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FARKLI TEKNIiKLERLE URETILEN MARAS TARHANALARINDAKI
BiYOAKTIF PEPTITLERIN BELIRLENMESI

Doganay YUKSEL

OZET

Bu ¢aligmada geleneksel yontem ve direkt fermantasyon yontemi olmak iizere iki
farkli teknikle iiretilen Marag tarhanasi ve tarhanalarin ana bilesenleri olan bugday (d6vme)
ve yogurdun RP-HPLC’de peptit profilleri kiyaslanmig ve Q-TOF LC/MS’de peptit
icerikleri arastirilmistir. Kiitle spektrometresi verileri PEAKS Studio (versiyon 8.5)
programinda incelenerek tespit edilen peptitlerin BIOPEP veri setinde fizyolojik aktiviteleri
aragtirtlmistir. BIOPEP veri setinde yer almayan peptitler UniProt KB veri setinde taranarak
peptitlerin kaynaklar1 incelenmis ve olasi fizyolojik aktiviteleri i¢in literatiir taramasi

yapilmaistir.

Kiitle spektrometresi verilerine gore geleneksel tarhana 6rneklerinde 34 farkli, direkt
fermente tarhana Orneklerinde ise 50 farkli peptit zinciri tespit edilmistir. BIOPEP ve
UniPROT veri setleri ile yapilan karsilastirma sonucunda toplamda 8 ACE inhibitor peptit
(IPAVFK-AVPYPQR-LIVTQ-EMPFPK-FR-VR-RL-LR), 3  antioksidant  peptit
(VLPVPQK-AVPYPQR-LLR), 1 antibakteriyal peptit (IPAVFK), 4 DPP IV inhibitor peptit
(IPAVFK-FR-VR-RL), 1 renin inhibitor peptit (LR) zinciri tespit edilmistir.

Yogurt orneginde saptanan 19 farkli peptit zincirinden iki tanesi (VLPVPQK,
EAMAPK) tarhana oOrneklerinde de tespit edilmigtir. VLPVPQK peptiti BIOPEP veri
setinde antioksidatif peptit olarak kayithdir. Dovme oOrneginde 23 adet peptit tespit
edilmistir. Bunlarin i¢inden LVVPPK peptiti direkt fermente tarhana Orneginde de
saptanmistir. Yogurt ve dévme Orneklerinin her ikisinde de ortak bulunan peptit tespit

edilememistir.

Literatiir taramasi sonucunda veri setlerinde yer almayan EAMAPK peptit zincirinin
antioksidant aktivite, IIVTQTMK peptit zincirinin ACE inhibitor aktivite gosterme
potansiyeli tasidiklari anlasilmistir. Bununla beraber LPAVFK, LPGLKF, LLSLGA,
LVVPPK peptit zincirlerinin amino asit dizilimi ve tiirleri goz Oniine alindiginda

antimikrobiyal aktivite gdstermeye aday peptit zincirleri olduklar1 sonucuna varilmistir.
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DETERMINATION OF BIOACTIVE PEPTIDES IN THE MARAS TARHANA
PRODUCED BY DIFFERENT TECHNIQUES

Doganay YUKSEL

SUMMARY

In this study, two different techniques namely traditional method and direct
fermentation method were used to produce Maras tarhana. Peptide profiles of tarhana and
yogurt samples were compared by RP-HPLC method. Also, peptide contents of these
samples were investigated by Q-TOF LC/MS. Mass spectrometry data were analyzed in
PEAKS Studio (version 8.5) software and the physiological activities of the peptides were
investigated in BIOPEP database. Peptides that were not included in the BIOPEP database
were screened in the UniProt KB protein database to investigate the sources of the peptides

and to search the literature for their possible physiological activities.

According to mass spectrometry data, 34 and 50 different peptide chains were
determined in the traditional and direct fermentation tarhana samples, respectively. Detected
peptide chains were screened in the BIOPEP peptide database and the UniProt KB protein
database. A total of eight ACE inhibitor peptides IPAVFK-AVPYPQR-LIVTQ-EMPFPK-
FR-VR-RL-LR), 3 antioxidant peptides (VLPVPQK-AVPYPQR-LLR), 1 antibacterial
peptide (IPAVFK), 4 DPP IV inhibitor peptides (IPAVFK-FR-VR-RL), 1 renin inhibitor
peptide (LR) chain identified according to the databases.

19 different peptide chain were detected in the yogurt sample. Two of them
(VLPVPQK, EAMAPK) were also detected in tarhana samples. VLPVPQK peptide chain
has been registered as antioxidant peptide in the BIOPEP database. 23 peptides were
detected in wheat samples. One of them (LVVPPK) was also detected in the direct fermented

tarhana sample. However no common peptide was detected in yoghurt and wheat sample.

As a result of the literature review, it was found that EAMAPK peptide chain, which
is not included in the databases, has antioxidant activity and the IIVTQTMK peptide chain
has the potential to show ACE inhibitory activity. In addition it has been concluded that
LPAVFK, LPGLKF, LLSLGA, and LVVPPK peptides have potential to show antimicrobial

activity considering the amino acid sequence and types.
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1. GIRIS

Besleyici 6zelligi, uzun siireli ve kolay muhafaza edilebilmesiyle yaygin olarak
iretilip tiiketilen fermente bir gida maddesi olan tarhananin diyetimizde 6nemli bir yeri
vardir. Tarhana tilkemizin kokli mutfak kiiltiirii icinde yer edinen iyi bir protein, vitamin,
mineral kaynagi oldugu i¢in yetiskin ve ¢ocuklarin beslenmesinde yaygin olarak kullanilan
geleneksel gidalardan biridir (Tamer ve ark., 2007; Ozdemir ve ark., 2012). Tarhana
bilesiminde hem hayvansal kaynakli hem de bitkisel kaynakli proteinler bulunmaktadir. Bu
nedenle tarhana protein ¢esitliligi agisindan zengin bir gida maddesidir. Tarhana laktik asit
fermantasyonu ile iiretilen bir besindir. Fermantasyon, en eski ve en ekonomik besin tiretim
ve muhafaza yontemlerinden biridir. Fermantasyon ayrica tasimak i¢in materyalin hacmini
azaltmak, arzu edilmeyen bilesenleri parcalamak, besin degerini artirmak, pisirme i¢in
gereken enerjiyi azaltmak ve giivenilir tiriin yapmak i¢in dogal bir yoldur (Daglioglu, 2000).
Biyokimyasal énemi agisindan fermantasyon temelde mikroorganizmalarin canliliklarini
stirdiirmek icin gerceklestirdikleri hidroliz reaksiyonlaridir. Fermantasyonda biiyiik
molekiiller, polimerler alt birimlerine ve yap1 taslarina pargalanir. Tarhana fermantasyonu
esnasinda ortamdaki protein, karbonhidrat ve yag gibi 6gelerin bakteri kiiltiirleri tarafindan
On sindirime tabi tutulmalari, tarhananin daha kolay sindirilebilmesi ve daha besleyici
ozellik kazanmasina yol agmaktadir. On sindirim sonucu bir¢ok molekiil alt birimlerine
pargalanir. Proteinlerin par¢alanmasi sonucunda farkli uzunluklarda peptit zincirleri ortaya
cikar. Bu sekilde protein yapisi i¢inde inaktif olan ancak mikroorganizmalarin enzimatik
aktivitesi (hidroliz) sonucunda agiga ¢iktiginda onemli fizyolojik aktiviteler sergileyen
amino asit zincirleri (peptit), biyoaktif peptit veya fonksiyonel peptit olarak
tanimlanmaktadir. Biyoaktif peptitler proteinleri olusturan aminoasit zincirlerinin igine
kodlanmiglardir ve genellikle 3-20 amino asitten olusan kisa peptit zincirleridir (Kinik ve

Giirsoy, 2002).

Guntumiizde ozellikle siit proteinleri kaynakli, farkli fizyolojik etkiler (tansiyon
diistirme, antimikrobiyal, antioksidant, mineral baglama, bagigiklik sistemini uyarma)
gosteren ¢ok sayida biyoaktif peptit tanimlanmistir. Bununla beraber siit tek kaynak degildir.
Literatiirde tahil ve kirmizi et proteinlerinin dizilerinde de fizyolojik aktivite tasiyan
peptitlerin bulundugu belirtilmektedir. Bu baglamda tarhananin hem siit hem de tahil
proteinleri igermesi agisindan o6nemli bir biyoaktif peptit kaynagi olabilecegi

diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda bir fermente gida olarak tarhana, bakteriler tarafindan
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biiyiik protein molekiillerinin kisa peptit zincirlerine pargalandigi dnemli bir matriks olarak
degerlendirilmektedir. Bu iki faktor tarhanayi biyoaktif peptitler agisindan incelenmeye
deger bir konu haline getirmektedir. Ote yandan literatiir incelemesi sonucunda tarhana
yapisinda bulunmasi muhtemel peptitler iizerine yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Bununla beraber tarhana benzeri {iriinler ve tarhananin ana bilesenleri olan yogurt ve bugday

(dovme) ile ilgili ¢esitli calismalar mevcuttur.

Tarhananin ana bilesenlerinden birisi olan yogurdun yapisinda bulunan
mikroorganizmalar azot kaynagi olarak ilk etapta kazeini pargalar. Hiicre dis1 enzimlerin rol
oynadig1 proteoliz sonucunda ¢ok sayida oligopeptit ortaya ¢ikar. Ilerleyen siirecte ortaya
cikan oligopeptitler daha ileri proteoliz reaksiyonlari i¢in hiicre i¢ine alinir. Hiicre igi
peptidazlarin rol oynadigi daha ileri par¢alanmalar neticesinde kisa peptit zincirleri agiga
cikar (Christensen ve ark.,1999; Yamamoto ve ark., 1999). Yogurdun biyoaktif peptit i¢erigi
ile ilgili yurt dis1 kaynakli ¢esitli ¢calismalara rastlanmistir (Lorenzen ve Meisel, 2005;
Donkor ve ark., 2007; Papadimitriou ve ark., 2007; Plaisancie ve ark., 2013). Aloglu ve Oner
(2011)’in yogurt kaynakli biyoaktif peptitlerin antioksidatif aktivitesi tizerinde yaptiklari
inceleme disinda iilkemizde daha c¢ok siit proteinleri kaynakli ACE inhibitor peptitler
konusunda derlemeler oldugu goriilmiistiir (Kesler ve ark., 2008; Akpinar ve Uysal, 2013;
Kogak ve Sanli, 2016). Yerlikaya ve ark., (2011) ile Otag ve Hayta (2013)’nin derlemeleri
ise biyoaktif peptitler konusunda daha kapsamli ¢alismalar olarak literatiirde yer almaktadir.
Tarhananin diger bir ana bileseni olan bugdayin biyoaktif peptit kaynagi olarak incelendigi

calismalarin sayis1 ise daha sinirhidir.

