiiller
kolondan ayrilir. Jel filtrasyon kromatografisinde kolona enjekte edilen numunenin

hacminin kiigiik olmas1 ve saflastirilan proteinin seyreltik ve ¢ok hacimli bir hale
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gelmesi sebebiyle saflastirma isleminin ardindan 6rnek genellikle ultrafiltrasyon
yontemi ile konsantre edilir. Jel filtrasyon kromatografisi yonteminde genellikle birkag
kolon seri baglanarak kullanilir ve eliisyon isleminin diisiik basinglar altinda yapilmasi
sebebiyle numuneyi saflastirmak ¢ok zaman alir. Bu yontem, ultrafiltrasyon gibi ek
islemler gerektirebilmesi, saflastirmanin uzun zaman almasi ve bunlara bagl olarak
olusan ek maliyetler sebebiyle endistride pek tercih edilmez. Jel filtrasyon
kramotografisi analiz amagli protein saflastirilmasinin ilk asamalarinda veya son
asamada protein konsantre ve kiigiik bir hacimdeyken bu yontemden yararlanilir
(Akev, 2019; Konak vd., 2014).

1.4.3. Iyon degisim kromatografisi

Proteinler yapilarinda yer alan amino asitlerin yan zincirlerinde c¢oziiciiler ile
etkilesimini arttiran ve ¢ozlniirligiini etkileyen yiiklii gruplara sahiptir. Bu amino
asitler negatif yiikli (aspartat, glutamat) veya pozitif yiikli (arginin, histidin, lizin)
gruplara sahiptirler. Bir proteinin net yiikii bu gruplar arasindaki dengeye ve pH
degerine bagli olarak degismektedir. Belirli bir pH degerinde farkli proteinler, farkli
net yiiklere sahiptir. Proteinlerin ayirma islemlerinde de bu yiik farkliligindan
yararlanilmaktadir (Konak vd., 2014; Scopes, 2000; Sheehan ve Fitzgerald, 2008).
Elektrostatik ¢ekime bagli olarak gergeklesen iyon degisim kromatografisinde, kolon
dolgu maddesine bagh bulunan yiikli gruplar (ligand) ile zit yiike sahip molekiiller
arasidaki tersinir adsorpsiyon gergeklesmektedir. Iyon degistirici kolonun dolgu
maddesi pozitif gruplar igeriyorsa, karsi iyonlar negatif olup bu tiir iyon degistiriciler
anyon degistiriciler adin1 alirlar. Benzer sekilde dolgu maddesi negatif gruplar
igeriyorsa, kars1 iyonlar pozitif olup bu tiir iyon degistiriciler katyon degistiriciler adim
alirlar. Yikli molekiiller kolona baglandiktan sonra kosullar kademeli olarak veya
siirekli degistirilerek eliisyon gergeklestirilir. Islem kosullari, genellikle tuz
konsantrasyonundaki artislar veya pH degerindeki degisiklikler ile saglanir (Akev,
2019; Haddad ve Jackson,1990; Whitford,2005)

Iyon degistiricilerin matrisinde genellikle modifiye edilmis polisakkarit ve tiirevleri
kullanilmaktatir. Ornegin iyon degistirici kolonlarda en ¢ok tercih edilen Sephadex
matrisi modifiye bir deksrandir. Capraz bagli bir agaroz olan Sepharose ve ¢apraz baglh
bir selliiloz olan Sephacel matrisleri de sik¢a kullanilmaktadir. Ancak bir iyon
degistirici kolonda en 6nemli kisim ligand olarak da bilinen fonksiyonel gruplardir.

Bu gruplarin 6zellikleri iyon degistiricinin sinifini ve giiciinii belirler (bkz.Tablo 1.2).
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Giglii iyon degisim ligandlar1 genis pH araliklarinda yiik 6zelliklerini ve baglama
kapasitelerini koruyabilirler. Zayif iyon degisim ligandlar1 ise degisen pH degerine
bagl olarak kapasitelerinde belirgin bir degisim gosterirler (Akev, 2019; Konak vd.,
2014).

Tablo 1.2: iyon degisim ligandlari ve fonksiyonel gruplar (Konak vd., 2014)

Grup Adi Tiiri Iyon Fonksiyonel Grubu
Degistirci

Metil siilfonat (S) | Giigli | Katyon -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-
CH,SOs;

Siilfopropil (SP) Giicli | Katyon -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CH:-
CH,SOs

Karboksimetil (CM) | Zayif | Katyon -O-CH2-COO
Dordiinciil amonyum | Giiglii | Anyon -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-

Q) CH2-N" (CHs)s
Dérdiinciil aminoetil | Giiglii | Anyon -O-CH>-CHa-N*(C2Hs)2-CH2-CHOH-
(QAE) CHs
Dietilaminoetil Zayif | Anyon -O-CH2-CH2-N+H(CH2CH3)2
(DEAE)

1.4.4. Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Protein ve peptitlerin hidrofobik yapidaki alifatik ve aromatik yan zincirleri ile
saglanan yiizey hidrofobisitesi, proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin stabilitesini
saglamanin yani sira proteinlerin enzim-substrat etkilesimleri gibi biyospesifik
etkilesimlerin olusmasina da yardimci olmaktadir. Proteinlerin yapisina katilan
standart 20 amino asitten 8 tanesi, polar olmayan R gruplari icermelerine bagl olarak
hidrofobik 6zellik gosterir. Bu amino asitlerden fenilalanin, valin, 16sin, izoldsin ve
metiyonin giiclii hidrofobik 6zellik gosterirken tirozin, alanin ve triptofan diisiik
hidfobik 6zellik gosterir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi, proteinleri hidrofobisite farkliliklarina gore
ayirir. Ayirma, bir protein ve bir kromatografik ortamin hidrofobik ylizeyi arasindaki
geri doniisiimlii etkilesime dayanir. Genellikle amonyum siilfat ile ¢okeltilmis veya
iyon degisim kromatografisi sonrasinda yiiksek tuz igeren proteinlerin sonraki
saflagtirma adimi1 olarak kullanilir. Proteinin hidrofobisitesini artirmak igin ¢ozeltiye

tuz ilavesi yapilir. Tuz, proteinin etrafindaki su molekiillerini ¢ekerek hidrofobik
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gruplarin etkilesmesine yardimci olur. Dolayisiyla bu kromatografi yonteminde iyonik
giicii yiliksek ¢ozeltilerde proteinler ¢oziindiiriilerek kolona uygulanirlar ve kolondan
gecerken hidrofobik etkilesimle kolona tutunurlar. Kosullar daha sonra kademeli
olarak degistirilir, boylece bagli maddeler farkli hidrofobisitelerine goére ayrilir.
Eliisyon, genellikle tuz konsantrasyonundaki diisiislerle gerceklestirilir. Yiiksek
oranda hidrofobik proteinler, hidrofobik ligandlara sikica baglanir ve kolondan en son
cikarlar. Matris olarak genellikle ¢apraz bagl bir agaroz olan Sepharose ve ona bagli
gruplar olarak eter, izopropil, butil, oktil, fenil ligandlar1 kullanilir (Akev, 2019; GE
Healthcare, 2010).

1.4.5. Ters faz kromatografisi

Ters faz kromatografisi, proteinleri hidrofobik 6zelliklerine gore saflastirir. Ters faz
kromatografisinde sabit faz, mobil faza kiyasla daha hidrofobiktir. Numune
bilesenleri, kromatografi kolonuna yiiklendiklerinde kolona adsorbe olur. Kosullar
daha sonra degistirilir, boylece bagli maddeler farkli olarak ayrilir. Ters faz
matrislerinin dogas1 geregi, baglama genellikle ¢ok gii¢liidiir. Baglanma, organik
coziiciller ve diger katki maddelerinin (iyon eslestirme ajanlari) kullanilmasiyla
diizenlenebilir. Ellisyon genellikle organik c¢oziicli konsantrasyonundaki artigla
gerceklestirilir. Asetonitril, metanol, etanol ve propanol en yaygin Kullanilan organik
¢oziiciilerdir. Kullanilan ligandlar; C4, C8 ya da C18 n-alkil hidrokarbonlardir.
Proteinler, kromotografi kolonuna kuvvetle baglanma ve denatiire 0lma egilimindedir.
Cogu zaman kolondan koparilmalari ¢ok zor olabilmektedir. Pek ¢ok protein organik
coziicliler tarafindan denatiire edildiginden, aktivitenin geri kazanilmasi ve dogal
ticiinciil yap1 genellikle tehlikeye girer. Bu yontem aktivite ve Tigiinciil yapi
onemsenmedigi durumlarda, saflik kontrolii analizlerinde yaygin olarak kullanilir (GE

Healthcare, 2010; Unliisayin vd., 2009).
1.5. Findik

Findik, ¢al1 formunda kendine has bir iklimde yetisen uzun omiirlii bir kiiltiir bitkisidir
(Basaran, 2015). Fagales takiminin Betulaceae familyasinin Coryleae alt familyasinin,
Corylus cinsine girmektedir. Ekonomik olarak kiiltiirii yapilan 6nemli tiirleri; Corylus
avellana L. (Adi findik), Corylus colurna L. (Tiirk findigi) ve Corylus maxima Mill.

(Lambert findig1) olarak siralanmaktadir (Ceran, 2018).
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Japonya’dan baglayarak Cin, Kaftkasya, Tiirkiye, Avrupa ve Kuzey Amerika’ya kadar
olan Kuzey yarim kiirenin iliman kusagi bolgesinde yetismektedir (Sobutay, 2006).
Antik Cagda findik meyvesi “pontik™ olarak bilinmistir. Adim1 Karadeniz’in ismi olan
"Pont EXxinus" teriminden almaktadir. Dogu Karadeniz’den Akdeniz, Ortadogu ve

Avrupa iilkelerine yayildigi diigiiniilmektedir (Savran, 2014).

Findigin anavatani hakkinda bir¢ok tarih¢i ve yazarin farkli goriisleri olmasina ragmen
arkeolojik kazilar 1s131nda MO 10000°1li yillarda findigin mezolitik diyetlerin bir
pargas1 oldugu goriilmektedir. Aym zamanda findik Cin yazili kaynaklarinda M.O.
2838 yillarinda Tanri’nin insanlara armagan ettigi bes kutsal meyveden biri olarak
bildirilmekte ve yetistiriciliginin yapildig1 ifade edilmektedir (Savran, 2014). Findigin
Oonemli bir uluslararasi ticaret mali olarak satisina ait ilk yazili kaynak 1403 yilina
aittir. Tlrk findig1, Avrupa ve Amerika pazarlarina 1782 yilindan sonra ihra¢ edilmeye

baslanmistir (Tiifekei, 2018).

Tiirkiye’de bazi  Ozellikleri  birbirinden farkli olan bir¢ok findik ¢esidi
yetistirilmektedir. Bunlar; Tombul, Palaz, Cakildak, Kara, Fosa, Mincane, Uzunmusa,
Kan, Kargalak, Cavcava, Sivri, Aci, Kus, Yuvarlak Badem ve Yasst Badem olarak
stralanmaktadir (Ozdemir ve Akinci, 2004). Tiirk Findiklar: kalitelerine gore ise
Giresun ve Levant kalite olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Giresun ilinin tamaminda
yetistirilen “Tombul Findik” diinyanin en istiin 6zelliklere sahip findig1 olarak
bildirilmistir. Diinyadaki findik gesitleri icinde en yiiksek oranda zar atan findiktir
(Koksal vd., 20006).

Diinya findik iiretiminin yaklasik olarak %70’lik payini elinde tutan Tiirkiye en 6nemli
findik iireticisi iilkedir. Son on yillik ortalamaya gore 550.000 tonluk findik tiretimi
gerceklestirmektedir. Tiirkiye, 38 tanesi Avrupa kitasina ait olmak tizere toplamda 112
farkli iilkeye 2017 yilinda findik ihrag¢ etmistir. Findik ihracatimizda en 6nemli ticari
ortaklarimiz Avrupa Birligi iilkeleri olmaktadir. Almanya basta olmak iizere italya,
Fransa ve Kanada, Tiirkiye’nin en fazla ihracat yaptig1 iilkelerdir (Tablo1.3) (TIM,
2018).

Ulkemiz igin &nemli bir ihrag {iriinii olan findik dogal halde, kavrulup veya
beyazlatilarak tiiketilmektedir. Aym1 zamanda findik ezmesi, un, yag, kirilmis gibi
kendi iirtinleri mevcuttur. Diinya genelinde ¢ikolata ve sekerleme iirlinleri basta olmak

lizere siitte, pastacilikta ve firincilikta kullanilmaktadir (Basaran, 2015).
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Tablo 1.3: Tiirkiye’nin 2017 findik ihracati rakamlar1 (TIM, 2018).

Ulke Miktar (kg) Deger ($)
Almanya 63.542.587 437.635.314
Italya 54.434.372 364.598.678
Fransa 22.859.283 158.843.915
Kanada 11.380.872 78.728.862
Polonya 10.215.735 73.789.361
Hollanda 10.128.313 71.794.111
Isvigre 10.089.163 71.140.643
Avusturya 8.886.394 64.468.638
Belgika 8.673.888 58.972.974
Cin 7.307.265 55.488.983
Ispanya 5.776.768 39.642.635
Birlesik Devletler 5.216.062 36.943.425
Birlesik Krallik 5.044.199 37.921.665
Avustralya 3.178.747 22.076.601
Rusya Federasyonu 3.112.064 23.781.855
Brezilya 2.514.145 15.578.181
Irak 2.514.145 15.578.181
Digerleri 37.749.290 241.384.978
Toplam 269.623.292 1.868.369.000

Findik, istenilen tatlar1 olusturmanin yani sira insan beslenmesinde ve sagliginda besin
ogelerinin cesitliligi ve zenginligi bakimindan énemli bir meyvedir. Ana bileseni yag
olmasina ragmen protein miktar1 da oldukg¢a yiiksektir. Findigim 100 graminda % 50-
73 yag, % 10-12 karbonhidrat, % 10-24 protein, % 2-4 rutubet, % 1-3 seliilozik
bilesikler ve pektin, % 2-3 kiil igermektedir. Ayn1 zamanda 1 kg findigin 6000-6500
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kilokalorilik bir enerji degerine sahip oldugu bilinmektedir (Koksal vd., 2006; Garcia
vd., 1994).

Koksal vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada Tiirk findik ¢esitlerinin bilesimleri
kapsamli olarak arastirilmistir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4: Tirkiye’de yetistirilen farkli findik ¢esitlerine ait nem, yag, kiil, protein
miktarlar (Koksal vd., 2016).

Cesit Nem (%) Kiil (%) Yag (%) Protein (%)
Aci 4.09 2.22 63.41 16.63
Cavcava 5.25 2.72 56.07 20.83
Cakildak 4.86 2.60 60.67 19.44
Fosa 4.46 2.25 59.50 15.75
Incekara 4.27 2.41 60.75 16.28
Kalinkara 4.14 1.87 68.52 11.73
Kan 3.41 2.13 63.05 16.98
Karafindik 3.49 1.90 67.75 15.58
Kargalak 4.39 2.37 59.57 15.23
Kus 441 2.30 61.25 16.80
Mincane 4.71 2.43 57.95 19.96
Palaz 4.76 2.61 57.65 18.03
Sivri 4.78 2.30 63.89 18.73
Tombul 4.63 2.43 64.60 17.51
Uzunmusa 4.17 2.34 61.75 16.98
Yass1 Badem 3.56 2.42 63.48 17.86
Yuvarlak 4.61 2.46 58.35 20.84
Badem
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1.5.1. Findik proteinleri

Findigin protein igerigi, yumurta ve tahillardan yiiksek oldugu, ayn1 zamanda et ve
kuru baklagillerin ihtiva ettigi protein miktari ile karsilastirilabilir oldugu bildirilmistir
(Ceran, 2018). Tiirk findik ¢esitlerinde diinyadaki diger findik ¢esitlerine kiyasla daha
yiiksek oranlarda glutamik asit, arginin ve aspartik asit bulunmaktadir (Ciftci, 2018).
Findik proteinin insan viicudu igin elzem olan tiim amino asitlerini igerdigi sindirile

bilirliginin ise %80-90 arasinda degistigi bildirilmistir (Ozdemir, 1997).

Findik, yagi alindiktan sonra geriye kalan posasinda yiiksek miktarda protein
icermektedir. Bu proteinler yag ve su absorpsiyonu, emiilsifikasyon, kopiirme
kapasitesi gibi 6zellikleri sebebiyle gida proseslerinde 6nemli bir yere sahiptir (Tatar
vd. 2013). Ayn1 zamanda, elde edilen bu proteinlerin ve yapisinda bulunan peptitlerin
biyoaktif 6zellikleri lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Aydemir vd. (2014) tarafindan
yapilan ¢alismada, findik posalarindan farkli yontemlerle ekstrakte edilen (normal
ekstrakte edilmis, sicak ekstrakte edilmis, asetonla yikanmis ve kombinasyonlari)
protein konsantrelerinin biyoaktif, fonksiyonel ve yenilebilir film yapma 6zellikleri
arastirtlmistir. Bu protein konsantrelerinde antioksidan aktivite (TEAC ve ORAC:
158-461 mmol Trolox/kg), demir selasyonu (60.7-126.7 mmol EDTA/kQ),
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibisyonu (IC50: 0.57-1,0 mg/ml) ve kolon kanseri
hiicrelerinde antiproliferatif aktivite (IC50: 3.0- 4,6 mg/ml) goriilmiistiir. Bu ¢alismaya
gore HPC-AW-H (aseton ile yikanmis ve sicak ekstrakte edilmis) seklinde
adlandirilmig protein konsantresi en yiiksek biyoaktif etkiler gostermistir.

Liu vd. (2018a) tarafindan Asya yabani findik (Corylus heterophylla Fisch.)
proteinlerinde ACE inhibe edici peptitler aragtirtlmistir. Sirasiyla iyon degisim
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve ters faz-yiiksek performansli sivi
kromatografisi kullanarak saflastirilan peptitler, sivi kromatografisi-elektrosprey
Iyonizasyonu-tandem kiitle spektrometresi (LC-ESI-MS/MS) ile tanimlanmustir.
Calismanin sonuglarina gére Ala-Val-Lys-Val-Leu, Tyr-Leu-Val-Arg ve Thr-Leu-
Val-Gly-Arg dizilimine sahip yeni ACE inhibe edici peptitler belirlenmistir. Bu
peptitlerin ICsp degerleri sirasiyla 73.06, 15.42 ve 249.3 uM oldugu bildirilmistir.
Ayrica Liu vd. (2018b) onceki ¢alismasinda elde ettigi, C2 seklinde isimlendirilmis
fraksiyondan antioksidan aktivite gosteren alt1 yeni peptit tanimlanmis ve bu peptitler
sentetik olarak elde edilerek antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Bu peptitlerin
amino asit dizileri Ala-Asp-Gly-Phe (408.16 Da), Ala-Gly-Ggly-Phe (350.16 Da),
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Ala-Trp-Asp-Pro-Glu (616.25 Da), Asp-Trp-Asp-Pro-lys (659.29 Da), Glu-Thr-Thr-
Leu (462.23 Da) ve Ser-Gly-Ala-Phe (380.17 Da) olarak bildirilmistir. Bu 6 sentetik
peptidin tiimii antioksidan aktivite gostermis ve bunlar arasinda Ala-Asp-Gly-Phe
peptiti en yiiksek ABTS radikal siipiirme aktivitesi ve DPPH radikal siipiirme
yetenegini sergilemistir. Bu nedenle, yabani findik proteini hidrolizatlarindan izole
edilen peptitlerin, gida ve ilag endiistrisinde potansiyel antioksidanlar olarak

kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

1.5.2. Calismada findik proteinlerinin hidrolizi amaciyla kullanilan

enzimler

Bu ¢alismada enzimatik hidroliz amaciyla tripsin, kimotripsin ve termolisin proteazlari

kullanilmistir. Bu proteazlar hakkinda asagida kisaca bilgiler verilmistir.

Termolisin (EC 3.4.24.27), Gram (+) Bacillus thermoproteolyticus organizmasindan
izole edilen 34,6 kDa molekiiler agirliga sahip, termostabil kalsiyum baglayici bir
cinko endopeptidazidir. Oncelikli olarak hidrofobik amino asit kalmtilarinin N-

terminal tarafindaki protein baglarini hidrolize eder (Rawlings ve Barrett, 1995).

Tripsin (EC 3.4.21.4), serin proteazlarin endopeptidaz bir liyesidir. Molekiil agirlig
yaklasik olarak 23.8 kDa ve 223 amino asit kalintisindan olusan tek zincirli bir
polipeptitten olusur. Tripsin, lizin ve arginin amino asit kalintilarinin C-terminal
tarafindaki peptitleri parcalar (Walsh,1970; Keil, 1971). Ayrilma bolgesinin her iki
tarafinda asidik bir kalint1 varsa, hidroliz oran1 daha yavastir ve ayrilma bdlgesinin
karboksil tarafinda bir prolin kalintis1 varsa ayrilma olmaz (Yaron vd., 1993; Keil,

1971).

Kimotripsin (EC 3.4.21.1) de serin proteazlarin endopeptidaz bir {iyesidir. Molekiil
agirligi yaklasik olarak 25 kDa olup 241 amino asit kalintis1 icermektedir (Matthews
vd. 1967; Burrell, 1993). Peptit baglarini fenilalanin, tirozin, triptofan ve 16sin
kalintilarindan sonraki karboksil gruplarindan pargalar. Ayrica metiyonin, izoldsin,
serin, treonin, valin, histidin, glisin ve alaninin amino asit kalintilarinin oldugu C-

terminal tarafinda da parcalanmalar meydana geldigi bildirilmistir (Burrell, 1993)
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Literatiirde findik proteinlerinin ve peptitlerinin biyoaktif 6zellikleri iizerine ¢ok fazla
calisma bulunmamaktadir. Buna ¢k olarak, literatiirde diizenli olarak findik ve
bilesenlerinin alerjik 6zelliklerine vurgu yapildigi bilinmektedir. Bu iddialarin bilimsel
temeli olmakla birlikte dogru teknolojik uygulamalarla hem insan sagligina olumlu
etkileri bulunan hem de alerjik 6zellikleri baskilanmis findik bilesenleri iiretilebilecegi
diislincesini tagimaktayiz. Ayni zamanda enzimatik pargalanmanin alerji giderici
potansiyeli de bulunabilmektedir (Yu vd., 2011). Bu ¢alismada iilkemiz ekonomisinde
oldukca 6nemli bir yeri olan Giresun tombul findigina ait soguk pres posalarinda farkl
enzim ve modern fraksiyonlama teknikleri kullanilarak antihipertansif, antidiyabetik

ve antioksidatif etkileri bulunan biyoaktif peptitlerin iiretilmesi hedeflenmistir.
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IKINCi BOLUM

MATERYAL VE METOT
2.1. Materyaller

Antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler elde etme amaciyla yapilan bu
calismada endistriyel yagl findiklarin soguk pres posalari hammadde olarak
kullanilmistir. Giresun tombul findig1 (Corylus avellana L.) posas1 Oneva (Neva Gida

Ltd., istanbul, Tiirkiye) tarafindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan enzim ve kimyasallar; Kaptopril (PHR1307-1g), ACE (A6778-
1 un), N-Hippuryl-His-Leu (H1635-1g), termolisin (P1512-100mg), tripsin (T4799-
100g), kimotripsin (C4129-1g), DPP-1V (D4943-1vl), Diprotin-A (19759-25mg), Gly-
Pro-pNA (G0513-100mg), Tris (GE17-1321-01), sodyum kazeinat (C8654-1kg),
2,4,6-trinitrobenzensiilfonik asit soliisyonu (TNBS) (P2297-10ml), borik asit (B6768-
1kg), trifloroasetik asit (T6508-25ml) ve diger kimyasallar Sigma Chemical Corp. (St
Louis, MO, ABD) dan temin edilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Bitkisel posalardan protein konsantrelerinin iiretilmesi

Protein konsantrelerinin iiretimi i¢in Boye vd. (2010) tarafindan bildirilen alkali
ekstraksiyonu-izoelektrik ¢oktiirme (AE-IC) yontemi kullamlmistir. Bu ydntemde
yagt alinmis findik kiispeleri su ile karistirilarak (1:15, agirlik/hacim) dispers hale
getirilmistir. Ortamin pH degeri 1 N NaOH ¢6zeltisi kullanilarak pH 9,5a sabitlenmis
ve dispersiyon, oda sicakliinda manyetik karigtirict ile 500 rpm’de 1 saat
karistirilmistir. Ardindan dispersiyonlar, yiiksek hizli santrifiij CR22 N (Hitachi Koki
Co., Ltd., Tokyo, Japonya) kullanilarak 10000xg’de 30 dakika boyunca santrifiij
edilmistir (20°C). Coziinmiis proteinleri i¢eren sivi faz toplanarak ortamin pH degeri
1 N HCl ile pH 4,5 degerine indirilmistir. Boylelikle proteinlerin izoelektrik ¢cokelmesi
tesvik edilmistir. Cokelen proteinleri ayirmak icin ayni kosullarda tekrar sanrifiij
islemi gergeklestirilmistir. Cokelen protein konsantreleri toplanarak liyofilizasyon

islemine kadar -20°C’de saklanmustir.
2.2.2. Protein konsantrelerinin proteolitik hidrolizi

Findik proteini hidrolizatlarinin iiretimi igin tripsin, kimotripsin ve termoliSin

proteazlar1 kullanilmistir. Dispersiyon %1 findik protein konsantreleri kullanilarak
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100 mM Tris-HCI pH:8 tamponunda hazirlanmistir. Protein dispersiyonlarina, tripsin
ve Kimotripsin i¢in 1:100, termolisin i¢in 1:50 (enzim: substrat) oranda proteazlar
eklenmistir. Enzimatik proses uygun bir karistiricili termomikser kullanilarak 37°C
1000 rpm’de iizerinden 1 gece gececek bigimde (18 saat) siirdiiriilmiistiir. Bu siireci
takiben enzim inhibisyonu i¢in ¢ozeltiler 95°C’ye 1sitilip bu sicaklikta 5 dakika
tutulmustur. Sonrasinda numuneler buz banyosuna alinarak hizlica sogutulmustur.
Termolisin enziminin inhibisyonu i¢in ayrica final konsantrasyonu %0,5 olacak
sekilde formik asit ¢ozeltisi (%10) eklenmistir. Coziinmeyen parcaciklar santrifiij
yoluyla (30 dakika, 5000xg) ayirilmistir. Son olarak, numuneler 0.45 pm PVDF
siringa filtreden gecirilmistir (Giilseren & Corredig, 2013).