Bu ¢alismada farkli tekniklerle tiretilmis Maras tarhanalarindaki proteinlerin yapisi
icinde “biyoaktif peptit” olarak tanimlanan ve inaktif olan ancak mikroorganizmalarin
enzimatik aktivitesi (hidroliz) sonucunda veya sindirim sistemi enzimlerinin proteolitik
aktiviteleri sonucunda mide-bagirsak sisteminde agiga ¢ikarak 6nemli fizyolojik aktiviteler
sergileyen amino asit zincirlerinin varligi arastirilmis, tarhana ve tarhananin ana bilesenleri
olan yogurt ve bugdayin suda ¢oziinen fazlarmin peptit profilleri karsilagtirilmis, kiitle
spektrometresinde tarhana, yogurt ve dovme oOrneklerinin pepsin-tripsin hidrolizatlarinin

icerdikleri peptitler arastirilmistir.
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2. LITERATUR OZETi

2.1. Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif bilesikler ilk defa 1950 yilinda Mellander tarafindan belirlenmis ve
giiniimiizde ozellikle siit proteinleri kaynakli opioid, antitrombotik, antihipertansif,
antimikrobiyal, antikanserojen, mineral baglayici ve immunomodiilator aktiviteye sahip
peptitler tanimlanmistir. Biyoaktif peptitlerin sergiledikleri fizyolojik aktivite, aminoasit
kompozisyonlarma ve dizilerine baghdir (Giir ve ark., 2010). Ozellikle zincirin C-terminal
ve N-terminal ug¢larinda bulunan aminoasitlerin fizyolojik aktivite agisindan son derece
Oonem tasidigi belirtilmektedir (Kinik ve Giirsoy, 2002). Viicutta serbest hale gegtiklerinde
hormon benzeri aktivite gosterip diizenleyici olarak gérev yapabilmektedirler. Bu nedenle
biyoaktif peptitler gida alaninda ve farmakolojik uygulamalarda kullanilabilen saglig
destekleyici, koruyucu etmenler olarak kabul edilmektedir (Kesler ve ark., 2008).

Biyoaktif peptitlerin tiretiminde kullanilan en yaygin yolun, ham proteinlerin pepsin,
tripsin gibi mide-bagirsak enzimleri araciligiyla gerceklestirilen enzimatik hidrolizi oldugu
belirtilmektedir (Yerlikaya ve ark., 2011). Ote yandan o&zellikle siit proteinlerinin
hidrolizinin kompleks ve yiiriitiilmesi zor bir islem oldugu bu nedenle hidroliz sonunda
mutlaka ayirma saflastirma proseslerine ihtiyag duyuldugu vurgulanmaktadir. Nitekim
hidroliz neticesinde ¢ok fazla sayida farkli dizilimli ve farkli molekiiler boyutlu (400-10000
Da) peptit zincirinin acgiga ¢iktigi ifade edilmektedir. Sonug¢ olarak peptit zincirlerinin
fizyokimyasal agidan (biiyiikliik, elektrik yiikii, adsorpsiyon karakteri, ¢oziinebilirlik) biiyiik
farkliliklar tagidig1 bu nedenle de ayirma — saflagtirma islemlerinin yiiriitiilmesinde gii¢liikler

yasandiginin alt1 ¢izilmektedir.

Biyoaktif peptitlerin ticari olarak {iretimi genis 6lgekte uygun teknolojilerin eksikligi
nedeniyle smirlidir. Giiniimiizde belirli molekiil agirligindaki peptitlerin zenginlestirilmesi
icin en uygun yol membran ayirma teknigi olarak gosterilmektedir. Bununla beraber
enzimatik uygulamalarla birlestirilen kesiksiz sistem membran reaktorlerinin kullanilarak
0zel peptit dizilerinin tiretimine 1990’11 yillarda baslandig: ifade edilmektedir (Sanlidere ve
Oner, 2006). Ote yandan gida endiistrisinin biyoaktif peptitlerden fonksiyonel iiriinlerin
yapisinda faydalanabilmesi i¢in ayristirma, zenginlestirme, konsantre etme tekniklerinin
endustriyel boyutta tiretime imkan taniyacak sekilde iyilestirilmesi gerektigi

vurgulanmaktadir. Laboratuvar kosullarinda yiiriitiilen analitik yontemlerle cesitli peptitler
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fraksiyonlarina ayristirilabilse de bu tekniklerin endiistriyel boyutta bir uygulamasi heniiz
bulunmamaktadir. Ustelik hali hazirda kullanilan ticari saflastirma tekniklerinin de arzu

edilen peptitin eldesinde ihtiya¢ duyulan ayirma verimine ulagamadigi belirtilmektedir.

Fermente et, siit, baklagil {iriinlerinin tiretiminde bir ana basamak olan fermantasyon
asamasinda gergeklesen mikrobiyal hidrolizin neticesinde agiga ¢ikan biyoaktif peptitlerin
bu {riinlerin fonksiyonel niteliklerini arttirabilecegi degerlendirilmektedir (Akpinar ve
Uysal, 2013). Biyoaktif peptitlerin literatiirde gecen bazi fizyolojik aktiviteleri ¢izelge 2.1°de
verilmistir (Korhonen ve Pihlanto, 2006; Nongonierma ve FitzGerald, 2015).

(izelge 2.1. Biyoaktif peptitlerin 6nciil proteinleri ve sergiledikleri fizyolojik aktiviteleri

Kaynak protein  Biyoaktif peptitler Fizyolojik aktivite
Opioid agonist (bagirsak hareketliligini azaltir,
Kazomorfinler gastrik bosalma hizi diiser; amino asit ve elektrolit
alimi artar)
a, B-kazein Kazokininler ACE inhibitorii
Fosfopeptitler Mineral baglama
I itl ,
" 4 Immunomodiilatér (immun cevab1 hizlandirr,
prazomoggice fagositik aktiviteyi arttirir)
Kazokininler & Y
a-laktalbumin
B-laktoglobulin Laktokininler ACE inhibitorii
Serum albumini
osi-kazein [srasidin Antimikrobiyal
as2-kazein Kazosidin Antimikrobiyal
Laktoferrisin B Antimikrobiyal
Laktoferrin
Laktoferroksin Opioid antagonist
Kazoplatelinler Antitrombotik (pthtilagmay1 yavaslatir)
k-kazein
Kazoksin Opioid antagonist
I diilato if bagisiklik, NK hii
Immunoglobulinler IgA, 1gG mr.nl.moTno Hator ,(,paSI .ag1§1 e Here
aktivitesinde artis, hiimoral immun yanit)
-laktoglobuli .. .
p-laktoglo u'm' Laktorfinler Opioid agonist
Serum albumini
Serum albumini Serorfinler Opioid agonist
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Sah ve ark., (2016) yaptiklar1 ¢alismada yogurttan elde ettikleri sulu fazdaki peptit
ekstraktinin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus tizerindeki antimikrobiyal etkisini
ve HT29 (kolon kanseri hiicresi) hiicresinin gelismesi tizerindeki etkisini incelemislerdir.
Suda ¢oziinen peptit ekstraktlarinin se¢ilen mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki
gosterdigi ve bu etkinin gram negatif bakteri iizerinde daha kuvvetli oldugu ifade
edilmektedir. Bununla beraber peptit ekstraktlarinin HT29 hiicreleri tizerinde inhibitif etki
gosterdigi belirtilmektedir. Peptit ekstraktlarinin antimikrobiyal ve inhibitif etkisinin
yogurda prebiyotik katkilarin ilave edilmesi durumunda arttig1, peptit ekstraktlarinin mide-
bagirsak enzimleriyle hidrolizi sonrasinda s6z konusu etkilerin azaldig: bildirilmistir. Ayni1
aragtirmacilari 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada probiyotik yogurtlardan ekstrakte edilen
suda ¢oziiniir peptitlerin antioksidant aktivitesi arastirilmistir. Bu ¢alismada starter yogurt
kiltiirtine (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus) ilave olarak probiyotik
kiiltiir iceren (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei Lactobacillus paracasei)
yogurt orneklerinden elde edilen suda ¢oziiniir peptit ekstraktlarnin DPPH metoduyla
olgiilen ICso degeri 1,51 mg ml™! olarak bulunmustur. Ote yandan yalnizca starter yogurt
kiiltiiri iceren yogurttan elde edilen peptit ekstraktinin ICso degeri 2,23 mg ml! olarak
hesaplanmistir. Probiyotik yogurtlardan elde edilen ekstraktlarin daha kuvvetli antioksidant
aktivite gostermis olmasi bu yogurtlara katkilanan probiyotik kiiltiirlerin proteolitik

aktivitesiyle iligkilendirilmistir (Sah ve ark., 2014).

Jin ve ark., (2016) gergeklestirdikleri ¢alismada yogurt ve yogurdun gastrik,
pankreatik hidrolizatlarinin peptit igerigini arastirmislar, orneklerin ACE ve DPP-IV
inhibitor aktivitelerini kiyaslamislardir. Calismada ACE ve DPP-IV inhibitor aktivitesi en
diisiik olan 6rnegin yogurt, en yiiksek olan 6rnegin yogurdun pankreatik hidrolizati oldugu
bulunmustur. Yogurt ve yogurt hidrolizatlarinin kiitle spektrometresi analizinde tespit edilen
peptitlerden 30 tanesinin daha once literatiirde tanimlanmis olan biyoaktif peptit zincirleri
oldugu ifade edilmistir. Bu peptitler iginden opioid ve antihipertansif etki gosteren
VYPFPGPIPN, antihipertansif etki gosteren NIPPLTQTPV, immunomodiilator etki
gosteren YQEPVLGPRVGPFPII ve antioksidatif etki gosteren QEPVLGPVRGPFPII peptit
zincirlerinin her ii¢ drnekte (yogurt, yogurdun gastrik ve pankreatik hidrolizati) de tespit

edildigi belirtilmistir.

Zhao ve ark., (2013) yaptiklar1 calismada ekmek tiretiminin farkli asamalarinda ACE
inhibitor tripeptitlerin konsantrasyonunu arastirmiglardir. Buna gore bugday unundan elde

edilen eksi hamurun yapisindaki baskin (58 pmol kg'') ACE inhibitér peptittin IPP tripeptiti
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oldugu bildirilmistir. IPP tripeptittinin ardindan en yiiksek konsatrasyona sahip LPP, LQP,
LIP ve VPP tripeptitlerinin konsantrasyonlarmin sirasiyla 43,7 umol kg™', 31 umol kg'!, 16,8
umol kg! ve 9,1 umol kg™! oldugu ifade edilmektedir. Tripeptit konsantrasyonlarinin hamur
olusum asamasindaki enzimatik reaksiyonlara bagl olarak azaldig: ancak IPP, LPP ve VPP
konsantrasyonunun bu asamada stabil kaldig1 belirtilmektedir. Ote yandan hamurlara
uygulanan 1sil isleme bagli olarak tiim peptitlerin konsantrasyonunda azalma oldugu

vurgulanmistir.

Kunda ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢alismada ticari olarak satilan ACE inhibitor peptit
icerikli yogurtlar1 incelemislerdir. Calismada yogurt ekstraktlar1 SPE kolonlarinda
saflastirilarak  microLC-TOF-MS cihazinda analiz edilmistir. Kiitle spektrometresi
verilerinden yola ¢ikilarak 85 adet peptit tanimlandigi, iclerinden 9 tanesinin (FP, YP, FF,
IPP, VPP, VLPVPQ, TTMPLW, VLPVPQK ve VYPFPGPIPN) antihipertansif etkisinin
daha onceki ¢alismalarda deneysel olarak gosterildigi ifade edilmistir. Yogurt
ekstraktlarinda tespit edilen peptitlerden VPP ve IPP tripeptitlerinin yogurt {ireticisi

tarafindan temel antihipertansif igerik olarak belirtildigi vurgulanmistir.

Kancabas ve Karakaya (2012) yaptiklar1 ¢alismada fermente bir tahil tiriinii olan
bozanin ACE inhibitér aktivitesini incelemislerdir. Calismada bozanin ve bozadan
izoelektrik coktiirme yontemiyle ayristirilan proteinlerin pepsin hidrolizatlarinin ACE
inhibitor aktivitesi Olctilmiistiir. Bozadan elde edilen proteinlerin hidrolizatlar1 molekiiler
agirliklarina gore ii¢ fraksiyona ayrilmistir (Molekiiler agirlik<5 kDa, 5 kDa < Molekiiler
agirlik < 10 kDa, 10 kDa < Molekiiler agirlik < 20 kDa). Calisma sonuglarinda bozanin
ACE inhibisyonu ICsodegeri 7,2 pg protein ml! olarak belirtilmistir. ICso degeri boza protein
hidrolizat1 i¢in ise 2,63 pg protein ml"! olarak hesaplanmistir. Bununla beraber molekiil
agirhigr 10-20 kDa arasindaki fraksiyonun ICso degerinin 2,42 ug protein ml'!, 5-10 kDa
arasindaki fraksiyonun 0,27 pg protein ml! ve 5 kDa’dan kiigiik fraksiyonun 0,25 pg protein

ml! oldugu bildirilmistir.

Nogata ve ark., (2009) nin ¢alismasinda bugdayin 6giitiilmesiyle elde edilen {iriinler
40 °C’de 12 saat boyunca otolize ugratilmistir. Otolizatlar SPE kolonlarinda fraksiyonlarina
ayrilmis, elde edilen fraksiyonlarn ACE inhibitor aktiviteleri 6l¢tilmiistiir. Buna gore en
yiiksek ACE inhibitor aktivite bugday kepegi otolizatlarinin fraksiyonlarinda gézlenmistir
(ICs0: 0,08 mg protein ml™).
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Rizzello ve ark., (2008) bugday unu, tam bugday unu ve ¢avdar unuyla hazirlanan
eksi maya hamurdaki ACE inhibitor peptitleri incelemislerdir. Stvi kromatografisinde
fraksiyonlarina ayristirtlan farkli hamur 6rneklerinden en yiiksek ACE inhibisyon yiizdesine
sahip fraksiyon (tam bugday unu eksi hamuru, % 96 ACE inhibisyon orani) kiitle
spektrometresinde incelenmistir. Kiitle spektrometresi verilerine géore DPVAPLQRSGPE]I,
PVAPQLSRGLL, ELEIVMASPP ve QILLPRPGQAA peptitlerini iceren fraksiyonun ACE
inhibisyonu i¢in ICso degeri 0,19 mg ml!, PVAPLQRSGPE, PRSGNVGESGL,
VAPSRPTPR, DIIPD ve PRSGNVGESGLID peptitlerini iceren fraksiyonun ICso degeri
0,54 mg ml', DPVAPLQRSGPEI, DPVAPLQRSGPEIP, PVAPLPRKGS,
DPVAPLQRSGPE ve SFTAGARTFNFDENPCDYFQGGKIKAT peptitlerini igeren
fraksiyonun ICso degeri 0,45 mg ml™! olarak bildirilmistir.

Nakamura ve ark., (2007) tam bugday unuyla hazirlanan eksi maya hamurda bulunan
diisiik molekiil agirlhikli peptitleri arastirmiglardir. Liyofilize edilen ve ogiitiilen eksi maya
hamurdan ekstrakte edilen peptitler santrifiij filtrede fraksiyonlarma ayrilmis, molekiiler
agirhigr 10 kDa’un altinda kalan peptitler analizlerde kullanilmistir. Bu peptitlerin HPLC
kromatogramindan segilen pikler, LC-MS/MS cihazinda tanimlanmistir. Calisma sonucunda
tespit edilen VPFGVG peptitinin ACE inhibisyonu ICso degeri 336 p mol I olarak
verilmistir. S6z konusu peptitin eksi hamurda 5,8 pg g' (kuru maddede) diizeyinde
bulundugu bildirilmistir.

Jeong ve ark., (2007) yaptiklar1 ¢alismada H3 ve H4 histonlarinin asetillenmesi
tizerinde inhibitif etki gosteren 43 amino asitten olusan “lunasin” peptitinin bugdaydaki
varligini arastirmislar ve lunasinin doza bagli inhibitif etkisini incelemislerdir. Bu amacla
lunasin katkili bugdayla beslenen ratlarin karacigerindeki lunasin miktar1 ve bugdayin
yapisinda bulunan lunasin miktar1 LC-ESI-MS cihazinda belirlenmistir. Lunasinin dozu
arttikca asetillenen histon H3 ve H4 konsantrasyonunun azaldigi, iki degisken arasindaki
korelasyonun oldukg¢a yiiksek (histon H3: 0,98, histon H4: 0,96) oldugu bildirilmistir.
Bununla beraber ratlarin karacigerinden izole edilen lunasin miktarinin, rat yemlerine

katkilanan lunasin miktariin artigina bagli olarak arttig1 sonucuna yer verilmistir.
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2.2. Biyoaktif Peptitlerin Fonksiyonlari

2.2.1. Antioksidatif Etki

Stit, yumurta sarisi, bugday proteinleri ve bunlardan elde edilen ¢esitli gidalardaki
proteinlerin hidrolizatlarinin antioksidan etki gosterdikleri bildirilmektedir (Peng ve ark.,
2009; Delgado ve ark., 2011). Bununla beraber baklagiller, bezelye ve serumdaki
albiiminlerin de antioksidan aktivite gosterdikleri belirtilmektedir. Ote yandan antioksidan
aktivite agisindan siit proteinleri daha sik calisilmistir. Siit proteinlerinden laktoferrin, -
laktoglobulin ve kazein basta olmak tizere yumurta sarisi proteini olan fosvitin, misirda zein
ve yer elmasinda dioskorin gibi proteinlerin antioksidan aktivite tasidiklar1 belirtilmektedir
(Arcan ve Yemenicioglu, 2007). Proteinlerin ve hidrolizatlarinin antioksidan aktivitelerinin
peptit zincirinde yer alan histidin, triptofan, arginin, 16sin, lizin, sistein, B-hidroksi triptofan
ve valin gibi aminoasitlerden kaynaklandigi ifade edilmektedir (Xie ve ark., 2008).
Aminoasitlerin serbest radikallere proton vererek veya metal iyonlar: ile selat olusturarak
antioksidant aktivite sergiledikleri diigiiniilmektedir. Triptofan ve fenilalanin gibi aromatik
halkali aminoasitler ve sistein gibi kiikiirt bulunduran aminoasitler serbest radikallere proton
vererek aktivite gosterirken glutamat, aspartat, arginin gibi temel aminoasitlerin de metal
iyonlar1 ile selat olusturarak antioksidant aktivite gosterdikleri diisiiniilmektedir. Bununla
beraber histidin aminoasitindeki imidazol halkasinin yukarida belirtilen her iki yolla da etki
gosterdigi belirtilmektedir. Antioksidant aktivite gosteren peptitlerin dogal katki maddeleri
olarak kullanilabilecegi degerlendirilmektedir. Enzim yapisindaki diger antioksidatif
bilesenlerle kiyaslandiginda antioksidant aktivite gdsteren peptitlerin daha stabil oldugu
belirtilmektedir (Xie ve ark., 2008). Bununla beraber kullanilacagi gidaya gore kivam
(jellesme), renk (maillard reaksiyonlari) ve tat (peptitlerden kaynaklanan acilik)
problemlerine de yol agabilecegi de diistiniilmektedir (Elias ve ark., 2008). Bu nedenle
antioksidant aktivite gosteren peptitlerin gidalarda kullaniminin avantaj ve dezavantajlari

katkilanacagi gidaya gore degerlendirilmelidir.

Pepe ve ark., (2016) yaptiklari ¢alismada italyan “Stracchino” peynirinden RP-
HPLC yontemiyle izole edilen fraksiyonlarin antioksidant aktivitesini arastirmislardir.
Peynirden elde edilen fraksiyonlar UHPLC/MS-MS’de goriintiilenmistir. Reaktif oksijen
tiirlerini azalttig1 saptanan fraksiyonlarda baskin sekilde bulunan EAMAPK peptit zinciri

kimyasal olarak sentezlenmis ve peptit zincirinin antioksidant aktivitesi ABTS metoduna
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gore olgiilmiistiir. Sonuclarm 19,5-22,9 umol Trolox esdegeri mg' araliginda oldugu

belirtilmistir.

Lollo ve ark., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada peynir alt1 suyu (PAS) protein
hidrolizatlarinin Brezilyali bir grup futbolcu iizerindeki etkisi incelenmistir. 24 futbolcu 3
farkli beslenme grubuna (PAS protein, PAS protein hidrolizat, placebo protein) ayrilarak 12
hafta boyunca gozlemlenmistir. 12 hafta sonunda PAS protein hidrolizati ile desteklenen
gruptaki kisilerin oksidatif stres indikatorleri diizeylerinde placebo protein grubuna goére
oldukea biiytik diisiis gézlenmistir (kreatin kinaz -% 42, laktat dehidrogenaz -% 30). PAS

proteinle desteklenen grubun degerleri placebo grup ile farklilik géstermemistir.

Sah ve ark.,, (2014) gerceklestirdikleri ¢alismada farkli probiyotik tiirlerin
(Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus casei ATCC 393, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei ATCC BAAS2) yogurdun peptit profili tizerindeki etkilerini
inceleyerek soz konusu peptitlerin antioksidant ve antimutajenik etkilerini kiyaslamiglardir.
Sadece yogurt kiiltirii ile tretilen yogurtlardaki proteinlerin OPA (o-phtalaldehyde)
metoduna gore hesaplanan hidroliz derecesi % 5,38, ilave olarak her ii¢ probiyotik
mikroorganizmanin da asilandigi yogurtlardaki ise % 11,91 olarak bulunmustur. Sadece
yogurt kiiltiirii ile iiretilen yogurtlarin ICso degeri 2,23 mg ml' iken her ii¢ probiyotik
mikroorganizmanin da asilandig1 yogurtlarm 1Cso degeri 1,51 mg ml! olarak hesaplanmistir
(Troloxun ICso degeri: 0,23 mg ml™!). Sonug olarak proteinlerin daha ileri hidrolizi ile ortaya

¢ikan peptitlerin sergiledigi antioksidant aktivite ortaya konmustur.

Conway ve ark., (2013) yaptiklar1 ¢alismada peynir alti suyu ve bunlarin
hidrolizatlarinin antioksidant aktivitelerini arastirmislardir. Hidrolizatlar 30 kilo daltonluk
ultrafiltreden gecirilmis ve izoelektrik fraksiyonlama yapilmistir. Fraksiyonlarin yapisinda
bulunan peptitler LC-MS cihazinda tanimlanmistir. Tanimlanan peptitlerin antioksidatif
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in bir puan tablosu hazirlanmistir (Cizelge 2.2). Puan
tablosuna gére LC-MS analizinde tanimlanan peptitlerin antioksidatif etki puanlari; tist sinir:

16,5, alt sinir:5,5 ve ortalama: 8,7 olarak bildirilmistir.
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Cizelge 2.2. Peptit zincirinde bulunan amino asitlere gore
olusturulan puan tablosu

Peptit sekansi Puan
Sekansta bulunan W 5
Sekansta bulunan Y 2
Kisa peptit sekansi (2-10 amino asit) 2
Sekansta bulunan H, K, P, F, V veya | 1
N-terminalinde Y, W, V veya L 0,5
C-terminalinde W, Y veya M 0,5

Aloglu ve ark., (2011) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada geleneksel ve ticari
yogurtlarin suda ¢oziinen ekstraklariin antioksidant aktivitesi incelenmistir. RP-HPLC
kolonda 214 nm dalga boyunda pik veren alanlar segilerek potansiyel antioksidant peptit
olarak tanimlanmistir. Kolondan ¢ikis zamanlarina gore se¢ilen fraksiyonlarin ABTS (2,2'-
azino-bis-3-etilbezotiazolin-6-sulfonat) metoduna gore  gergeklestirilen analizleri
neticesinde ticari yogurtlarin antioksidant aktivitesi ortalama 7,697 — 8,739 mM trolox g’',

geleneksel yogurtlarin ise 10,115 — 13,182 mM trolox g olarak 6l¢iilmiistiir.