Demir selasyon aktivitesi testi i¢in tampon ¢6zelti kullanilmadan proteinler saf su
icinde hazirlanmig ve 1 M NaOH kullanilarak suyun pH degeri, pH 8’e ayarlanmistir.
Sonraki islemler yukarida anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.3. TNBS yontemi ile hidroliz derecesinin belirlenmesi

Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) yontemi, gida proteini hidrolizatlarinin
hidroliz derecesini belirlemek igin dogru, tekrarlanabilir ve genel olarak uygulanabilir
olmast sebebiyle yaygin olarak tercih edilmektedir. TNBS ile pirimer amino
gruplarinin arasindaki reaksiyon sonucu ortaya ¢ikan kromofor’un spektrofotometrik
Olclimiine dayali bir yontemdir. Reaksiyon sonucu olusan kromofor agik sar1 bir renk
olusturur ve bu rengin absorbans veya optik yogunlugu ¢ozeltide bulunan serbest

amino asit konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Adler-Nissen,1979).

TNBS yontemi Adler-Nissen (1979) tarafindan tarif edilen prosediire uygun olarak
gerceklestirilmistir. Bir gece gegecek bigimde (18 saat) inkiibe edilen %1 oraninda
protein iceren hidrolizat drnekleri, enzim inaktive edildikten ve santrifiijlendikten
sonra, %]1’lik SDS ile seyreltilmistir. Daha sonra 0.25 mL’lik 6rnekler aliminyum
folyo ile sarilmis deney tiiplerine alinarak iizerlerine 2 mL 0.2125 M sodyum fosfat
tampon (pH 8.2) ve 2 mL %0,1’lik TNBS ilave edilerek su banyosunda 50°C sicaklikta
1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in deney
tiiplerine 4 mL 0.1 N HCI ilave edilmistir. Orneklerin absorbans degerleri Shimadzu
UV-1280 model UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu, Milton Keynes, Ingiltere)
cihaz1 kullanilarak 340 nm’de kontrol ¢6zeltisine kars1 okunmustur. Kontrol ¢ozeltisi

icin 0.25 mL %1’lik SDS ve standart ¢ozeltisi i¢in 1.5 mM L-16sin kullanilmistir.
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Ayrica referans Ornek olarak sodyum kazeinat (C8654, Sigma-Aldrich Corp.)
kullanilmistir. Sodyum kazeinat, protein numuneleri ile benzer kosullarda triptik
hidrolize tabi tutulmustur. Orneklerin 16sin amino esdegeri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

Absy —Abs
ornek konrol XSXCgtandart
Absgtandart—AbPSkontrol (2 1)
XXP '

16sin NH, (meqv/g) =
Abs: Absorbans degerleri (340 nm)

Cstandart: Standart olarak kullanilan 16sin konsantrasyonu (meqv/L)
S: Seyreltme faktorii

X: Ornek miktar1 (g)

P: Ornekteki % protein miktari

Orneklerin hidroliz derecelerinin hesaplanmasinda asagidaki esitlikler kullanilmistir.

h

%DH = — x 100 (2.2)

tot
h=(16sin NH, — b)/a meqv/g protein (2.3)
DH: Hidroliz derecesi

h: Pargalanan peptit baglari(meqv/g protein)

htot: Toplam peptit baglar1 (meqv/g protein)

Ornekler i¢in a, b ve hiot sabitlerinin degeri Nielsen vd. (2001) tarafindan bildirilen
ortalama degerler kullanilmistir. Cogu protein i¢in, amino asitlerin ortalama molekiiler
agirhig, yaklasik 125 g/mol'diir ve kg protein bagina hiot esdegeri yaklasik 8 gramdir.
Hammadde incelenmediginde, a ve b'nin sirasiyla 1.00 ve 0.40 oldugu tahmin edilir

(Nielsen vd. 2001).
2.2.4. Peptitlerin fraksiyonlara ayrilmasi

Hidroliz edilen findik proteinleri AKTA- Pure 25-L1 FPLC kromatografi sistemi (GE
Healthcare, Buckinghamshire, 1ngiltere) kullanilarak  fraksiyonlanmistir.
Fraksiyonlama islemi i¢in HiTrap Capto Q (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Ingiltere) anyon degisimi kolonu ile yiiriitiilmiistir. Bu hazir kolonda boyut
farkliliginin fraksiyonlamaya etkisinin olup olmadigini incelemek amaciyla 1 ml ve 5

ml yatak hacimli iki farkli boyut denenmistir. Kolon hacminde akis hiz1 (1 CV/dk)
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verilerek yine kolon hacmi kadar hidrolizat 6rnekleri kolona enjekte edilmistir. Kolona
baglanmayan bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in 5 kolon hacminde (CV) tuz icermeyen
20 mM Tris-HCI1 (pH:8.3) tamponu ile kolon yikanmuistir. Yikama sirasinda kolondan
uzaklagtirilan bilesikler aktivite testlerinde kullanilmak tizere toplanmistir. Kolona
bagl bilesiklerin eliisyon islemi igin ise tuzlu 20 mM Tris-HCI (0,6 M NaCl, pH 8.3)
tamponu kullanilmistir. Eliisyon islemi 32 CV boyunca 0,6 M NaCl konsantrasyonuna
kadar tuz konsantrasyonu lineer bir sekilde artirilarak gerceklestirilmistir. Eliisyon
islemi boyunca 2 CV araliklarla fraksiyonlama yapilarak kolondan koparilan bilesikler
deney tiiplerine toplanmistir. Tiim asamalarda 280 nm dalga boyunda UV dedektor ve
iletkenlik degerleri takip edilmistir. Toplanan tiim fraksiyonlar aktivite testlerinde
kullanilmak {tizere -20°C de kisa siireli depolanmigstir. DPP-IV 6nleyici aktivite testi
i¢in ayr1 olarak 100 mM Tris-HCI pH:8 tamponunda ayn1 sekilde fraksiyonlama iglemi
yapilmustir.

2.2.5. ACE-onleyici aktivite testleri

Peptitlerin in vitro ACE-6nleyici aktiviteleri, hippurik asit olusumu ile belirlenebilir.
Bu yontemde, Hippuril-His-Leu (HHL) bilesigi substrat olarak kullanilmakta ve ACE
aktivitesi ile bu kompleks, hippurik asit (HA) ile His-Leu dipeptidine
ayristirilmaktadir (Sinha vd.2007).

Bu ¢alismada, ODS-3 C18 kolonu kullanilarak Sheih vd. (2009) tarafindan tarif edilen
yontem uygun degisikliklerle kullanilmistir. ACE aktivitesi testi HPLC sistemi
(Shimadzu Corporation, Tokyo, Japonya) kullanilarak gergeklestirildi. HPLC sistemi;
stvt kromatografi LC-20AD solvent dagitict modiilii, SIL-20A HT oto 6rnekleyici,
DGU-20A5R degazer, SPD-20A UV-VIS dedektor ve CTO-10AS VP kolon
firinindan olusturulmustur. ACE aktivite gosterebilmesi igin final konsantrasyonunda
yaklasik 300 mM NaCl igermesi gerekli goriilmiistiir. Bu nedenle 6nceden 20 mM
Tris-HC1 tamponunda saflastirilan peptit fraksiyonlarinin tuz konsantrasyonlari
yaklasik olarak 0.6 M NaCl igerecek sekilde ayarlanmistir. Sodyum borat (0.1 M
pH:8.3) tamponunda hazirlanan 1.68 mU 250 pl ACE ile 250 pl peptit fraksiyonu
karistirtlarak 5 dakika 37°C 500 rpm’de termomikser igerisinde On inkiibasyon
yapilmistir. Bu islemi takiben 3.94 mM HHL (15 pl) karisima eklenerek tepkime 1
saat stirdiiriilmiistiir. Siire bitiminde, 1 M HCI (500 pl) karisima eklenerek tepkime
durdurulmustur. Bu karisimdan 10 pl dogrudan kolona enjekte edilerek ACE
inhibisyonu 228 nm’de takip edilmistir. Mobil faz olarak % 50 metanolde hazirlanmig
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% 0,1 TFA kullanilmustir. Isokratik akis hizi, 0.6 ml/dakika olarak kullanilmustir.
Kontrol olarak 20 mM Tris-HCI + 0,6M NaCl tamponu kullanilmistir. Referans
inhibitor olarak kaptopril inhibitoriinden yararlanilmistir. Kaptopril, Tris-HCI+0,6M
NaCl tamponunda ¢ozdiiriilerek final konsantrasyonunda 0,05 uM igerecek sekilde
hazirlanmistir. Kontrol degerinde HHL nin ACE varliginda %100 HA’ya dontistigii
varsayllmigtir ve hesaplamalar bu varsayima gore yapilmistir. HA’daki azalmanin
arastirildigi fraksiyon 6rnekleri, kontrol 6rnegi ile kiyaslanarak % inhibisyon degerleri

belirlenmistir.
2.2.6. DPP-1V onleyici aktivite testleri

Peptit fraksiyonlarinin DPP-IV 6nleyici aktivitelerini belirlemek i¢in Nongonierma
vd. (2018) tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Fraksiyon
orneklerinden ve substrattan (0.2 mM Gly-Pro-pNA) 25 ul Eppendorf tiipii igerisine
alinarak karistirilmistir. Bu karigim 37°C’de termomikser igerisinde 10 dakika siireyle
On inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda DPP-IV (0,01 iinite/ml) enziminden 50
ul karisima eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Tepkime 1 saat siirdiiriilmiis ve siire
sonunda substrattan saliman pNA miktar1 Shimadzu® BioSpec NanoDrop
spektrofotometresi (Shimadzu, ABD) kullanilarak 405 nm dalga boyunda 6lgtilmiistiir.
Referans inhibitor olarak Diprotin A’dan (8 uM) yararlanilmistir. Biitiin reaktifler 100
mM Tris-HCI pH:8 tampon ¢ozeltisinde hazirlanmistir. Negatif kontrol benzer bir
bigimde sadece substrat ve tampon ¢ozelti ile hazirlanmistir. Orneklerin % inhibisyon
degerleri, negatif kontrol oOrnedi ile karsilastirilarak asagidaki esitlige gore

hesaplanmustir.

%DPP-IV inhibisyon aktivitesi = 2o>kontrol=AbSsmek 1)) (2.4)

AbSkontrol

2.2.7. Demir selasyon aktivitesi testi

Fe?* (demir-II) iyonlarin1 baglamak igin, demir iyonlarmin indikatérii olan ferrozin
reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin yarismast beklenir. Metal
baglayici bilesiklerin selatlama aktivitesine bagl olarak magenta renkli Fe?*-ferrozin
kompleksinin olusumu engellenir. Bu yontem bilesiklerin demir iyonlarini baglayarak

engellemesi ve 562 nm'de maksimum absorbans veren magenta rengin ve absorbans
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degerinin giderek azalmasi esasina dayanmaktadir. Diisiikk absorbans degeri, ilgili

bilesigin yiiksek demir iyonu baglama aktivitesine isaret etmektedir (Acay, 2018).