Songisepp ve ark., (2004) peynir iiretiminde kullanilan starter kiiltiirlere ilave olarak
probiyotik Lactobacillus fermentum susunu kullanmislar ve peynirlerin antioksidant
aktivitesindeki farklilig1 gézlemlemislerdir. Bu calismada depolama siiresince antioksidant
aktivitenin arttigini belirtmislerdir. Peynirlerin depolanmasi sirasinda kazeinin proteolizi ile
cok sayida peptit agiga c¢ikmistir. Probiyotik bakteriler kullanilarak iiretilen peynirlerde

proteolitik aktivitenin artmasi nedeniyle a¢iga ¢ikan peptit miktar1 daha fazla olmustur.

2.2.2. Antihipertansif Etki

Kan basincii diistiriicti peptitler baslica siit proteinleri tiirevli kazokininler ve
laktokininler olarak tanimlanmaktadir (Kesler ve ark., 2008). Bu peptitler kan basincinin
ayarlanmasinda onemli etkisi olan angiotension-I converting enzyme (ACE) i¢in inhibitor
gorevi goriirler. ACE viicutta hipertansif (kan basincini yiikselten) aktivite gosteren farkl
dokularda bulunan ve ¢ok fonksiyonlu, hiicre dis1 bir enzimdir. ACE’nin kan basicinin
diizenlenmesi yaninda viicuttaki su dengesinin ayarlanmasinda da 6nemli etkilere sahip
oldugu ifade edilmektedir. Antihipertansif peptitlerin ACE iizerindeki inhibitif etkisi

neticesinde kan basmcini diisiirdiikleri belirtilmektedir. Giintimiizde yiiksek kan basinci
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(hipertansiyon) basta kardiyovaskiiler hastaliklar olmak tizere c¢esitli hastaliklarin
etkenlerinden birisi olarak degerlendirilmektedir (Kesler ve ark., 2008; Yerlikaya ve ark.,
2011). Bu nedenle ozellikle bati iilkeleri ve Japon toplumunda olduk¢a yaygin goriilen
hipertansiyona karst ACE inhibitorii peptitlerin 6nemli oldugu belirtilmektedir. Nitekim
hipertansiyonun onlenmesinde yasam tarzinin degistirilmesi veya ila¢ tedavisi kadar
beslenme aligkanliklarinin da gézden gegirilmesinin 6nemli oldugu degerlendirilmektedir.
Igeriginde ACE inhibitorii peptitlerin bulundugu gidalari tiiketen bireylerin kan basincinda
Oonemli oranda diisiis gozlendigi belirtilmektedir (Ryhanen ve ark., 2001; Akpimar, 2013).
Bu nedenle ACE inhibitérii aktiviteye sahip yeni, fonksiyonel gidalarin iiretimi giin gegtikge
onem kazanmaktadir. Cizelge 2.3’ de ACE inhibitdr peptit/peptitler igeren ticari iiriinler

listelenmistir (Korhonen ve Pihlanto, 2006; Hartmann ve Meisel, 2007).

Cizelge 2.3. ACE inhibitor peptit igeren bazi ticari tirtinler

Uriin ad1 Uriin tipi Peptit icerigi Uretici
. . Calpis Co.,
Calpis AMEEL S Fermente siit Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro
Japonya
Kalsiyumla .
Evolus zenginlestirilmis ~ Val-Pro-Pro, Ile-Pro-Pro Yaho Qy’
Finlandiya

fermente siit

Kazein kaynakli

C12 Peption Gida katkisi FFVAPFPEVEGK DMV, Hollanda

. Bonito kaynakli Nippon,
Peptide Soup Corba peptitler Japonya
Casein DP Peptio Mesrubat Kazein kaynakli Kanebo,
Drink 3 FFVAPFPEVFGK Japonya

. . I Davisco,

. Hldro.hze cdilmis B-laktoglobulin Amerika

Biozate peynir alti suyu . L

s fragmentleri Birlesik

proteinleri izolati .

Devletleri

Yiiksek tansiyon onleyici peptitlerin kimyasal yapilari, viicuttaki aktiviteleri ve etki
mekanizmalar1 hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmaktadir. Antihipertansif (yiiksek tansiyonu
onleyici) peptitler ACE’ yi inhibe ederek tansiyon diisiiriicii etki gosterirler. ACE inhibitor
aktivite i¢cin C-terminal ucta aromatik amino asitlerin varlig1 6nemli goriilmektedir. Izolosin-

Triptofan (IW) dipeptiti literatirde tanimlanmig en giiglii ACE inhibit6r dipeptitlerden
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birisidir. IW dipeptitinin ACE inhibitor aktivitesinin 0,7 umol 1! oldugu belirtilmistir
(Martin ve ark., 2008). Literatiirde sik¢a gegen siit proteinleri kaynakli izoldsin-prolin-prolin
(IPP) ve valin-prolin-prolin (VPP) tripeptitlerinin ise ACE inhibitor aktiviteleri sirastyla 5
umol I'! ve 9 umol I'"” olarak belirtilmistir (Jakala ve Vapaatalo, 2010).

Fekete ve ark., (2015) ACE inhibitoérlerin yetiskin bireyler tizerindeki tansiyon
distiriicii etkisine dair segtikleri 33 veri seti tizerindeki yaptiklari degerlendirme sonucunda
sistolik kan basincinda ortalama 2,95 mmHg, diastolik kan basincinda ortalama 1,51 mmHg
azalma oldugunu ifade etmislerdir. Bu degerlendirmede de Japon deneklerin kan basincinda

goriilen diisiisiin Avrupali deneklerden ciddi oranda fazla oldugu ifade edilmistir.

Turpeinen ve ark., (2013) izoldsin-prolin-prolin ve valin-prolin-prolin ACE
inhibitori tripeptitlerin degerlendirildigi, 1996-2010 yillar1 arasinda yapilmis 19 farkh
placebo kontrollii klinik deneyi incelemislerdir. Deneylerde pre-hipertansiyon ve orta
siddetli hipertansiyon hastast 1500 yetiskin yer almistir. ACE inhibitorii peptitlere bagh
ortalama sistolik kan basincindaki azalma 4 mmHg, diastolik kan basincindaki azalma 1,9

mmHg olarak belirlenmistir.

Cicero ve ark., (2011) yaptiklar1 ¢aligmada, ACE inhibitor peptitlerle (valin-prolin-
prolin ve izoldsin-prolin-prolin) gergeklestirilen ve sonuglari net bir sekilde ifade edilmis 18
klinik deneyi incelemislerdir. Yapilan degerlendirme sonucunda deneklerin sistolik kan
basincinda ortalama 3,73 mmHg, diastolik kan basincinda 1,97 mmHg azalma gergeklestigi
goriilmiistiir. Bununla beraber kan basincindaki azalmanin Asya kokenli deneklerde daha

belirgin oldugu ifade edilmistir.

Xu ve ark., (2008) yaptiklar1 ¢alismada 1996 ve 2005 yillar1 arasinda ACE inhibitorii
peptitlere dair gergeklestirilen, 623 yetiskinin dahil oldugu dokuz farkli ¢alismanin sonuglari
analiz edilmistir. Analizi ger¢eklestirilen ¢alismalarda izoldsin-prolin-prolin ve valin-prolin-
prolin aminoasit zincirine sahip iki tripeptit kullanilmistir. Buna gére ACE inhibitorii tri-
peptitlerin sistolik kan basmcini 4,8 mmHg, diastolik kan basincini 2,2 mmHg degerinde
dustirdiigii tespit edilmistir. Ayni zamanda kan basincindaki azalmanin hipertansiyon hastasi

kisilerde daha belirgin gozlendigi belirtilmistir.

Chobert ve ark., (2005) B-laktoglobulini tripsin enzimi ile hidrolize ugratarak ortaya
cikan fazit RP-HPLC’de incelemislerdir. Bu ¢alismada HPLC kromatogramindan segilen
piklerin ACE inhibitor aktivitelerine bakarak sonrasinda piklerin kiitle spektrometresinde

tanimlanmasi yapilmistir. Buna gore ALK, [TAEK, TAEKTK, IDALNENK peptitlerini
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iceren fraksiyon % 67,6, GLDIQK, IDALNENK, TPEVDNEALEK peptitlerini igeren
fraksiyon % 71,2 ve tek basina IIVTQTMK peptitini i¢eren fraksiyon ise % 70,8 ACE

inhibisyon aktivitesi gostermistir.

Motoi ve Kodama’nin (2003) calismasinda bugday gliadin hidrolizatlarinin ACE
inhibitor aktivitesi arastirilmistir. Hidroliz i¢in farkli enzimler se¢ilmis ve her bir hidrolizatin
ACE inhibitor aktivitesi hesaplanmistir. ACE inhibitoér aktivitesi en yiiksek gliadin
hidrolizat: ¢esitli kromatografik metotlarla ayrima tabi tutulmustur. Ayirma ve saflagtirma
islemleri sonunda Ile-Ala-Pro (ICso: 2,7 uM) peptit dizisi gliadin kaynakli ACE inhibitor

peptit olarak tanimlanmustir.

2.2.3. Antimikrobiyal Etki

Siitiin ¢esitli enfeksiyonlarin 6nlenmesinde koruyucu etki gosterdigi uzun yillar 6nce
farkina varilan bir konudur. Siitiin, insan sagligi iizerindeki olumlu etkilerinin ortaya
ctkmasinda katkist olan muhtemel bilesenlerden birisi de siit proteinlerinin enzimatik
hidrolizi ile agi1ga ¢ikan antimikrobiyal peptitler (AMP)’dir. Baslicalar1 laktoferrin tiirevli
laktoferrisin, osi-kazein tiirevli israsidin, os-kazein tiirevli kazosidindir. Laktoferrisinin,
Escherichia coli ve Listeria monocytogenes iizerinde; israsidinin, Staphylococcus aureus ve
Candida albicans Uzerinde; kazosidinin Escherichia coli ve Staphylococcus carnosus
tizerinde in-vitro kosullarda inhibitif etki gosterdigi belirtilmektedir (Yiiksel ve Arslan,

2016).

Hayes ve ark., (2006) yaptiklar1 ¢alismada sodyum kazeinatin Lb. Acidophilus
DPC6026 ile fermantasyonu sonucunda ag¢iga ¢ikan ti¢ peptitin (Ile-Lys-His-GIn-Gly-Leu-
Pro-GIn-Glu, Val-Leu-Asn-Glu-Asn-Leu-Leu-Arg, Ser-Asp-lle-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-
Glu-Asn-Ser-Glu-Lys) patojenik Enterobacter sakazakii ATCC12868 ve Escherichia coli
DPC5063 suslarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigini belirlemislerdir.