Bu ¢alismada protein hidrolizatlarinin Fe?* iyonlarmi selatlama kapasitesi Dinis vd.
(1994) yontemine uygun olarak belirlenmistir. Tampon ¢6zeltilerin analiz sonuglarini
engellemesi sebebiyle bu test i¢in tampon ¢ozelti kullanilmadan proteinler hidroliz
edilmis ve fraksiyonlama islemi yapilmadan dogrudan hidrolizat ornekleri

kullanilmustir.

Tripsin, kimotripsin ve termolisin enzimleri ile 6nceki boliimlerde hazirlanis tarif
edilen (bkz. Boliim 2.2.2) 0,5 ml hidrolizat 6rnegi, 1,6 ml deiyonize su ve 0,05 ml 2
mM FeCl; ile karigtirllmistir. 30 saniye sonra bu karigima 0,1 ml 5 mM ferrozin
eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonun ardindan numunelerin
absorbanslar1 563 nm’de UV- 1280 UV- Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya)
ile 6l¢iilmiistiir. Kontrol 6rnegi i¢in 2,1 ml deiyonize su kullanilmistir. Bu testte,
EDTA pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Numunelerin % selatlama kapasitesi

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

... . _Ab —Abs;
% Selatlama Aktivitesj = ——kentrol_7%rnek 5 1 ()() (2.5)
Absyontrol

2.2.8. Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi

Hidroksil radikali diisiik pH degerlerinde tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 1sitildiktan
sonra pembe bir kromojen veren iriinler olusturmak iizere deoksiriboza saldirir.
Eklenen hidroksil radikal tutucu bilesikler {iretilen hidroksil radikalleri igin
deoksiriboz ile rekabet eder ve kromojen olusumunu azaltir (Halliwell vd.1987).
Ancak pek cok antioksidan aynm1 zamanda metal selatlayici oldugu icin Fe?*’nin
aktivitesini degistirebilir. Bu yiizden degerlendirilen antioksidanin iyi bir metal
selatlayict m1 ya da hidroksil radikali giderici mi oldugunun kesin anlasilamamasi

metodun dezavantajidir (Becker vd., 2004).

Bu ¢alisma Halliwell vd. (1987) tarafindan gerceklestirilen yonteme uygun olarak
yapilmistir.0.1 ml 10 mM FeSOg4, 0.1 ml 10 mM EDTA, 0.5 ml 10 mM a-deoksiriboz,
0.9 ml sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4), 0,2 ml peptit ¢cozeltisi karistirilmistir.
Bu karigima 0,2 ml 10 mM H20: eklenerek 37°C’de numuneler 1 saat boyunca inkiibe
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edilmistir. Bu iglemin hemen ardindan 1 ml %2,8 TCA ve 1 ml %1 TBA numune
tiiplerine katilarak tiipler 15 dakika boyunca kaynayan bir su banyosunda tutulmustur.
Numune sicakliglr oda sicakligina inince absorbans degerleri 532 nm’de UV- 1280
UV- Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile olgiilmiistiir. Kontrol 6rnegi
olarak peptit ¢ozeltisi yerine tampon ¢ozelti kullanilmigtir. BHT (0,03 mg/ml), bu
deneyde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Numunelerin % Hidroksil radikali tutma

kapasitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

% OH Radikali Tutma Aktivitesi = 22kentrol=AbSsmekc 1) (2.6)

AbSskontrol

2.2.9. Superoksit anyon tutma aktivitesi testi

Pirogallol sulu ¢ozeltide hizla otoksidize olan bir bilesiktir. Cozeltide ilk dnce 400-
425 nm arasinda maksimum absorbans gosteren sari-kahverengi renk olusmaktadir.
Birkac dakika sonra renk yesile donmeye baslar ve son olarak, birka¢ saat sonra sari
bir renk goriiniir. Absorbans degerindeki artis ile oksijen tiiketimi arasinda sabit bir
iliski bulunmaktadir. Eger reaksiyon ortaminda siiperoksit radikali giderme aktivitesi
olan bilesikler varsa, diisiik absorbans degerleri elde edilir (Marklund ve
Marklund,1974).

Bu calismada Marklund ve Marklund (1974) tarfindan gergeklestirilen yontem uygun
degisikliklerle uygulanmigtir. Tris-HCIl tampon ¢ozeltisi (20 mM, pH 8.3) icinde
fraksiyonlanan 2 ml peptit ¢ozeltileri 40 pL. 10 mM HCl’de hazirlanmis 45 mM
pirogallol ile karigtirllmistir. Karigtirma islemini takiben oda sicakliginda 5 dakika
beklenmis ve siire sonunda karisimm absorbanst 420 nm’de UV- 1280
UV- Vis spektrofotometresi (Shimadzu, Japonya) ile dl¢iilmiistiir. Kontrol 6rneginde
peptit ¢ozeltisi yerine Tris-HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak hazirlanmistir. BHT
(0,03 mg/ml) pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Numunelerin % anyon tutma

kapasitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

. ... . Ab —Abs;
% Superoksit Tutma Aktivitesi = ——xentrol”Z2%rmek » 1 () (2.7)
Absyontrol
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2.2.10. Peptitlerin tamimlanmasi

MS analizleri, Acibadem Universitesi Labmed'de gerceklestirildi (hizmet alimi) ve

TUBITAK 1001 Programi'ndan (proje no:2170063) saglanan destek ile finanse edildi.

a) Ornek hazirligi ve LC-MS/MS analizi

Farkli enzimler ile (tripsin, kimotripsin, termolisin) ile muame edilmis 6rnekler, 6nce
10 mM DTT ile 55°C’de 10 dk inkiibe edilerek peptitler rediikte edildi. Ardindan peptit
karisimi oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 20 mM Iodoacetamide (IAA) ile alkile
edildi. Ornekler 30 kDa filtrelerden gegirildi. Ornekler iizerinde peptit konsanstrasyon
tayini yapild1 ve 6rnekler enjeksiyon basina 1 ug olacak sekilde LC-MS/MS analizi

icin viyallere alindi.

b) LC-MS/MS analizi

Analiz 6ncesi, analizlerin ger¢eklestirildigi Xevo G2-XS QTof (Waters) cihazina 6zgii
olan MassLynx programi araciligi ile dedektor ve kalibrasyon ayarlart yapilmistir.
Metot SONAR ve sensitivite moduna getirilerek, olusturulan triptik peptitler
hidrofobikliklerine gére HSS T3 kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlanmustir.
Asetonitril %5-35 araliginda arttirilarak peptitlerin kolondan ayrilmasi saglandi ve
elektrospray iyonlasmasi sonucu kiitle spektrometresinde analiz edilmistir. Analiz
esnasinda, m/z 50-1950 araliginda tanimlanabilecek peptitler i¢in veri toplanmustir.
0,7sn kadar MS analizi gerceklestirildi ve peptidin biitiinii hakkinda bilgi toplanmistir.
Ardindan 0,7sn kadar MS/MS analizi yapilip peptidin parcalanmasi ve sekans
bilgisinin elde edilmesi saglanmistir. Protein tanimlamalar1 yapilirken her bir 6rnek

icin uygun protein databanklar1 kullanilmistir.

c) Verianalizi

ProteinLynx Global Server (PLGS 3.0) yazilimi kullanarak peptit ve protein
tanimlamalar1 yapilmistir. Her ornek tiiri icin uygun databank kullanilarak analiz
edilmistir. ‘False positive rate’ %1 olarak ayarlanmistir. PLGS ig¢in secilmis
parametreler asagida siralanmistir;

Peptit tolerans1 fe fragment toleransi: Otomatik

Her peptit i¢in minimum fragment iyon eslesmesi: 2

Her protein i¢in minimum iyon eslesmesi: 5

Her protein i¢in minimum peptit eslesmesi: 1
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Maksimum protein kiitlesi: 250000

Primer enzim: Tripsin, kimotripsin, termolisin

Missed cleavages:1

Fixed modification: Carbamidomethyl C

Variable modifications: Acetyl N-TERM, Deamidation N, Q, Oxidation M,
Lock Mass for Charge 1: 785.8426 Da/e

Lock Mass Window: 0.25 Da

Low energy threshold: 60 counts

High energy threshold: 10 counts

2.2.11. ACE ve DPP-1V aktif fraksiyonlarin 6zelliklerinin

degerlendirilmesi

LC-MS/MS analizi sonucunda ilgili veri tabanlar1 ile karsilastirmalar yapilarak

numunelerde bulunan peptitlerin dizilimleri (sekanslari), molekiiler agirliklar1 ve

muhtemel olarak hangi findik proteininden koptuklar1 belirlenmistir. Buna ek olarak,

literatiirde tarif edilen bir dizi in silico analiz teknigi kullanilarak peptitlerin

fizikokimyasal 6zelliklerinin ve biyoaktif karakteristiklerinin belirlenmesi islemleri

yapilmistir. Buna gore, analizde kullanilan in silico yontemler soyle siralanabilir:

o

Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal 6zellikleri
ve biyoaktif Ozelliklerinin degerlendirilmesi literatiirde bulunan in silico
yontemler kullanilarak yiirtitiilmiistiir.

Oncelikle peptitlerin izoelektrik noktasi ve toksisite parametreleri Gupta vd.
(2013) calismasina uygun olarak belirlenmistir.

Peptit dizilimlerinin biyoaktif olma ihtimali, biyoaktivite ¢esidinden bagimsiz
olarak Mooney vd. (2012) galismasina uygun olarak hesap edilmistir.

Aktif fraksiyonlarin ilgili aktiviteyi spesifik olarak ortaya ¢ikarma potansiyeli
ve ilgili inhibisyon parametreleri Minkiewicz vd. (2008) c¢aligmasina uygun
olarak belirlenmistir.

Son olarak, biyoaktivitenin gozlendigi ve in silico bulgularla bu gozlemlerin
desteklendigi durumlarda, ilgili peptitlerin ve inhibe ettikleri enzimlerin
arasindaki etkilesimler Trabuco vd. (2012) tarafindan 6ngoriildiigii bicimde

belirlenmis ve ilgili ¢izimler hazirlanmistir.
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR VE TARTISMA

Findik proteinlerinde antihipertansif, antidiyabetik ve antioksidatif peptitler
belirlemek amaciyla Tiirkiye TUBITAK 1001 Programi 2170063 numarali proje

kapsaminda yiiriitiilen bu ¢aligmada elde edilen sonuclar asagida verilmistir.
3.1. Hidroliz derecesi

Farkli enzimlerle 18 saat muamele edilen findik proteinlerinin hidroliz derecesi Adler-
Nissen (1979) tarafindan tarif edilen Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS) yontemi
kullanilarak belirlenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.1 de gosterilmistir. Referans

ornek olarak sodyum kazeinat kullanilmigtir.

100
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‘»
o
(%)

S 60
°
N
©

- 40
=
X

) . .
0
Tripsin(sodyum Tripsin Kimotripsin Termolisin
kazeinat)

Proteolizde kullanilan enzimler

Sekil 3.1: TNBS yontemiyle belirlenen, ¢esitli proteazlar tarafindan hidrolize edilmis
findik posast1 proteinlerinin hidroliz derecesi. Tripsinolizde referans 6rnek olarak
sodyum kazeinat kullanilmistir.

Bu aragtirmada elde edilen %1 konsantrasyondaki tripsin, kimotripsin ve termolisin
hidrolizatlar1 sirastyla %26,43£1.7, % 21,8+£3.1, % 50,4+1.5 hidroliz derecesine
sahiptir. Referans 6rnek sodyum kazeinatin hidroliz derecesi %49+3,3 bulunmustur ve
Nielsen vd. (2001) tarafindan belirtilen %42-%62 degerler araligindadir. Tripsin,
Kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarinin degerleri karsilastirildiginda termolisin
enziminin digerlerine kiyasla findik proteinlerini belirgin 6l¢iide daha fazla hidroliz

ettigi goriilmektedir. Bu durum termoliSin enziminin yliksek bir aktiviteye sahip
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olmastyla da acgiklanabilir (Giilseren, 2018). Mevcut degerlere gore tripsin enzimi
findik proteinini parcalamada sodyum kazeinata gore daha diigiik aktivite gostermistir.
Ancak bu durum kismen TNBS yonteminin sadece serbest amino gruplarinin miktarini

vermesinden kaynaklanabilecegi de bildirilmistir (Polychroniadou, 1988).

3.2. Peptit numunelerinin anyon degisimi yontemi ile fraksiyonlanmasi

Hidroliz edilen findik proteinleri AKTA- Pure 25-L1 FPLC kromatografi sistemi (GE
Healthcare, Buckinghamshire,  Ingiltere)  kullanilarak  fraksiyonlanmistir.
Fraksiyonlama islemi i¢in iyon degisimine dayali kolonlar (HiTrap DEAE FF, Capto-
Q, Capto DEAE, Capto-S) ve hidrofobik etkilesim kolonlarinda (HiTrap Phenyl FF,
HiTrap Butyl-S FF, HiTrap Octyl FF) 6n denemeler yapilmistir. Findik 6rnekleri igin
anyon degisimine dayali kolonlarda baglanma oraninin yiiksek, eliisyon isleminin
kolay olmasi ve elde edilen fraksiyonlarin aktivite testlerinde 6n iglem gerektirmemesi
sebebiyle fraksiyonlama islemi icin HiTrap Capto Q (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Ingiltere) anyon degisimi kolonu ile yiiriitiilmiistiir. Bu hazir
kolonda boyut farkliligin fraksiyonlamaya etkisinin olup olmadigini incelemek

amaciyla 1 ml ve 5 ml yatak hacimli iki farkli kolon boyutu denenmistir.

Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarindan peptitlerin fraksiyonlanmasi i¢in
eliisyon iglemi 20 mM Tris-HCI (pH 8.3) tamponu kullanilarak 32 CV boyunca 0,6 M
NaCl konsantrasyonuna kadar tuz konsantrasyonu lineer bir sekilde artirilmis ve
ayrim, 280 nm UV dalga boyunda takip edilmistir (Sekil 3.2). DPP-IV 6nleyici aktivite
testi i¢in ayri olarak 5 ml yatak hacimli kolonda 100 mM Tris-HCI pH:8 tamponu
kullanilarak ayni sekilde fraksiyonlama islemi yapilmistir (Sekil 3.3). Enzimatik
hidroliz stirecglerinde elde edilen numuneler, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3 de gosterildigi gibi
ayrimlara tabi tutularak 2 kolon hacminde (CV) fraksiyonlar deney tiiplerine
alinmistir. Kolona baglanmayan peptitler deneyin basinda ayr1 bir tiipe toplanmistir ve
bu tiipler “out” fraksiyonu olarak isimlendirilmistir. Her bir hidrolizat 6rneginden 17
fraksiyon alinmustir. Fraksiyonlar alinma siralarina gére numaralandirilmis ve
kullanilan enzime goére harflendirilmistir (tripsin:T, kimotripsin:C, termolisin:E).
Ornegin kimotripsin hidrolizatinin 3. fraksiyonu i¢in C3 adi verilmistir. Alinan peptit

fraksiyonlar1 aktivite testlerinde kullanilmak iizere -20°C de kisa siireli depolanmustir.
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Iyon degisim kromatografisi, proteinlerin yiik tiiriinii (katyonik veya anyonik) ve yiik
giiciinii (gii¢lii veya zay1f anyonik-katyonik) temel alarak ayrim saglamaktadir. fyon
degisim kromatografisinde yiiklii bilesikler ile regineler arasindaki etkilesim iyonik
bilesigin boyutu, polarizasyon derecesi, ylizeyindeki yiikii, re¢inenin yapisi, ¢apraz
baglanma derecesi, iyon degisim kapasitesi, mobil fazin yapisi ve konsantrasyonu gibi
ozelliklerden etkilenmektedir (Pohl vd. 1997). Buna ek olarak kolon boyutunun da
fraksiyonlamaya etkisi oldugu diistiniilmektedir. Ayni tip kolonun farkli iki boyutunda
aynt sekilde yapilan fraksiyon calismalarinda Sekil 3.2°de gorildiigii iizere
benzerliklerin yam sira farkliliklar da meydana gelmistir. Ozellikle 5 ml yatak hacimli
Capto-Q kolonunda yapilan ¢alismada tiim hidrolizat 6rneklerinde eliisyon islemi 1 ml
yatak hacimli kolona gore daha hizli bir ayrim saglamistir. Buna bagli olarak
fraksiyonlanan 6rneklerin igerdigi bilesik ¢esidi ve miktarlarinda da farkliliklar olmasi
beklenmektedir. Elde edilen sekillerin her birinin ayni kolon ile yapilan ayrimlarda
dahi belirgin 6l¢iide farklilik arz etmesi, farkli enzimlerin yine belirgin 6lciide farkli
par¢alanmalara sebebiyet vermesi anlamina gelmektedir. Buna bagli olarak, elde
edilen fraksiyonlarin da kompozisyonlarinin farkli olmasi ve farkli diizeylerde

biyoaktivite gostermeleri miimkiin olacaktir.
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3.3. ACE-onleyici aktivite

Bu c¢alismada findik proteinlerinin antihipertansif 6zelligini belirlemek amaciyla
yapilan ACE-6nleyici aktivite testi igin Capto-Q 1 ml ve 5 ml kolon hacmine sahip iki
kolondan da elde edilen fraksiyonlar, karsilastirma amaciyla kullanilmistir. iyon
degisimi kromatografisi yontemine uygun olarak hazirlanan hidrolizat fraksisyonlart,
her 3 enzim i¢in ayr1 ayr1 hazirlanarak ACE-0Onleyici aktivite testlerinde
degerlendirilmistir (Sekil 3.4). Calismada uygun bir HPLC yontemi ile ACE
inhibisyon aktivitesi 6l¢iimii yapilmistir. Substrat olarak kullanilan Hippuril-His-Leu
(HHL) bilesiginin ACE etkisiyle parcalanmasi ile aciga cikan hippiirik asit (HA)
konsantrasyon degerleri dikkate aliarak hesaplama yapilmustir (Sekil 3.4A). Inhibitor
icermeyen kontrol 6rneginin maksimum HA konsantrasyon degerine sahip oldugu
varsayllmistir. Fraksiyon orneklerinin HA konsantrasyon degerleri kontrol 6rnegi ile
karsilastirilarak Orneklerin %ACE inhibisyon etkisi belirlenmistir (Sekil 3.4B).
Inhibisyon gosteren fraksiyon orneklerinin % ACE inhibisyon degerleri Sekil 3.5

tizerinde sunulmustur.
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Sekil 3.4: ACE testi HPLC kromotogrami (A) HA ve HHL bilesiklerine ait alikonma
kromotogrami, (B) HA molekiiliiniin miktarina bagli inhibisyon karsilastirmasini
iceren 6rnek kromatogram (X: zaman, Y: Absorbans-228 nm)
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Sekil 3.5: Cesitli proteazlar tarafindan hidrolize edilmis findik posast peptit
fraksiyonlari i¢in ACE inhibisyon aktivitesi. Fraksiyonlama, (A) Capto Q, 1 ml veya
(B) Capto Q, 5 ml yatak hacimli kolon kullanilarak yapildi. ACE inhibisyon testlerinde
Kaptopril referans inhibitér olarak kullanildi. Fraksiyon adlari, asagidaki gibi
kullanilan enzime dayanmaktadir: C; Kimotripsin hidrolizatlarindan elde edilen
fraksiyonlar (C1,C2,C3,C4). E: Termolisin hidrolizatlarindan elde edilen fraksiyonlar
(E1,E2,E3,E4,E5E6). T, Tripsin hidrolizatlarindan elde edilen fraksiyonlar
(T1,T2,T3,T4). Cl(out), El(out) ve T1(out) kolona baglanmayan bilesikleri igeren
fraksiyonlardir.

Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda yapilan fraksiyonlamanin daha hizli
gerceklesmesine bagli olarak ACE inhibisyonu gosteren bazi bilesiklerin 1 ml yatak
hacimli kolona gore daha erken fraksiyonlanmasi miimkiin olmustur. Bu sebeple 5 ml
yatak hacimli kolonda inhibisyon gosteren fraksiyon adedi, 1 ml yatak hacimli kolona
gore daha az olmustur. Ancak 5 ml yatak hacimli kolonda daha yiiksek inhibisyon
aktivite gosteren fraksiyonlar toplanmistir (Sekil 3.5B). ACE inhibisyon aktivitesi tiim
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hidrolizat 6rneklerinde Sekil 3.5’de gosterildigi iizere kolona baglanmayan ve/veya
zayif anyonik 6zellik gdsteren bilesiklerin oldugu fraksiyonlar da goriilmiistiir. Benzer
sonuglar Liu vd. (2018a) tarafindan yapilan ¢alismada da bildirilmistir. S6z konusu
caligmada katalaz enzimiyle hidroliz edilen ve iyon degisim kromatografisi ile
ayristirilan findik peptitlerinde en yiiksek ACE inhibisyonu zayif asidik peptitleri
iceren ilk fraksiyonda goézlemlenmistir. Tim bu bulgular goz oniline alindiginda,
ozellikle kolona baglanmayan bilesikleri igeren fraksiyonlarda pozitif yiiklii amino
asitleri igeren peptitlerin varligi ve ACE inhibisyonuna olumlu etkilerinin oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan bir arastirmada bazi kazein kaynakli inhibitorlerde
(kasokininler), bradikinin ve baz1 sentetik inhibitorlerde pozitif yiikli C-terminal lizin
veya arginin varliginin ACE inhibisyonuna 6nemli 6l¢iide katki sagladigi bulunmustur
(Meisel, 1993). Bu durum Ondetti ve Cushman (1982) tarafindan belirtilen ACE aktif
alan modeline uymamaktadir. Bu sebeple ACE inhibisyon mekanizmasinda enzimin
katalitik bolgesinden farkli bir anyonik inhibitor baglanma bdlgesinde etkilesimin

oldugu iddia edilmektedir (FitzGerald ve Meisel, 2000).

3.4. DPP-1V onleyici aktivite

Bu calismada findik proteinlerinin antidiyabetik 06zelligini belirlemek amaciyla
yapilan DPP-IV 6nleyici aktivite testi i¢in 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda 100
mM Tris-HCI pH:8 tamponu kullanilarak elde edilen fraksiyonlar kullanilmistir (Sekil
3.3). Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarinin anyon degisimi bazli
fraksiyonlanmasinin ardindan fraksiyonlarin DPP-IV 6nleyici aktivitelerini belirlemek
icin Nongonierma vd. (2018) tarafindan tarif edilen analiz yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir. Referans inhibitor olarak Diprotin-A (dip-A) kullanilmigtir. DPP-1V
enziminin Gly-Pro-pNA subsratini pargalamasi ile agiga ¢ikan pNA miktart 405 nm
dalga boyunda Shimadzu® BioSpec NanoDrop spektrofotometresi (Shimadzu, ABD)
ile ol¢lilmiistiir. Kontrol 6rneginin maksimum pNA konsantrasyonuna sahip oldugu
varsayilarak fraksiyon Ornekleriyle karsilastirilmistir (Sekil 3.6). Fraksiyonlarin

%DPP-1V aktiviteleri Sekil 3.7 lizerinde verilmistir.
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Sekil 3.6: DPP-IV inhibisyonu karsilagtirmasi i¢in 6rnek spektrum. Karsilagtirma i¢in
405 nm’de absorbans degerleri esas alinmigtir. Referans inhibitor olarak Diprotin-A
kullanilmistir.
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Sekil 3.7: Hidrolizat fraksiyonlarinin % DPP-1V inhibisyonu (X: fraksiyon numarasi,
Y: %inhibisyon) (A) Tripsin hidrolizat fraksiyonlari (B) Kimotripsin hidrolizat
fraksiyonlari (C) Termolisin hidrolizat fraksiyonlar1 (Dip-A: referans inhibitor)
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Her bir hidrolizat 6rneginden alinan fraksiyonlarin DPP-IV inhibisyon aktiviteleri
Sekil 3.7 iizerinde sunulmaktadir. Tripsin hidrolizat fraksiyonlarinda inhibisyon
gosteren Ornekler genellikle T10-T17 araligindaki giiglii anyonik bilesikleri igeren
fraksiyonlarda gozlemlenmistir (Sekil 3.7A). Bu fraksiyonlar arasindan en yiiksek
DPP-IV inhibisyon aktivitesi gosteren % 25,06+2 ile T17 fraksiyonu olmustur.
Kimotripsin hidrolizat fraksiyonlarinda, kolona baglanmayan bilesikleri iceren C1
(out) fraksiyonu ve C5 fraksiyonu hari¢ tiim fraksiyonlarda aktivite gézlemlenmistir
(Sekil 3.7B). Bu fraksiyonlar arasindan % 17,25+1,2 inhibisyon orani ile zay1f anyonik
bilesikleri igeren C3 fraksiyonu en yiiksek DPP-IV inhibisyon aktivitesi gostermistir.
Termolisin hidrolizat fraksiyonlarinda en yiiksek DPP-1V inhibisyon aktivitesi
gosteren % 26,82+0,8 ile E11 fraksiyonu olmustur. Ayrica E11 tiim hidrolizatlar
arasinda en yiiksek aktiviteyi gosteren fraksiyon olmustur. Elde edilen sonuglar,
Giilseren (2018) tarafindan yapilan in silico degerlendirmesiyle uyumludur. Giilseren
(2018) tarafindan yapilan caligmada findik (Corylus avellana L.) peptitlerinin
biyolojik fonksiyonelligini degerlendirmek igin 23 ribozomal protein iizerinde in silico
calisma yapilmustir. Biyoaktif peptitlerin iiretiminde, termolisin, papain ve bromelain
proteazlarinin gastrointestinal proteazlara (tripsin, pepsin, kimotripsin) kiyasla ¢ogu
durumda daha etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica Lacroix ve Li-Chan (2012b)
tarafindan yapilan ¢alismada sodyum kazeinat ve whey proteinlerinin 11 farkli proteaz
kullanilarak tiretilen hidrolizatlarinda DPP-1V inhibisyon aktivitesi incelenmistir. Bu
iki protein i¢in en yiiksek aktiviteyi termolisin hidrolizatlar1 gostermistir (sirasiyla
%50 ve %51). Bu durum termolisin proteazinin, DPP-IV inhibe edici biyoaktif

peptitlerin tiretilmesinde dnemli bir katkis1 oldugunu gostermektedir.
3.5. Antioksidatif aktivite testleri

Antioksidatif aktivite testleri i¢in 5 ml yatak hacimli Capto-Q kolonunda 20 mM Tris-
HCI pH:8.3 tamponu kullanilarak elde edilen fraksiyonlar kullanilmistir (Sekil 3.2).