Liepke ve ark., (2001) yaptiklar1 ¢caligmada anne siitii kaynakli k-kazeine ait 63-117
aminoasit fragmentinin Escherichia coli BL21 tizerinde inhibitif etki gosterdigini
bulmuslardir. k-kazeinin 63-117 fragmenti, anne siitiiniin HCI ile asidifikasyonu ( pH: 3,5)
sonrasinda pepsin ile 37 °C’de 2 saatlik hidrolizi ile ortaya ¢ikan hidrolizatlarin HPLC’de

saflastirilmasiyla elde edilmistir.

Malkoski ve ark., (2001) yaptiklar1 ¢alismada k-kazeinin 138-158 fragmentinin

Escherichia coli, Streptococcus mutans ve Porphyromonas gingivalis {lizerinde
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antimikrobiyal etki gosterdigini belirlemislerdir. k-kazeinin fosforlanmis ve glikozlanmamig
138-158 bolgesini kappasin olarak isimlendirmislerdir. S6z konusu peptitin Streptococcus

mutans tizerindeki MIC degeri 59 ug ml™! (26uM) olarak belirtilmistir.

Recio ve Visser (1999) as-kazein tiirevli iki farkli antimikrobiyal peptit
tanimlamiglardir. as-kazeinin pepsin ile hidrolizi sonucu serbest kalan 183-207 ve 164-179
bolgelerinin gram pozitif ve negatif bakteriler tizerinde kayda deger sekilde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Arastirmada as-kazeinin 183-207 fragmentinin
Escherichia coli ATCC 25922 ve Bacillus cereus P7 tizerindeki MIC degeri 16 uM olarak

bulunmustur.

Zucht ve ark., (1995) as2-kazeinin hidrolizatindan izole ettikleri 39 amino asitten
olusan peptitin (f 165-203), Escherichia coli ve Staphylococcus carnosus’un gelisimini

inhibe ettigini ortaya ¢ikarmistir.

2.2.4. Mineral Baglayic1 Etki

Mineral metabolizmasini etkileyen biyoaktif bilesenlerin siitteki varlig: ilk olarak
1950 yilinda Mellander tarafindan ¢alisilmistir. Mellander kazeinofosfopeptitlerin rasitik
bebeklerde D vitamininden ayri olarak kemikte kalsiyum emilimini arttirdigini ileri
stirmiistiir. Bu baglamda kazeinofosfopeptitlerle (KFP) zenginlestirilmis piring bazli bebek
mamalarinin kalsiyum ve ¢inko emilimini arttirdig1 ifade edilmektedir (Yerlikaya ve ark.,
2011). Bir fosforil kokiine sahip KFP’ler negatif yiikleri sayesinde ileri proteolize karsi
direnclidir. Coziintir organofosfat tuzlar1 da barindirabilen KFP’ler ince bagirsagin ug
kisminda kalsiyum ¢okelmesini sinirlayarak kalsiyum emiliminin artmasma yol
acabilmektedir. KFP’lerin negatif yiiklii bolgeleri mineraller i¢in baglanma bolgesi gorevi
goriirken bu bolgelere Ca, Mg, Fe ve Zn mineralleri baglanabilmektedir. Bu sebeple KFP’ler

dis hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.

Bouhallab ve Bougle (2004) B-kazeinin 1-25 fragmenti (B 1-25) ile yaptiklar
calismada demir-f(1-25) kompleksinin ratlarda demir emilimi iizerindeki -etkilerini
incelemistir. Ratlarin diyetine demir-B(1-25) yaninda FeSOs ve demir-p-kazein kompleksi
ilave edilmigtir. Deney sonunda demir-B(1-25) diyeti alan ratlarin karacigerleri ve
dalaklarindaki demir konsantrasyonu diger iki diyet grubuna (demir-B-kazein, FeSOs)
kiyasla 1,5 - 3 kat diizeyinde yiiksek ol¢iilmiistiir. Demir iyonlarinin fosfopeptitlere olan
ilgisi, aminoasit zincirinin sekansiyla iliskilendirilmis, aminoasit sekansinin peptitin

fizyolojik aktivitesini belirledigi ifade edilmistir. B(1-25) zincir bolgesinde yiiksek afinite ile
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demir baglayabilen 4 adet serin amino asitine bagli fosfor bulunmaktadir (fosfoserin

gruplari).

2.2.5. Bagisiklik Sistemi Uzerindeki Etki

Beslenme aligkanliginin bagisiklik sistemi tizerinde ©nemli etkileri oldugu
bilinmektedir. Son yillarda yapilan arastirmalara gore peptitlerin antimikrobiyal aktivite
gostererek ve bagisiklik sistemi elemanlarini uyararak immun sistem {izerinde etki gosterdigi
ifade edilmektedir (Kinik ve Giirsoy, 2002; Yerlikaya ve ark., 2011). Bagisiklik sistemini
uyarict (immunomodiilatér) peptitlerin 6zellikle yeni dogan yavrunun enterik bakteriler
basta olmak tizere ¢ok sayida bakteriye kars1 viicudun savunmasinda gérevli T hiicreleri ve
dogal oldiirticii hiicrelerin olgunlagmasint ve cogalmasimi tegvik ettigi belirtilmektedir.
Bununla beraber immunomodiilatér peptitlerin insan lenfositlerinin  ¢ogalmasi,
makrofajlarin patojenik aktivitesi ve antikor sentezi iizerinde tesvik edici etkilerinin oldugu
ifade edilmektedir. Immunomodiilator peptitlerin alerjiye yatkin kisilerde alerjik
reaksiyonlar1 hafifletebildigi ve mide-bagirsak sisteminde mukozal bagisikligin
gelistirilmesinde etkili oldugu belirtilmektedir (Yerlikaya ve ark., 2011). Tiim bunlara ek
olarak siitiin fermantasyonu esnasinda agiga ¢ikan peptitlerin antitiimor etki gosterdigi ileri

stiriilmektedir (Sah ve ark., 2015).

Mercier ve ark., (2004) yaptiklar1 ¢alismada ticari olarak satilan peynir alti suyu
proteinlerinin ve bunlarin tripsin, kimotripsin ile elde edilen hidrolizatlarinin bagisiklik
sistemi elemanlarindan limfositlerin ¢ogalmalari tizerindeki etkisini incelemistir. Calismada
fare dalagindan izole edilen limfositler ve mikrofiltreden gegirilen peynir alt1 suyu protein
izolatlart (MF-WPI) kullanilmigtir. MF-WPI 100 pug ml! konsantrasyonda limfositlerin
cogalmasini 6nemli 6lgiide hizlandirmustir. Ote yandan enzimatik yoldan hidrolize ugratilan
MF-WPI’lar 0,5 pg ml™! konsantrasyonda dahi limfositlerin cogalmasini tesvik etmistir. Bu
sonugtan yola ¢ikilarak MF-WPI ‘nin hidrolizi ile serbest kalan bazi peptitlerin bagisiklik

sistemi tizerinde etkili oldugu ifade edilmistir.

2.2.6. Opioid Etki

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile siit proteinleri kaynakli peptitlerin sinir sistemi
tizerinde birtakim etkileri oldugu gosterilmistir (Kinik ve Giirsoy, 2002; Sanlidere ve Oner,
20006). Etkileri itibariyle morfinler ile benzerlik gosteren bu peptitler opioid peptitler olarak
tanimlanmaktadir. Siit proteinleri kaynakli opioid peptitlerin kadinlarda ve yeni dogan

bebeklerde oOnemli fizyolojik etkileri oldugu belirtilmektedir. Opioid peptitlerin
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bagirsaklarda emilim siiresini diizenleyebildigi ifade edilmektedir. Bu etkileri ¢izgisiz
kaslar1 etkileyerek mide-bagirsak kanalindan gecis siiresini kisaltmalar1 yoluyla veya
elektrolitlerin intestinal tasinimlarini etkilemeleri neticesinde agiga ¢ikabilmektedir.
Bununla beraber kazein kaynakli opioid peptitlerden kazokinlerin uyarici etki gosterdigi
ifade edilirken a ve B-kazomorfinler ile ekzorfinlerin rahatlatici, yatistirici etki gosterdikleri
belirtilmektedir (Sanlidere ve Oner, 2006). Ote yandan opioid kazein bolgeleri yetiskinlerin
kan dolasiminda belirlenememistir. Bu nedenle kazomorfinlerin sadece yeni dogan
bebeklerin bagirsaklarindan emildigi ve kana karistigi bu yiizden de yeni doganlarin sakin

ve uyku ihtiyaclarinin yiiksek oldugu ileri siiriilmektedir (Yerlikaya ve ark., 2011).

Fukudome ve Yoshikawa (1992)’nin ¢alismasinda bugday gliiteni kaynakli dort adet
opioid kisa peptit zinciri (Gly-Try-Try-Pro-Thr. Gly-Tyr-Tyr-Pro, Tyr-Gly-Gly-Trp-Leu ve
Tyr-Gly-Gly-Trp) tanimlanmuistir.

2.2.7. Antitrombotik EtKi

k-kazeinin kimozin ile hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan peptitlerin (kazoplatelinler)
siitlin pihtilagsmasina yol agtig1 ifade edilmektedir. Kazoplatelinlerin sergiledigi s6z konusu
aktivite ile trombinin fibrinojeni pargalayarak kani pihtilastirmasi arasinda benzerlik oldugu
belirtilmektedir (Sanlidere ve Oner, 2006). Bu benzerlik k-kazein ve fibrinojen arasindaki
yapisal benzerlikten ileri gelmektedir. k-kazeinin tripsin ile hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan
amino asit zinciri (f106-110) kazopiastrin olarak isimlendirilmekte ve trombositlerin
fibrinojene baglanmasini1 6nleyerek kanin pihtilasmasini engellemektedir. k-kazeinin 103-
111 arasindaki amino asit bolgesinin ise trombositlerin bir araya gelmesini engellerken,
fibrinojenlerin trombositlerdeki reseptorlere baglanmalarini etkilemedigi belirtilmektedir
(Yerlikaya ve ark., 2011). Yetigkinler tizerinde yapilan bir ¢calismada 500 ml siit ve yogurt
tilketiminden sonra kanda, midede ve onikiparmak bagirsaginda antitrombotik aktivite

gosteren kazeinoglikopeptitler tespit edildigi bildirilmektedir (Kinik ve Giirsoy, 2002).

2.3. Gida Kaynakh Biyoaktif Peptitlerin In Silico Analizleri

Cesitli gidalardaki onciil proteinlerden elde edilen biyoaktif peptitler “Biyoaktif
Peptitlerin Fonksiyonlar1” basliginda deginilen ¢ok ¢esitli aktivitelerinden otiirli gida ve
saglik sektorlerinde ilgi uyandirmaktadir. Ote yandan biyoaktif peptitlerin {iretiminde
kullanilan klasik proses (hidroliz-ayirma-saflastirma) zahmetli, zaman alan ve yiiksek

maliyetli bir yaklagimdir. Biyoaktif peptitlerin endustriyel 6lgekte iiretimini oldukca
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sinirlayan bu faktorlerin iistesinden gelmek igin giderek artan oranda biyoinformatik
araglardan yararlanilmaktadir (Minkiewicz ve ark., 2008). Belirli fonksiyonlara sahip hedef
peptitlerin hangi Onciil proteinlerin hangi enzim veya enzimlerin hidrolizi ile agi3a
cikacagmi ongoren bilgisayar simiilasyonlari, biyoaktif peptitlerin eldesinde daha stratejik
bir yaklasim sunmaktadir. Bu yaklasim protein sekanslarinda sifrelenmis biyoaktif peptit
zincirlerini serbest hale getirme ihtimali yiiksek proteazlarin bulunmasi ve agiga ¢ikan peptit
zincirlerinin muhtemel fizikokimyasal, biyoaktif ve duyusal 6zelliklerinin degerlendirilmesi
icin kullanilir (Agyei ve ark., 2018). Boylece laboratuvar analizlerinde harcanan zamandan
ve malzemeden tasarruf edilebilir, laboratuvar ¢alismalari in silico analizlerden elde edilen

peptitler {izerinde odaklanabilir.