3.5.1. Demir selasyon aktivitesi

Protein hidrolizatlarimin, Fe*? iyonlarini selatlama kapasitesi Dinis vd. (1994)
yontemine uygun olarak belirlenmistir. Fe?*-ferrozin kompleksinin olusturdugu
magenta renk 562 nm'de maksimum absorbans vermektedir. Antioksidatif peptitlerin
demir iyonlarin1 baglamasi, magenta rengin ve absorbans degerinin giderek

azalmasina neden olur. Tampon ¢dzeltilerin analiz sonuglarini engellemesi sebebiyle
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bu test i¢in tampon ¢ozelti kullanilmadan proteinler hidroliz edilmis ve fraksiyonlama
islemi yapilmadan dogrudan hidrolizat 6rnekleri kullanilmigtir. Kontrol 6rnegi olarak
hidrolizat 6rneginin yerine deiyonize su kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak EDTA
kullanilmistir. Demir selasyon aktivitesi, hidrolizat 6rneklerinin absorbans degerleri
kontrol &regi ile karsilastirilarak hesaplanmistir. Orneklerin % selatlanma

kapasiteleri Sekil 3.8 iizerinde verilmistir.
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Sekil 3.8: Cesitli proteazlar tarafindan hidrolize edilmis findik hidrolizatlarinin %
selatlanma kapasitesi. Hidrolizatlar %1 protein igerecek sekilde saf su icersinde pH
8’e ayarlanarak hazirlanmis ve tripsin, kimotripsin ve termoliSin proteazlari
kullanilmigtir. EDTA (100 pg/ml) pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

Sekil 3.8’de %1 konsantrasyona sahip protein hidrolizatlarmin Fe*? iyonlarini
selatlama aktivitesi karsilastirlldiginda yaklasik %30+2 ile en yiiksek aktiviteyi
termolisin hidrolizati gostermistir. Tripsin ve kimotripsin hidrolizatlar1 yaklagik %8
ile benzer selatlama aktivitesi gostermislerdir. EDTA ¢aligilan en diisiik konsatrasyonu
100 pg/ml’de dahi %9842 selatlama aktivitesi gostermistir. Torres-Fuentes vd. (2012)
tarafindan yapilan ¢aligmada nohut proteinlerinde sindirim enzimleri kullanilarak elde
edilen hidrolizatlarda demir selasyon aktivitesi aragtirilmistir. Calismada hidrolizatlar
yaklasik %10 aktivite gdstermis ve pozitif kontrol EDTA 100 ug/ml konsantrasyonda

%99+1 aktivite gostermistir. Bu baglamda elde edilen sonuglar literatiirle uyumludur.
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3.5.2. Hidroksil radikali tutma aktivitesi

Hidroksil radikali diisik pH degerlerinde tiyobarbitiirik asit ile 1sitildiktan sonra
pembe bir kromojen veren iirlinler olusturmak iizere deoksiriboz ile tepkimeye girer.
Eklenen hidroksil radikal tutucu bilesikler (6rnegin, antioksidatif peptitler) tiretilen
hidroksil radikalleri i¢in deoksiriboz ile rekabet eder ve kromojen olusumunu azaltir
(Halliwell vd.1987). Hidroksil radikali tutma aktivitesi testi Halliwell vd. (1987)
tarafindan gergeklestirilen yonteme uygun olarak yapilmistir. BHT (0,03 mg/ml), bu
deneyde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Fraksiyonlar alinma siralarina gore
numaralandirilarak numunelerin hidroksil radikali tutma aktiviteleri Sekil 3.9 tizerinde

ortak olarak gosterilmistir.

100
B Tripsin
® Termolisin
80
B Kimotripsin
‘»
9]
b
2 60
-
X~
©
©
£
> 40
)
I
Q
N
20
0

v ‘?? ‘Z:'\

AR Y& O & @ O AN & O 9 N v v b
62* \OS' L S SO AL SO S AR A Y QY
Q

Fraksiyon numarasi

Sekil 3.9: Cesitli proteazlar tarafindan hidroliz edilmis findik peptit fraksiyonlarinin
hidroksil radikali tutma aktivitesi. Ornekler Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda
20mM Tris-HCI (pH 8,3) tamponu kullanilarak 2 CV araliklarla fraksiyonlanmis ve
17 fraksiyon toplanmistir (F1-F17). BHT pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Fraksiyonlarin hidroksil radikali tutma aktivitesi karsilastirildiginda tripsin
hidrolizatindan elde edilen F17 fraksiyonu % 37,48+0,7°lik bir oranla en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Bu oram1 % 36,9+1,7 ile termolisin F1 ve % 30,7+1,3 ile

kimotripsin F1 fraksiyonlar1 takip etmistir. Pozitif kontrol 0,136 mM BHT % 88,4+2
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araliginda aktivite gostermistir. Fraksiyonlarin bir kisminda aktivite gézlemlenmez
iken bir¢ok fraksiyondan diisiik aktivite degerleri elde edilmistir. Toplamda elde edilen
51 fraksiyondan 31tanesinde aktivite gozlenmis ve bunlarin i¢inden sadece 10 tanesi
%20 iizerinde aktivite gostermistir. Fraksiyonlamanin kisa araliklarla yapilmasina
bagl olarak bazi ardisik fraksiyonlarin kompozisyonlarinin benzer igerige sahip
olabilecegi ve gii¢lii anyonik fraksiyonlarin demir selatlamaya bagli olarak aktivite

gostermis olabilecegi diisiiniilmektedir.
3.5.3. Siiperoksit anyon tutma aktivitesi

Pirogallol sulu ¢ozeltide hizla otoksidize olan bir reaktiftir. Cozeltide ilk dnce 400 -
425 nm arasinda maksimum absorbans gosteren sari-kahverengi  rengi
olusturmaktadir. Oda sicaklifinda saklama esnasinda birka¢ dakika sonra renk yesile
dénmeye baslar ve son olarak, birkac¢ saat sonra sar1 bir renk goriiniir. Absorbans
degerindeki artis ile oksijen tiikketimi arasinda sabit bir iligki bulunmaktadir (Marklund
ve Marklund,1974). Bu calismada Marklund ve Marklund (1974) tarafindan
yayimlanan yontem modifiye edilerek kullanilmistir. BHT (0,03 mg/ml), bu deneyde
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Siiperoksit anyon tutma aktivitesi gosteren

fraksiyonlar Sekil 3.10 iizerinde ortak olarak gdsterilmistir.
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Sekil 3.10: Cesitli proteazlar tarafindan hidroliz edilmis findik peptit fraksiyonlarinin
siiperoksit anyon tutma aktivitesi. Ornekler Capto-Q 5 ml yatak hacimli kolonda 20
mM Tris-HCI (pH 8,3) tamponu kullanilarak 2 CV araliklarla fraksiyonlanmis ve 17
fraksiyon toplanmistir (F1-F17). BHT pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Siiperoksit anyon tutma aktivitesi testinde degerlendirilen hidrolizat 6rnekleri arasinda
FO-F17 araligindaki fraksiyonlarda aktivite gézlemlenmemistir. Bu durumun F9-F17
araligindaki fraksiyonlarda giiclii anyonik 6zellik gosteren bilesiklerin varligindan
kaynaklandigi diisilmektedir. Stiperoksit anyon tutma aktivitesi gosteren fraksiyonlar
karsilastirildiginda termolisin hidrolizatindan elde edilen FI(out) fraksiyonu
%37,4+3,7 ile en yliksek aktiviteyi gostermistir. Bu oran1 % 26,7+3,8 ile kimotripsin
F7 fraksiyonu takip etmistir. Pozitif kontrol BHT (0,03 mg/ml) ise % 50,5+1,5
oraninda aktivite gostermistir. Oktay vd. (2003) tarafindan yapilan calismada BHA ve
BHT’nin siiperoksit anyon radikali tutma ICsg degerlerinin sirasiyla 0.031 ve 0.061
mg/ml oldugunu bildirmistir. Bu degerlere gore BHT’ nin aktivitesi Oktay vd. (2003)
tarafindan yapilan galismaya kiyasla iki kat fazla bulunmustur. Bu durum kullanilan
kimyasallar, inkiibasyon siiresi, pH, ortam sicaklig1 gibi bir¢ok metot farkliliklarindan
kaynaklanabilmektedir. Bu baglamda sonuclarin literatiire uygunlugu net bir bigimde

kiyaslanamamustir.

Findik protein konsantrelerinden termolisin, kimotripsin, tripsin proteazlari
kullanilarak elde edilen hidrolizatlar ve fraksiyonlarda yapilan antioksidan aktivite
testlerinde genel olarak diigiik aktiviteler gézlemlenmistir. En yiiksek antioksidant
aktivite hidroksil radikali tutma testinde % 37,48+0,7 ile tripsin F17 ve % 36,9+1,7 ile
termolisin F1(out) fraksiyonlarinda gézlemlenmistir. Ancak gii¢lii anyonik bilesikleri
iceren tripsin F17 fraksiyonunun metal selatlayict ozellik gostererek Fe*?’nin
aktivitesini degistirmis olabilecegi ve bu sebeple yiiksek aktivite gosterdigi
diistiniilmektedir. Sonuglarin bazik pH degerlerinde anyon degisim kromotografisi
kullanilarak ve uzun eliisyon (32 CV) ¢alismalarinda kisa araliklarla fraksiyonlanan (2
CV) anyonik peptitlerden elde edildigi g6z Oniinde bulundurulmalidir.
Fraksiyonlamanin kisa araliklarla yapilmasina bagli olarak bazi ardisik fraksiyonlarin
kompozisyonlarinin benzer igerige sahip olabilecegi ve ayrica gii¢lii anyonik
bilesikleri i¢eren fraksiyonlarin metal selatlayici olarak antioksidan aktivite gostermis
olabilecegi diistiniilmektedir. LC-MS/MS analizi sonuglarina gore 6zellikle C2 ve C3
fraksiyonlar1 (kimotripsin F2 ve F3) 1 peptit haricinde ayn1 peptit icerigine sahip
oldugu goézlemlenmistir (bkz. Ek-2). Dolayisiyla bu durum LC-MS/MS analizi

yapilmayan fraksiyonlarda da benzer durumlarin olabilecegini gostermektedir.

Giilseren (2018) tarafindan findik (Corylus avellana L.) peptitleri {izerine yapilan in
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silico ¢alismada, antioksidan aktivitenin bir dereceye kadar gézlemlenebilecegi ve
diger biyoaktivitelere (6rnegin, ACE-Onleyici ve DPP-4 6nleyici aktivitelere) kiyasla
daha az siklikta oldugu tahmin edilmistir. 178 proteolitik senaryo igerisinden sadece
44 vakada antioksidan aktivite ongoriilmiistiir (yaklasik %25). Bu baglamda yapilan

in vitro ¢alisma in silico tahminleriyle paralellik gostermektedir.

3.6. ACE aktif fraksiyonlarin LC-MS/MS analizi ve in silico yontemlerle

degerlendirilmesi

Boliim 2.2.10°da tarif edildigi lizere ACE aktivitesi gosteren fraksiyonlar toplanarak
uygun LC-MS/MS analiz teknikleriyle incelenmistir. Calistigimiz  findik
proteinlerinden elde edilen enzimatik hidrolizatlarin fraksiyonlar1 alindiktan sonra
peptit  yapilarmi  aydinlatmak igin LC-Q-TOF-MS sisteminde analizler
tamamlanmistir. Analiz edilen peptit molekiillerinin Uniprot, PLGS, vb. veri
bankalarindaki proteinlerle eslestirerek peptit molekiillerinin yapilar1 aydinlatilmaya
calisilmistir. Ancak bazi peptit molekiillerinin yapilari bu yolla belirlenememistir. LC-
MS/MS analizi sonucu elde edilen bazi 6rnek spektrumlar asagida sunulmaktadir
(Sekil 3.11- 3.13). ACE aktif fraksiyonlarda bulunmus 192 farkli peptit spektrumu

olmasi sebebiyle sadece drnek birka¢ sunum verilmistir.

Uygun tekniklerle dizilimleri belirlenen peptitlerin fizikokimyasal ozellikleri ve
biyoaktif Ozelliklerinin degerlendirilmesi literatiirde bulunan in silico yontemler
kullanilarak yiirtitilmiistiir. Analizde kullanilan in silico yontemler hakkinda detayli

bilgi boliim 2.2.11°de verilmistir.

ACE aktif fraksiyonlardan analizi tamamlanmig 192 farkli peptit bulunmaktadir.
Tripsin, kimotripsin ve termolisin hidrolizatlarindan elde edilen bu peptitlerin
degerlendirmeleri Ekler boliimiinde sirasiyla Ek-1 Ek-2 ve EK-3’ te verilmistir.
Mooney vd. (2012) referansina gore (PeptideRanker) bu peptitlerin muhtemel
biyoaktiviteleri siralanmistir. Bunun yaninda, Minkiewicz vd. (2008) referansina gore,
peptitlerin (eger varsa) ACE inhibisyon potansiyelleri incelenmistir. Bu baglamda hem
in vitro ACE aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce
dogrulanan peptitlerin ACE inhibisyon mekanizmasi incelenmistir (Trabuco vd.
2012). Her bir hidrolizat i¢in en etkin (muhtemel) aktiviteye sahip peptit sekanslari ve

PeptideRanker degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.
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Degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif
hem de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlasilmistir. Ekler boliimiinde verilen
tablolar (Ek 1-2-3) iizerinden incelenebilecegi gibi peptitlerin higbirinde toksik etkiler
ortaya ¢ikmasi beklenmemektedir. Buna ek olarak, bazi alerjen proteinlerin de
parcalandig1 ve muhtemelen alerjik etkilerinin azalabilecegi anlagilmaktadir. Alerjik
olmayan proteinlere iliskin bazi1 parcalanmalar da s6z konusudur. Bunun disinda,
genellikle out fraksiyonlar1 beklendigi lizere daha fazla aktif peptit i¢erigine sahiptir.
Yine de bazi istisnalar her iki durum i¢in de s6z konusudur. Dolayisiyla, hem out
fraksiyonlarda bazik olmayan peptitler goriilmiis, hem de out olmayan fraksiyonlarda
sayica az bazik peptitler bulunmustur. Bu durum, peptitlerin birbirleri ile
etkilesmesinden kaynaklandig diistiniilmektedir. Ayrica kisa fraksiyonlama araligina
bagli olarak ayni1 peptit sekansina sahip bazi ardisik fraksiyonlar da gozlemlenmistir.
Ek-2’de gbzlenen peptitlerin C2 ve C3 fraksiyonlari igin, 1 peptit disinda, ortak oldugu

anlagilmistir.

Peptitlerin bazilarinin antimikrobiyal etkiler de dahil olmak {izere bazi yenilik¢i
ozelliklerinin de olabilecegi diisiiniilmektedir. Genel olarak, veri tabani analizlerinin
sonuclarindan da anlagilabilecegi gibi, bu peptitlerle 1ilgili bir literatiir
bulunmamaktadir. Buna ek olarak, elde edilen bazi sinyaller veri tabanlarinda olan
proteinlerle eslesmemistir. Dolayisiyla bulgularimizin bir kismi1 yeni protein ve peptit

tirlinlerine isaret etmektedir.
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Tablo 3.1: Her bir hidrolizat i¢in en etkin (PeptideRanker degerine gore) peptit
sekanslari.

Hidrolizat Molekiiler

adi Fraksiyon Sekanslar |agirhk
numarasi
(g/mol)

Tripsin T out SPLAGR |600,3462 |Cora9 0,615224 10,1
allergen
[Corylus
avellana]

Kimotripsin |C2 & C3 | VPHW 538,2772 |11S globulin-{0.79343 |7,37
like protein
[Corylus
avellana]

Termolisin | E out PGHF 457,2194 | 48-kDa 0,950238 |7,1
glycoprotein
precursor
[Corylus
avellana]

Peptide
Ranker |pl
skoru

Kaynak
proteini

Sekanslar1 Tablo 3.1°de verilen peptitlerin ve diger ACE aktif 189 peptidin daha
detayli verileri Ekler boliimiinde verilmistir (Ek-1, EK-2, Ek-3). Asagidaki sekil ve
tablolarda SPLAGR, VPHW ve PGHF peptitlerinin ACE ile etkilesim mekanizmasi
incelenmis ve bu inhibitérlerin ACE’nin hangi amino asitleri ile etkilesebilecegi

Ozetlenmistir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

[To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked accerding to statistical significance (p-value)

rank p-value N

Sekil 3.14: Triptik peptitler arasinda PeptideRanker degeri en yiiksek olan SPLAGR
peptitinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Ustte enzim ve inhibitér birlikte
gosterilirken, alttaki goriintiide etkilesim odakli % 200 biiyiitme (“zoom”
uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value)

rank p-value N

Each row from the table above is colored according to statistical significance (p-value)
following the color scale below (red = highly significant: yellow = moderately significant;
white = not significant)

Sekil 3.15: Kimotriptik peptitler arasinda PeptideRanker degeri en yiiksek olan
VPHW peptidinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Ustte enzim ve inhibitdr
birlikte gosterilirken, alttaki goriintiide etkilesim odakli % 200 biiyiitme (“zoom™)

uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullanilmastir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value)

rank p-value N

Sekil 3.16: Termolisin muamelesi ile hazirlanan peptitler arasinda PeptideRanker
degeri en yiiksek olan PGHF peptidinin ACE ile etkilesiminin sematize edilmesi. Ustte
enzim ve inhibitor birlikte gosterilirken, alttaki goriintiide etkilesim odakli % 200
biiylitme (“zoom”) uygulanmistir. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.
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En muhtemel model, istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ ortaya c¢ikarmaktadir.
ACE’nin toplamda 1306 amino asit uzunluguna sahip oldugu bilgisi modelin
etkinliginin anlasilmasi agisindan onemlidir. Diger modeller bu model kadar etkin
degildir ve genellikle istatistiksel olarak gegerli bir baglanma ya da etkilesim
tanimlayamamaktadirlar. Dolayisiyla, muhtemel baglanma asagidaki tablolarda
sunulan detaylara uygun bir bicimde gerceklesmektedir.

Tablo 3.2: SPLAGR peptitinin ACE ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino
asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmustir.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE iizerinde baglanilan
asitler amino asitler
SPLAGR Pro-2  Leu-3 | 0,0001473 Trp279, GIn281, His353,
Ala-4  Gly-5 Ala354, His383, Glu384,
Arg-6 Glu 411, Asp4l5, Phe457,
Phe460, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523, Ser526,
Phe527

En muhtemel modele gore 6 amino asitten olusan SPLAGR triptik peptiti, ACE
tizerinde 16 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir.

Tablo 3.3: VPHW peptitinin ACE ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino
asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.

Sekans Aktif  amino | p-degeri ACE iizerinde baglanilan
asitler amino asitler
VPHW Val-1  Pro-2 | 3,959E-05 GIn281, His353, Ala354,
His-3 Trp-4 His383, Glu 411, Asp41b,
Lysb11, His513, Tyr520,
Tyr523

En muhtemel modele gore 4 amino asitten olusan VPHW kimotriptik peptidi, ACE
tizerinde 10 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep
olabilmektedir. Onceki tablo ile karsilastirdigimizda baglant1 noktalar1 benzer olmakla
birlikte bu peptitin daha az amino asit ile etkilestigi anlagilmaktadir.

Tablo 3.4: PGHF peptitinin ACE ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino asitlerin
listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.

Sekans Aktif  amino | p-degeri ACE iizerinde baglanilan
asitler amino asitler
PGHF Pro-1  Gly-2 | 2,263E-05 GIn281, His353, His383,
His-3 Phe-4 Glu384, His 387, Glu 411,
Phe457, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523
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En muhtemel modele gore termolisin ile hidroliz edilmis, 4 amino asitten olusan PGHF
peptidi, ACE {izerinde 11 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede
inhibisyona sebep olabilmektedir. Ik tablodaki peptit (SPLAGR) ile
karsilastirdigimizda baglant1 noktalar1 benzer olmakla birlikte bu peptidin daha az
amino asit ile etkilestigi anlagilmaktadir. Ote yandan, ikinci peptit (VPHW) ile
karsilagtirdigimizda peptitlerin uzunluklar1 esit olmakla birlikte ACE iizerinde
baglanilan amino asit sayisi PGHF i¢in daha yiiksektir. Ancak her 3 durumda

baglanilan amino asitler genellikle benzerdir.

Asagidaki tabloda, pozitif kontrol olarak iyi bilinen bir ACE inhibitérii VPP ile bir

kiyaslama yapilmaktadir.

Tablo 3.5: Mevcut peptitlerin ACE ile etkilesiminin gerceklestigi baslica amino
asitlerin listelenmesi ve bu listelerin VPP peptitine ait liste ile kiyaslanmas.

Sekans Aktif amino | p-degeri ACE iizerinde baglanilan
asitler amino asitler

SPLAGR Pro-2  Leu-3 | 0,0001473 Trp279, GIn281, His353,
Ala-4  Gly-5 Ala354, His383, Glu384,
Arg-6 Glu41l, Asp4l5, Phe457,

Phe460, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523, Ser526,

Pheb27
VPHW Val-1  Pro-2 | 3,959E-05 GIn281, His353, Ala354,
His-3 Trp-4 His383, Glu4ll, Asp4ls,
Lys511, His513, Tyr520,

Tyr523
PGHF Pro-1  Gly-2 | 2,263E-05 GIn281, His353, His383,
His-3 Phe-4 Glu384, His387, Glu4ll,

Phe457, Lys511, His513,
Tyr520, Tyr523

VPP 2.951E-06 GIn281, His353, His383,
His387, His410, Glu4l1l,
Alad12, Asp4l5, Phed57,
His513, Tyr520, Tyrb23,
Ser526, Pheb27

Bu durumda VPP peptidinin baglanabilecegi 14 farkli amino asit belirlenmistir. Bu
baglant1 noktalarindan 11 tanesi mevcut 3 peptit ile ortaktir. Ote yandan, koyu renkle
gosterilen iic amino baglantis1 (His387, His410 ve Ala 412) VPP tripeptidine
spesifiktir.
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3.7. DPP-1V aktif fraksiyonlarin LC-MS/MS analizi ve in silico yontemlerle

degerlendirilmesi

Calistigimiz  findik  proteinlerinden elde edilen enzimatik hidrolizatlarin
fraksiyonlarim1 aldiktan sonra peptit yapilarin1 aydmlatmak i¢in LC-Q-TOF-MS
sisteminde analizler tamamlanmistir. Analiz edilen peptit molekiillerinin Uniprot,
PLGS, vb. veri bankalarindaki proteinlerle eslestirerek peptit molekiillerinin yapilari
aydinlatilmaya calisilmistir. Ancak bazi peptit molekiillerinin yapilar1 bu yolla
belirlenememistir. Dolayistyla bu boliimde edinilen bilgiler kisith kalmistir. Bu
durumun nedeni, protein veri tabanlarinda bulunmayan (muhtemelen, yeni)
proteinlerle karsilasmis olmamizdir. Bu proteinlerin yapilarinin aydinlatilabilmesi
icin, mevcut biitge ve altyapimizin yetersiz kaldig1 “de novo sekanslama” islemlerine

ithtiya¢ bulunmaktadir.