Szerszunowicz ve Nalecz (2018)’in ¢aligmasinda yulaf globiilinin pepsin, tripsin ve
kimotripsin A ile sindirimi BIOPEP programi kullanilarak modellenmistir. Bu ¢alismaya
gore yulaf globiilinin segilen enzimlerle in silico sindirimi neticesinde baskin olarak ortaya
cikan dipeptitler; DPP IV inhibitor aktivitesi gosteren mono-fonksiyonel peptitler (AL, DR,
NL, PF, QF, TL ve HR), DPP IV ve ACE inhibitor aktivitesini birlikte gosteren bi-
fonksiyonel peptitler (VY, SY, GF, NF, TF, SF ve GY) ile ACE inhibitor aktivite ve glukoz

emiliminde uyarici etki gosteren bi-fonksiyonel peptitler (VL, IL) olarak belirlenmistir.

Lafarge ve ark., (2014) yaptiklar1 ¢alismada giincel peptit veri setleri ve in silico
analiz araglarini (BLAST, ExPASy PeptideCutter, BIOPEP, PeptideRanker) kullanarak sigir
ve domuz eti kaynakli hemoglobin, kolojen ve serum albiimini proteinlerinin pepsin (EC
3.4.26.1), papain (EC 3.4.22.2), bromelain (EC 3.4.22.4), ficain (EC 3.4.22.3) ve
thermolysin (EC 3.4.24.27) ile hidrolizini simiile etmislerdir. Hidroliz ile serbest kalmast
ongoriilen peptit zincirleri iginden PeptideRanker skorlar1 yiiksek olan ve literatiirde ACE —
I, renin ve DPP-IV inhibitor aktivitesi rapor edilen on tanesi secilerek kimyasal olarak
sentezlenmistir. Boylece et proteinleri hidrolizatlarinin biyoaktif peptitler i¢cin kaynak tegkil
edebilecegi ve in-silico analiz metotlarinin biyoaktif peptit eldesi ve tanimlanmasinda ise

yarar araglar oldugu gosterilmistir.

2.4. Peaks Studio ve BIOPEP Programlan

Protein ve peptit dizilerinin saptanmasi amaciyla bir¢cok yazilim gelistirilmistir. Bu
yazilimlar kiitle spektrometresi verilerini de novo veya veri seti taramasi yoluyla isleyerek

protein, peptit sekanslarini saptamaktadir. Peaks Studio programi kiitle spektrometresinden
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elde edilen spektrumlarin degerlendirildigi bir yazilimdir. De novo 6zelligi kullanarak
yapilan peptit sekanslama isleminde programin dogrudan MS/MS spektrumlarini kullandig,
veri seti taramasinda ise programin veri setinde MS/MS spektrumlariyla en iyi eslesen
sekanslamay1 aradig1 ifade edilmektedir. Peaks Studio programinin Mascot, SEQUEST,
X!Tandem ve OMSSA gibi diger veri seti tarama programlarina kiyasla de novo sekanslama
sonuglarindan daha fazla faydalandigi, bu sekilde diger veri seti tarama programlarina
kiyasla daha hassas ve dogrulugu yiiksek sonuglar elde edildigi vurgulanmaktadir (Zhang ve

ark., 2012).

BIOPEP programi internet tarayicist tabanli protein ve peptit zincirlerinin
depolandigy, ¢esitli fonksiyonlara sahip bir veri setidir. Veri setinde 740 protein ve 3697 adet
biyoaktif peptit zinciri tanimlidir (Anonim, 2018a). Belirli bir amino asit sekansinin veri
setinde fizyolojik aktivitesinin taranabilmesi ve belirli bir amino asit sekansi veya protein
dizisinin ig¢inde kodlanmis biyoaktif peptitleri listeleyebilmesi programin 6nemli bir
ozelligidir. Bununla beraber veri setinde yer alan bir protein secilerek veya programa belirli
bir amino asit sekansi tanitilarak bu dizinin farkli enzimlerle hidrolizinin simiilasyonunu
gergeklestirebilmesi ve ortaya c¢ikan peptitlerin varsa biyoaktivitelerini listelemesi
programin in silico sindirim modellerinde kullanilmasina imkan tanimaktadir (Minkiewicz

ve ark., 2008).

Literatiirde BIOPEP ve benzeri bioinformatik araglarin kullanildig ¢esitli calismalar
mevcuttur (Lafarge ve ark., 2014; Dziuba ve Dziuba, 2014; Iwaniak ve ark., 2016; Wang ve
ark., 2017). Cavazos ve de Mejia (2013)’nin BIOPEP programini kullanarak bugday, arpa,
yulaf ve piring proteinlerinin hidrolizi neticesinde ortaya ¢ikmasi muhtemel peptit
zincirlerini arastirdiklar1 ¢aligmalar1 BIOPEP programinin kullanimma dair kapsamli bir

ornektir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Tam yagli UHT siit (Sek) yerel bir marketten satin alinmistir. Yogurt kiilttrti (CH-1
Thermophilic DVS) Chr Hansen (Istanbul) firmasmdan temin edilmistir. Dévme yerel bir
degirmenden temin edilmistir. Tripsin enzimi Sigma (~10,000 BAEE units mg™! protein,
tirtin no: t8003) ve pepsin enzimi Fisher Chemical (iiriin no: P-1120-48) firmalarindan temin
edilmigtir. Kiitle spektrometresi verileri PEAKS Studio (Bioinformatics Solutions Inc.
Waterloo, Canada, versiyon:8.5) programinda degerlendirilmistir. Peptitlerin fizyolojik
aktiviteleri BIOPEP-UWM (Anonim, 2018a) programinda arastirilmistir. Peptit zincirlerinin
kaynak proteinlerinin bulunmasi i¢in ScanProsite (Anonim, 2018b) programindan
yararlanilmigtir. ScanProsite ve PEAKS Studio programlariyla yapilan ¢alismalarda UniProt
KB (Anonim, 2018c) veri seti kullanilmistir. Bazi1 peptitlerin antioksidatif potansiyellerinin
degerlendirilmesi igin Conway ve ark., (2013)’nin hazirladig antioksidatif etki puan tablosu

kullanilmastir.

3.2. Metot

3.2.1. Yogurt yapimi

Yogurt kiiltiirii 40 °C’de 200 ml siit i¢inde 3 saat siiresince 6n canlandirmaya tabi
tutulmustur. Siire sonunda canlandirilan kiiltiir 2,5 litre UHT siite eklenerek 44 °C sicaklik
altinda 4 saat fermantasyona birakilmistir. Sonrasinda 12 saat boyunca buzdolabi

sicakliginda olgunlastirma islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2. Dévmenin pisirilmesi

Dovmeler sebeke suyu ile yikandiktan sonra yaklasik 1:3 (dovme — su) oraninda
pisirilmistir. Pisirme islemine dovme igerisinde beyaz nokta kalmayincaya kadar devam

edilmistir.

3.2.3. Tarhana yapimi

Geleneksel Maras tarhanasi

Pigirilen dévme ve yogurt 1:2,5 oraninda karistirilarak fermantasyon sicakligina
1isitilmis ve bir mikser yardimiyla hamura homojen bir yapt kazandirilmigtir (Sekil 3.1).

Tarhana hamuru 44 °C’de vakum altinda 8 saat siiresince fermantasyona tabi tutularak
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fermantasyon sonunda tarhana hamuru yaklasik 0,5 cm kalinlikta olacak sekilde hasirlara

serilmis ve nem miktar1 % 10’a diisene kadar 60 °C’de kurutulmustur.

Sekil 3.1. Tarhana hamuru

Direkt fermente Maras Tarhanasi

Yogurt kiiltiirti 40 °C’de 200 ml siit iginde 3 saat siiresince 6n canlandirmaya tabi
tutulmustur. Pismis dovme ve siit 1:2,5 oraninda karistirilarak canlandirilan kiiltiir ile birlikte
fermantasyon sicakligina isitilmistir. Bir mikser yardimiyla karisimin homojen bir yap1
kazanmasi saglanmistir. Tarhana hamuru 44 °C’de vakum altinda 4 saat fermantasyona
birakilmis ve fermantasyon sonunda tarhana hamuru buzdolabi sicakliginda 12 saat
olgunlagtirma islemine tabi tutulmustur. Sonrasinda tarhana hamuru 44 °C’de vakum altinda
8 saat siiresince fermantasyona tabi tutulmustur. Fermantasyon sonunda tarhana hamuru
yaklasik 0,5 cm kalinlikta olacak sekilde hasirlara serilmistir. Hamurun nem miktari % 10’a

diisene kadar 60 °C’de kurutma islemi gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Tarhana hamurunun kurutulmasi
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3.2.4. Analizler

3.2.4.1. Tarhana proteinlerinin in-silico sindiriminin modellenmesi

Tarhana proteinlerinin in-silico hidrolizinin modellenmesi BIOPEP programinda
gerceklestirilmistir. Bu amacgla yogurt kaynakli proteinlerden osi-kazein (P02662), as:-
kazein (P02663), B-kazein (P02666), k-kazein (P02668), B-laktoglobulin (P02754), -
laktalbumin (P00711) ve bugday kaynakli proteinlerden gliitenin HMW (P10388), gliitenin
LMW (P10385), y-gliadin (P08453), a-B-gliadin (P02863) in silico hidroliz modellenmesi
icin se¢ilmistir. Hidroliz i¢in tripsin (EC 3.4.21.4) ve pepsin (pH>2 EC 3.4.23.1) enzimleri
kullanilmistir. Analizlerde UniProt KB protein veri seti ve BIOPEP peptit veri seti

kullanilmastir.

3.2.4.2. Sivi kromatografisinde peptit profili analizi

Yogurt, dovme ve geleneksel-direkt fermente tarhana bilesimindeki suda ¢6ziinen
azotlu bilesenlerin ekstraktlar1 (WSE) Coda ve ark., (2012)’nin bildirdigi metoda gore elde
edilmistir. Yogurt, dovme ve o6giitiilip 1 mm’lik elekten gegirilen geleneksel ve direkt
fermente tarhana Orneklerinden 40’ar gr tartilarak 200 ml 50 mM Tris-HCI (pH:8,8)
cozeltisiyle seyreltilmistir. Karigimlar 16 saat siiresince 40 °C sicakliktaki su banyosunda
tutularak suda ¢6ziinen azotlu bilesenlerin ekstraksiyonu saglanmistir. Ekstraksiyon sonunda
karigimlar 3 saat siiresince +4 °C sicaklikta bekletilmistir. Bu esnada ekstraktlar yarim saatte
bir calkalanmigstir. Siire sonunda ekstraktlara ait cokeltiler i{izerinden alinan sivilar
santrifiijlenerek (15000 x g, 30 dakika) stipernatantlar bir sonraki asama olan kati faz

ekstraksiyonu (SPE) i¢in toplanmuistir.

Ekstraktlarda bulunan peptitlerin kati faz ekstraksiyon islemi Lubitech (Cin) vakum
SPE manifoldu ile Finisterre (Ispanya) SPE kolonu (C18, 500 mg/3 ml, 50 pm ortalama
partikiil boyutu) birlikte kullanilarak gergeklestirilmistir (Herraiz ve Casal, 1995). SPE
kolonlarinda ayirma-saflastirma islemi yogurt, ddvme ve tarhana 6rneklerinin her birisi ig¢in
4 adet SPE kolonunda gergeklestirilmistir (Sekil 3.3). SPE kolonlar1 sirasiyla 2 ml metanol,
2 ml ultra saf su, 2 ml % 0,1’lik formik asit ¢ozeltisi gegirilerek sartlanmistir. Ardindan
kolonlara 6rneklere ait ekstraktlardan 2 ml aktarilmistir. Akis hiz1 dakikada 1 ml olacak
sekilde ekstraktlar kolondan gecirilmistir. Kolonda tutuklanan peptitlerin geri kazanilmasi
icin kolondan sirasiyla 2 ml % 0,1’lik formik asit ¢ozeltisi, 2 ml % 0,1’lik formik asit
cozeltisi (% 20 asetonitril i¢inde) ve 2 ml % 0,1’°lik formik asit ¢ozeltisi (% 50 asetonitril

icinde) gecirilmistir. Son asamada kolonlardan alinan sivilar tek bir kapta toplanarak HPLC
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enjeksiyonu 6ncesinde liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonunda 6rneklere 2 ml ultra saf

su ilave edilmistir. 1 saat oda sicakliginda bekletilen 6rnekler filtreden (45 pm x 25 mm

PTFE) gegirilerek HPLC’ye 100 pl enjekte edilmistir.

Sekil 3.3. SPE vakum manifoldu ve SPE (kati faz
ekstraksiyon) kolonlar1

Ekstraktlarin 214 nm dalga boyundaki kromatogramlar1 Shimadzu LC-20 AT serisi
HPLC, Intersil ODS-3 C18 ters faz kolon (250 x 4,6 mm, 5 pm partikiil biytikligi, GL

Sciences, Japonya) kullanilarak elde edilmistir. Akis hiz1 0,7 ml dk” ve kolon sicaklig1 40 °C

olarak ayarlanmigtir. Mobil faz olarak; % 0,1 formik asit — ultra saf sudan (v/v) olusan A

fazive % 0,1 formik asit — asetonitrilden (v/v) olusan B fazi kullanilmistir (Sanlidere, 2010).

Mobil fazlar i¢in segilen gradient programi ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Mobil faz gradient programi

Zaman (dakika) Mobil faz % Miktar

3 A 100

13 A 90

21 A 80

29 A 70

37 A 50

45 A 30

53 A 0

61 A 100
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3.2.4.3. Kiitle Spektrometresi Analizi

Yogurt, ddvme ve geleneksel-direkt fermente tarhana orneklerinin pepsin-tripsin
hidrolizatlarinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle bu 6rneklerin suda ¢6ziinen azotlu bilesenlerinin
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Bu basamak bir onceki boliimde agiklanan WSE islemi
uygulanarak tamamlanmistir. Elde edilen ekstraktlarin pepsin-tripsin hidrolizatlarinin
hazirlanmasi i¢in ekstraktlarin pH’lar1 1 M HCl ile 2’ye ayarlanmistir. Enzim substrat orani
1:50 olacak sekilde ekstraktlara 10 mM HCI i¢inde hazirlanan pepsin enzimi ¢6zeltisinden
(160mg/160ml) 80 ml aktarilmistir. Hidroliz islemi ¢alkalamali su banyosunda 37 °C
sicaklikta 24 saatte tamamlanmistir. Ardindan pepsin enzimi aktivitesini sonlandirmak i¢in
ekstraktlar 15 dakika boyunca 90 °C’ye 1sitilmistir. Ekstraktlar bir siire soguduktan sonra 0,1
N HCI c¢ozeltisi ile pH 8’e ayarlanmistir. Enzim substrat oranit 1:80 olacak sekilde
ekstraktlara 1 mM HCI i¢inde hazirlanan tripsin enzimi ¢6zeltisinden (100mg/100ml) 50 ml
aktarilmistir. Hidroliz islemi calkalamali su banyosunda 37 °C sicaklikta 24 saatte
tamamlanmistir. Hidroliz iglemi sonunda tripsin enzimi aktivitesini sonlandirmak ig¢in
ekstraktlar 15 dakika boyunca 90 °C su banyosunda tutulmus ve sonrasinda ekstraktlar 20
dakika boyunca buz banyosunda sogutulmustur. Siire sonunda ekstraktlara ait ¢okeltiler
tizerinden alinan sivilar santrifiijlenmis (15000 x g, 30 dakika), ekstraktlarin siipernatantlari
icin SPE basamagi bir onceki boliimde anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Sonrasinda

ekstraktlar liyofilizatérde kurutularak MS analizine kadar -20 °C sicaklikta depolanmistir.

Kiitle spektrometresi analizi Agilent 6545 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS marka ve
model cihazda, Mejri ve ark., (2017)’nin belirttigi metoda gére yapilmistir. Analiz pozitif
iyon modunda 100 — 1500 m/z araliginda gergeklestirilmistir. ESI jeti parametreleri;
fragmentor voltaj1 200 V, nebulayzir basinct 50 psig, kapilar voltaj 3500 V, gaz sicakligi
350 °C, gaz akist 12 It dk!, skimmer voltaj1 60 V, source sheath gaz sicaklig1 ve akisi
sirastyla 400 °C ve 12 It dk’! olarak segilmistir. MS/MS otomatik ayarda, 1 prekiirsor bir
dongii, 2 spektranin ardindan dinamik exclusion segilerek, ¢arpisma enerjisi her 100 Da kiitle
icin 5 V olarak optimize edilmistir. Prekiirsor kiitle tolerans sinir1 10 ppm ve fragment kiitle
hatasi tist sinir1 0,5 Da olarak belirlenmistir. Kiitle spektrometresi verileri PEAKS Studio 8.5
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla programa UniProt KB (Swiss-Prot)
veri seti tanitilarak, metiyonin oksidasyonu, serin fosforilasyonu ve sistein
karbamidometilasyonu sonuglarin degerlendirilmesindeki degiskenler olarak secilmistir.
Sonuglar degerlendirilirken -10logP alt sinir1 15 olarak belirlenmistir. De-novo sekanslama

sonuclarinda % ALC (average local confidence) 70 ve iizeri degerler kabul edilmistir. Swiss-

37



Prot veri setinde yer almayan peptitlerin kaynaklarinin belirlenmesi amaciyla ScanProsite
programindan yararlanilmistir. Tarama yapilacak veri seti olarak UniProt KB (Swiss-Prot ve
trEMBL) secilmistir. Programin yaptig1 protein-amino asit dizisi eslestirmelerinden yalnizca
tam eslesme olan sonuglar MS verileriyle birlestirilmistir. Elde edilen veriler iizerinden
BIOPEP programinin biyoaktif peptit veri setinde tarama yapilarak eslesen peptitlere

sonuclarda yer verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Tarhana Proteinlerinin In-silico Sindirimi

Tarhana bilesimindeki yogurt ve bugday kaynakli proteinlerin pepsin-tripsin
enzimleriyle in silico hidrolizi neticesinde agirlikli olarak dipeptitler agiga ¢ikmistir. Sekil
4.1’de yogurt proteinlerinin pepsin-tripsin hidroliz modelinin, sekil 4.2’de bugday
proteinlerinin pepsin-tripsin hidroliz modelinin BIOPEP programindaki sonu¢ ekrani
sunulmustur. BIOPEP programinin tarama fonksiyonu kullanilarak sonug¢ ekranlarindaki
peptitlerin biyoaktiviteleri taranmistir. Toplamda 153 adet dipeptitin, 14 adet tripeptitin, 3
adet daha uzun zincirli peptitin biyoaktif 6zellik tasidig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.1, Cizelge
4.2). Ortaya ¢ikan toplam 170 adet peptit fragmenti i¢cinde 68 tanesi birbirinden farklidir.
Bunlardan 39 tanesi tek bir fizyolojik aktiviteye sahipken 29 tanesi c¢oklu fonksiyon
gostermektedir. BIOPEP programindan alinan bu sonuglara gore 42 ACE inhibitor, 47 adet
DPP 1V inhibitor, 9 adet antioksidant, 1 adet antitrombotik, 2 adet glukoz alimin1 uyarici, 2
adet vazoaktif madde salimini uyarici, 1 adet mide mukoz membran aktivitesini diizenleyici,
1 adet antiamnestik, 1 adet CampDE inhibitor ve 2 adet renin inhibitor peptit fragmenti 6nciil

proteinlerin hidrolizi neticesinde serbest kalmistir.

Literatiirde ACE inhibitér aktivitesiyle 6ne ¢ikan ve halihazirda Calpis (Japonya) ve
Evolus (Finlandiya) isimleriyle ticarilesmis formlari bulunan (Korhonen, 2009) IPP ve VPP
tripeptitleri gibi 3 amino asit veya daha fazla amino asit tastyan peptit zincirleri in silico
modellemede ¢ok sinirli sayida agiga ¢ikmistir. IPP ve VPP tizerinden 6rnek verilirse her iki
peptit zinciri de in silico analizler i¢in se¢ilen yogurt ve bugday proteinleri dizisinde yer
almaktadir. Ancak in silico hidroliz i¢in segilen enzimler agirlikli olarak iki amino asitli
peptitlerin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Kiitle spektrometresi sonuglarinda da IPP ve VPP
tripeptitlerine rastlanmamuistir. In silico modele gore sindirim sistemi enzimleri protein
zinciri yapisindaki potansiyel biyoaktif bolgeleri ileri hidrolize ugratarak iki amino asitli
dipeptitleri serbest hale gecirmistir. Biyoaktif zincirlerin ¢esitliligi azalsa da kisa peptit
zincirleri olan dipeptit ve tripeptitlerin daha reaktif bolgeler oldugu bunun yaninda bagirsak
duvarindan ge¢melerinin dolayisiyla dolasima dahil olmalarinin daha kolay oldugu
bildirilmistir (Maux ve ark., 2015). Kisa peptit zincirleri ayn1 zamanda gidalarin tat ve acilik

gibi duyusal 6zellikleri tizerindeki etkilerinden 6tiirii 6nemli goriilmektedir.
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(L—S1 kazein BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-K-L-L-IL-T-CL-VA-VA-L-A-R-PK-HP-IK-HQ-G-L-PQ-E-VL-N-E-N-L-L-R-F-F-VA-PF-PE-VF-G-K-E-K-WN-E-L-5SK
-D-IG-SE-ST-E-D-Q-A-M-E-D-IK-Q-M-E-A-E-S-ISSSE-E-1-VPN-S-VE-Q-K-H-IQ-K-E-D-VPSE-R-Y-L-G-Y-L-E-Q-
L-L-R-L-K-K-Y-K--VPQ-L-E-1-VPN-SA-E-E-R-L-HSM-K-E-G-IHA-Q-Q-K-E-PM-IG-VN-Q-E-L-A-Y-F-Y-PE-L-F-R
Q-F-Y-Q-L-D-A-Y-PSG-A-WY-Y-VYPL-G-T-Q-Y-T-D-A-PSF-SD-IPN-P-IG-SE-N-SE-K-T-T-M-PL-W
[Search o actve frogments
OL—S2 kazein BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-K-F-F-1F-T-CL-L-A-VA-L-A-K-N-T-M-E-H-V5385E-E-5-1-18Q-E-T-Y-K-Q-E-K-N-M-A-IN-PSK-E-N-L-C5T-F-CK-