Onceki boliimlerde (tripsin, kimotripsin ve termolisin muameleleri) tarif edildigi iizere
DPP-IV aktivitesi gosteren fraksiyonlar toplanarak uygun LC-MS/MS analiz
teknikleriyle incelenmistir. Bu baglamda elde edilen bazi 6rnek spektrumlar asagida
sunulmaktadir (Sekil 3.17-3.18). Analiz tekniginin detaylart bolim 2.2.10°da
sunulmustur. Coziilebilmis olan peptit fraksiyonlarina ait 14 farkli peptidin sonuglar
Ekler bolimiinde Ek-4 ve EK-5’te verilmistir. Bu peptitler C10 ya da T12

fraksiyonlarinda bulunmustur.

Degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif
hem de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlasilmistir. Mooney vd. (2012)
referansina gore (PeptideRanker) peptitlerin muhtemel biyoaktiviteleri siralanmaistir.
Bunun yaninda, Minkiewicz vd. (2008) referansina gore, peptitlerin (eger varsa) DPP-
IV inhibisyon potansiyelleri incelenmistir. DPP-IV i¢in A ve B parametreleri olmayan
peptitlerin ACE parametreleri EK-4’te sunulmustur. Ek-4 ve EK-5’te incelenebilecegi
gibi peptitlerin higbirinde toksik etkiler ortaya ¢ikmasi beklenmemektedir. Buna ek
olarak, baz1 alerjen proteinlerin de parcalandigr ve muhtemelen alerjik etkilerinin
azalabilecegi anlagilmaktadir. Alerjik olmayan proteinlere iliskin bazi parcalanmalar
da s6z konusudur. Bunun disinda, bazi out olmayan fraksiyonlarda bazik peptitler

bulunmustur.
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DPP-IV aktif fraksiyonlara ait sinyallerin ¢ogunlugu veri tabanlarinda olan
proteinlerle eslesmemistir. Dolayisiyla bulgularimizin bir kismi1 yeni protein ve peptit

tirlinlerine isaret etmektedir.

Hem in vitro DPP-1V aktivitesi bulgulanan, hem de bu aktiviteleri in silico tekniklerce
dogrulanan peptitlerden; DPP-IV inhibisyon parametreleri bulunanlar arasinda
PeptideRanker degeri en yiiksek olan YDLDFK peptidi secilmis ve inhibisyon
mekanizmasi incelenmistir (Trabuco vd. 2012). Bu baglamda asagidaki Sekil 3.19 ve

Tablo 3.6’da stz konusu inhibitor peptitin analizi sunulmaktadir.

En muhtemel model, istatistiksel olarak anlaml1 bir sonug ortaya ¢ikarmaktadir. DPP-
IV enziminin toplamda 766 amino asit uzunluga sahip olmasi, modelin etkinligini
gostermek i¢cin dnemlidir. Diger modeller bu model kadar etkin degildir ve genellikle
istatistiksel olarak gecerli bir baglanma ya da etkilesim tanimlayamamaktadirlar.
Dolayisiyla, muhtemel baglanma Tablo 3.6’da sunulan detaylara uygun bir bigimde
gerceklesmektedir.

Tablo 3.6: YDLDFK peptitinin DPP-IV ile etkilesiminin gergeklestigi baslica amino
asitlerin listelenmesi. En muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.

Sekans Aktif amino | p-degeri DPP-IV iizerinde
asitler baglanilan amino asitler
YDLDFK Tyr-1 Asp-2 0,009162 Phe-357 Tyr-547 Trp-629
Leu-3 Phe-5 Ser-630 Val-656
Lys-6 Tyr-662 Tyr-666 Asn-710

Val-711 His-740

En muhtemel modele gore 6 amino asitten olusan YDLDFK triptik peptiti, DPP-1V
tizerinde 10 muhtemel baglanma noktasina sahiptir ve bu sayede inhibisyona sebep

olabilmektedir.
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Displaying prediction ranked at position 1.

To display a different prediction, click on the correponding row from the table below, which
shows the top matches ranked according to statistical significance (p-value).

rank p-value N

Sekil 3.19: DPP-IV inhibisyon parametreleri bulunan DPP-IV inhibitorii peptitler
arasinda PeptideRanker degeri en yiiksek olan YDLDFK peptitinin, DPP-1V ile
etkilesiminin sematize edilmesi. Solda enzim ve inhibitor birlikte gosterilirken,
sagdaki gorilintiide etkilesim odakli % 200 biiylitme (“zoom”) uygulanmistir. En
muhtemel model (Model 1) kullanilmistir.
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DORDUNCU BOLUM

SONUC VE ONERILER

Ulkemiz i¢in ekonomik éneme sahip Giresun tombul findiginin yag: alindiktan sonra
kalan posalarinda yiiksek oranda protein bulunmaktadir. Calismamizda bu proteinler
alkali ekstraksiyonu-izoelektrik ¢oktiirme yontemiyle konsantre edilmis ve 3 farkli
enzimle (tripsin, kimotripsin, termolisin) hidroliz edilmistir.  Sonrasinda
hidrolizatlardan anyon degisim bazli fraksiyonlar elde edilmis ve bu fraksiyonlarda
(ACE ve DPP-1V onleyici ve antioksidatif) aktivite testleri yapilmistir. En yiiksek
aktivite degerleri 3 hidrolizatta da ACE testlerinde goriilmiistiir. Bunun yani sira DPP-
4 ve anktioksidan testlerinde ¢ok sayida fraksiyonda aktivite gézlenmis ancak aktivite
degerleri nispeten diisiik bulunmustur. Aktivite testlerinin ardindan ACE inhibisyonu
ve DPP-IV inhibisyonu aktivitesi gosteren fraksiyonlar LC-MS/MS analiz
teknikleriyle incelenerek aktif fraksiyonlara ait peptit dizilimleri belirlenmistir. Ancak
bazi peptit molekiillerinin yapilart bu yolla belirlenememistir. Bu durumun yeni
proteinlerin varligina ya da daha dnce veri bankalarina islenmemis findik proteinlerine

isaret ettigi dlistiniilmektedir.

Calismada dizilimleri belirlenen peptitlerin, bazi fizikokimyasal ve biyoaktif
ozellikleri, literatiirde bulunan in silico yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda, aktif fraksiyonlarinin tamamina yakininda hem aktif hem
de aktif olmayan peptitlerin bulundugu anlagilmistir. Bu in silico yontemlerle
caligmada 192 adet ACE aktif ve 14 adet DPP-IV aktif peptit belirlenmistir. Bu
peptitlerin higbirinde toksik etkilerin ortaya ¢ikmasi beklenmemektedir. Buna ek
olarak, bazi alerjen proteinlerin de parcalandigi ve muhtemelen alerjik etkilerinin

azalabilecegi anlagilmaktadir.

Arastirmada hem in vitro aktivitesi bulgulanan hem de bu aktiviteleri in silico
tekniklerce dogrulanan peptitlerin inhibisyon mekanizmasi yine in silico teknikler
kullanilarak incelenmistir. Ayrica calismada DPP-1V inhibisyon parametreleri
bulunan peptitler arasinda PeptideRanker degerine gore en yiiksek aktiviteye sahip
olan YDLDFK peptidinin inhibisyon mekanizmasi incelenmistir. Sonugta YDLDFK
triptik peptidinin DPP-IV {izerinde 10 muhtemel baglanma noktasina sahip oldugu
bulunmustur. ACE aktif peptitleri arasindan her bir enzim i¢in en etkin olaninin ACE

ile etkilesim mekanizmasi incelenmis ve bu inhibitorlerin ACE’nin hangi amino
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asitleri ile etkilesebilecegi belirlenmistir. Buna gore Farkli enzimlerle muamele
sonucu olusan SPLAGR (tripsin), VPHW (kimotripsin) ve PGHF (termolisin)
peptitleri, ACE iizerinde sirasiyla 16, 10 ve 11 muhtemel baglanma noktasina sahip

oldugu bulunmustur.

Bu ¢alismada yagi alinmis findik posalari kullanilarak katma deger saglayabilecek
veriler elde edilmistir. Aktif fraksiyonlara ait sinyallerin bir kismi1 veri tabanlarinda
olan proteinlerle eslesmemesine bagli olarak yeni protein ve peptitlerin olabilecegi
diisiniilmektedir. Dolayisiyla bu diisiincenin dogrulanmasi ve bu bilesenlerin
belirlenmesi iizerine ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir. Belirlenen ve heniiz
belirlenemeyen (muhtemelen yeni) aktif peptitler sentetik olarak elde edilerek gercek
aktivitelerinin ve inhibisyon konsantrasyonlarinin belirlenmesi {izerine yapilacak
caligmalar, findik peptitlerinin bu konudaki potansiyelini daha net bir bi¢imde ortaya
cikaracaktir. Bununla Dbirlikte saf halde elde edilecek peptitlerin {iriin
formiilasyonlarina ilavesi ile ilgili daha ileri ¢aligmalar yiiritiilebilecektir. Ayrica
findikta bu aktiviteleri gelistirici ¢alismalarin yani sira antimikrobiyal ve antikanser
aktivitesi gibi farkli biyoaktif 6zellikleri iizerine yeni ¢aligmalar yapilabilir. Gelecekte
bu aktif peptitler farmakolojik caligmalara konu edilebilir veya kontrolsiizce
tiikketilebilen gidalarda fonksiyonel bilesik olarak kullanilabilirligi degerlendirilebilir.
Bu sayede hipertansiyon ve diyabetle miicadelede 6nemli katkilar saglayabilmesi

miumkin olabilecektir.
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EKLER

EK-1

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda triptik ACE aktif findik peptitlerin,

belirlenen fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktif karakteristikleri asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 4.1: Triptik ACE aktif findik peptitlerin, fizikokimyasal dzellikleri ve biyoaktif

karakteristikleri.
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EK-2

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda kimotriptik ACE aktif findik

belirlenen fizikokimyasal Ozellikleri ve biyoaktif Kkarakteristikleri

peptitlerin,

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.2: Kimotriptik ACE aktif findik peptitlerin, fizikokimyasal 6zellikleri ve
biyoaktif karakteristikleri.
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EK-3

LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda termolisin muamelesi ile olusan

ACE aktif findik peptitlerin, belirlenen fizikokimyasal ozellikleri ve biyoaktif

karakteristikleri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 4.3: Termolisin muamelesi ile olusan ACE aktif findik peptitlerin,

fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktif karakteristikleri.
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LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda kimotriptik DPP-1V aktif C10

Tablo 4.4: Kimotriptik DPP-IV aktif findik peptitlerin, fizikokimyasal dzellikleri ve

fraksiyonunun fizikokimyasal ozellikleri ve biyoaktif karakteristikleri asagidaki
biyoaktif karakteristikleri.

tabloda verilmistir.
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LC-MS/MS analizi ve in silico analizler sonucunda triptik DPP-1V aktif T12

biyoaktif karakteristikleri.

EK-5

fraksiyonunun fizikokimyasal 6zellikleri ve biyoaktif karakteristikleri asagidaki
Tablo 4.5: Triptik DPP-IV aktif findik peptitlerin, fizikokimyasal ozellikleri ve

tabloda verilmistir.
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Sertifikalar

BRC KALITE VE GIDA GUVENLIGI YONETIM SISTEMLERI

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HiZMETLERI- 05.2013
TS EN ISO/IEC 17025:2010 LABORATUVAR AKREDITASYON
STANDARDI

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HiZMETLERI- 05.2013
TS EN ISO 19011:2004 iC DENETCI EGITIMi

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HiZMETLERI- 05.2013
GIDA GUVENLIGI YONETICIiSI SERTIFIKASI

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HIZMETLERI- 05.2013
HELAL GIDA

GIDA VE IHTIYAC MADDELERI DENETLEME VE SERTIFIKALANDIRMA -
05.2013

TS EN ISO 22000:2005 GIDA GUVENLIGi YONETIM SISTEMi

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HiZMETLERI- 03.2013
TS OHSAS 18001 iS SAGLIGI VE GUVENLIiGI YONETIM SiSTEMLERIi
PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HiZMETLERI- 03.2013
TS EN ISO 22002/PAS 220:2008 GIDA GUVENLiIGi HUSUSUNDA ON
GEREKSINIiM PROGRAMLARI

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HiZMETLERI- 03.2013
TS EN 1SO 9001:2008 KALITE YONETIM SiSTEMLERI

PARS EGITIM, DANISMANLIK VE MUHENDISLIK HIZMETLERI- 03.2013
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