E-V-VR-N-A-N-E-E-E-Y-§-IG-SSSE-E-SA-E-VA-T-E-E-VK-IT-VD-D-K-HY-Q-K-A-L-N-E-IN-Q-F-Y-Q-K-F-PQ-Y-L
ZQ-Y-L-¥-Q-G-P-1-VL-N-PWD-Q-VK-R-N-A-VP-IT-PT-L-N-R-E-Q-L-8T-55-E-N-SK-K-T-VD-M-E-ST-E-VF-T-K-K
~T-K-L-T-E-E-E-K-N-R-L-N-F-L-K-K-I1SQ-R-Y-Q-K-F-A-L-PQ-Y-L-K-T-VY-Q-HQ-K-A-M-K-PW-1Q-PK-T-K-V-
IPY-VR-Y -L

B-kazein BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-K-VL-IL-A-CL-VA-L-A-L-A-R-E-L-E-E-L-N-VPG-E-|-VE-SL-S58E-E-S-IT-R-IN-K-K-IE-K-F-Q-SE-E-Q-Q-Q-T-E
-D-E-L-Q-D-K-IHPF-A-Q-T-Q-SL-VY-PF-PG-P-IPN-SL-PQ-N-IPPL-T-Q-T-P-V-V-VPPF-L-Q-PE-VM-G-VSK-VK-E-A-
M-A-PK-HK-E-M-PF-PK-Y-P-VE-PF-T-E-5Q-SL-T-L-T-D-VE-N-L-HL-PL-PL-L-Q-SWM-HQ-PHQ-PL-PPT-VM-F-PPQ-
S-VL-SL-5Q-SK-VL-P-VPQ-K-A-VPY-PQ-R-D-M-P-1Q-A-F-L-L-Y-Q-E-P-VL-G-P-VR-G-PF-P-I-I-V

Search for active fragments

K-kazein BIQPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-M-K-SF-F-L-V-VT-IL-A-L-T-L-PF-L-

G-A-Q-
Y -PSY-G-L-N-Y-Y-Q-Q-K-P-VA-L-IN-N-Q-F-
“PT-T-M-A-R-HPHPHL-SF-M-A-IPPK-K-N-Q-D-

E-Q-N-Q-E-Q-P-IR-CE-K-D-E-R-F-F-SD-K-IA-K-Y-IP-1Q-Y-VL-SR
L-PY-PY-Y-A-K-PA-A-VR-SPA-Q-IL-Q-WQ-VL-SN-T-VPA-K-8CQ-A-Q
K-T-E-IPT-IN-T-1A-SG-E-PT-ST-PT-T-E-A-VE-ST-VA-T-L-E-D-SPE-

V-IE-SPPE-IN-T-VQ-VT-5T-A-V
Cscorcntoacve nagmens |

B-laktoglobulin BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action

M-K-CL-L-L-A-L-A-L-T-CG-A-Q-A-L-1-VT-Q-T-M-K-G-L-D-1Q-K-VA-G-T-WY-SL-A-M-A-A-SD-ISL-L-D-A-Q-SA-
PL-R-VY-VE-E-L-K-PT-PE-G-D-L-E-IL-L-Q-K-WE-N-G-E-CA-Q-K-K-1-IA-E-K-T-K-IPA-VF-K-ID-A-L-N-E-N-K-VL
“VL-D-T-D-Y-K-K-Y-L-L-F-CM-E-N-SA-E-PE-Q-SL-A-CQ-CL-VR-T-PE-VD-D-E-A-L-E-K-F-D-K-A-L-K-A-L-PM-H

JIR-L-SF-N-PT-Q-L-E-E-Q-CH-I
Search for active fragments | ¢

a-laktalbumin BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-M-SF-VSL-L-L-VG-IL-F-HA-T-Q-A-E-Q-L-T-K-CE-VF-R-E-L-K-D-L-K-G-Y-G-G-VSL-PE-W-VCT-T-F-HT-SG-Y-
D-T-Q-A-1-VQ-N-N-D-ST-E-Y-G-L-F-Q-IN-N-K-IWCK-D-D-Q-N-PHSSN-ICN-ISCD-K-F-L-D-D-D-L-T-D-D-IM-C-WK
-K-IL-D-K-VG-IN-Y-WL-A-HK-A-L-CSE-K-L-D-Q-WL-CE-K-L

Search for active fragments

Sekil 4.1. Yogurt proteinleri in silico sindiriminin BIOPEP programindaki sonug ekrani
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HMW gliitenin BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-A-K-R-L-VL-F-VA-V-V-VA-L-VA-L-T-VA-E-G-E-A-SE-Q-L-Q-CE-R-E-L-Q-E-L-Q-E-R-E-L-K-A-CQ-Q-VM-D
-Q-Q-L-R-D-ISPE-CHP-V-V-VSP-VA-G-Q-Y-E-Q-Q-1-V-VPPK-G-G-SF-Y-PG-E-T-T-PPQ-Q-L-Q-Q-R-IF-WG-IPA-
L-L-K-R-Y-Y-PS-VT-CPQ-Q-VSY-Y-PG-Q-A-5PQ-R-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Y-Y-PT-SPQ-Q-PG-Q-WQ-Q
PE-Q-G-Q-PR-Y-Y-PT-SPQ-Q-5G-Q-L-Q-Q-PA-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-S5Q-L-
Q-PG-Q-L-0-Q-PA-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-A-Q-Q2-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q
PG-Q-G-0Q-Q-G-Q-Q-L-G-Q-G-Q-Q-G-Y-Y-PT-SL-Q-Q-5G-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-5L-Q-Q-L-G-Q-G-Q-5G-Y-Y-
PT-5PQ-Q-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-L-Q-Q-PA-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-
PG-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-5PQ-Q-5G-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-55Q-Q-PT-Q-5Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-VG-Q-G-Q-Q-A
-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-5PQ-Q-5G-Q-G-Q-PG-Y-Y-L-T-5PQ-Q-5G-Q-G-Q-Q-PG-Q-L-Q-Q-
SA-Q-G-Q-K-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-5PQ-Q-
SG-Q-G-Q-Q-PG-Q-WQ-Q-PG-Q-G-Q-PG-Y-Y-PT-SPL-Q-PG-Q-G-Q-PG-Y-D-PT-SPQ-Q-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-L-
Q-Q-PA-Q-G-Q-Q-G-Q-Q-L-A-0-G-Q-Q-G-Q-Q-PA-Q-VQ-Q-G-Q-R-PA-Q-G-0Q-Q-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-0Q-G-Q-
Q-L-G-Q-G-0-Q-G-Q-Q-PG-0-G-Q-Q-G-0-Q-PA-Q-G-Q-Q-G-0-Q-PG-Q-G-Q-0-G-Q-0-PG-Q-G-Q-Q-G-Q-
Q-PG-Q0-G-Q-Q-PG-Q-G-Q-PWY-Y-PT-5PQ-E-5G-0-G-Q-Q-PG-Q-WQ-Q-PG-Q-G-Q-PG-Y-Y-L-T-5PL-Q-L-G-Q
-G-Q-Q-G-Y-Y-PT-5L-Q-Q-PG-Q-G-Q-Q-PG-Q-WQ-Q-5G-Q-G-Q-HWY-Y-PT-5PQ-L-5G-Q-G-Q-R-PG-Q-WL-Q-
PG-Q-G-Q-Q-G-Y-Y-PT-5PQ-Q-PG-Q-G-Q-Q-L-G-Q-WL-Q-PG-Q-G-Q-Q-G-Y-Y-PT-SL-Q-Q-T-G-Q-G-Q-Q-5G
-Q-G-Q-Q-G-Y-Y-SSY-H-VS5-VE-HQ-A-A-SL-K-VA-K-A-Q-Q-L-A-A-Q-L-PA-M-CR-L-E-G-G-D-A-L-SA-5Q
[ Search for active fragments |
LMW—glutenln BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-K-T-F-L-VF-A-L-L-A-L-A-A-A-SA-VA-Q-ISQ-Q-Q-Q-A-PPF-5Q-Q-Q-Q-PPF-5Q-Q-Q-Q-PPF-SQ-Q-Q-Q-SPF-
5Q-Q-Q-Q-Q-PPF-A-Q-Q-Q-Q-PPF-5Q-Q-PP-1SQ-Q-Q-Q-PPF-5Q0-Q-Q-Q-PQ-F-5Q-Q-Q-Q-PPY-8Q-Q-Q-Q-PPY-
SQ-Q-Q-Q-PPF-5Q-Q-Q-Q-PPF-SQ-Q-Q-Q-Q-PPF-T-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-PF-T-Q-Q-Q-Q-PPF-3Q-Q-PP-
1SG-Q-Q-Q-PPF-L-Q-@-Q-R-PPF-5R-Q-Q-Q-IP-V-HPS-VL-Q-Q-L-N-PCK-VF-L-Q-Q-Q-C-IP-VA-M-Q-R-CL-A-R-
SQ-M-L-Q-Q-S-ICH-VM-Q-Q-Q-CCQ-Q-L-R-Q-IPE-Q-SR-HE-S-IR-A-I-1¥-5-1-IL-0-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-0Q-
Q-Q-G-@-5-1-1Q-Y-Q-Q-Q-Q-PQ-Q-L-6G-Q-C-V5Q-PL-Q-Q-L-Q-Q-Q-L-G-Q-Q-PQ-Q-Q-Q-L-A-HQ-IA-Q-L-E-
VM-T-S-IA-L-R-T-L-PT-M-CN-VN-VPL-Y-E-T-T-T-5-VPL-G-VG-IG-VG-VY

Search for active fragments

v-gliadin BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action
M-K-T-L-L-IL-T-IL-A-M-A-IT-IG-T-A-N-1Q-VD-PSG-Q-VQ-WL-Q-Q-Q-L-VPQ-L-Q-Q-PL-SQ-Q-PQ-Q-T-F-PQ-PQ-Q
-T-F-PHQ-PQ-0Q-Q-VPQ-PQ-Q-PQ-Q-PF-L-Q-PQ-Q-PF-PQ-Q-PQ-Q-PF-PQ-T-Q-Q-PQ-Q-PF-PQ-Q-PQ-Q-PF-PQ-T-
Q-Q-PQ-Q-PF-PQ-Q-PQ-Q-PF-PQ-T-Q-Q-PQ-Q-PF-PQ-L-Q-Q-PQ-Q-PF-PQ-PQ-Q-Q-L-PQ-PQ-Q-PQ-Q-SF-PQ-Q-
Q-R-PF-1Q-PSL-Q-Q-Q-L-N-PCK-N-IL-L-Q-Q-5K-PA-SL-VSSL-WS-1-IWPQ-SD-CQ-VM-R-Q-Q-CCQ-Q-L-A-Q-IPQ-Q-
L-Q-CA-A-IH5-V-VHS-1-IM-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-Q-G-ID-IF-L-PL-SQ-HE-Q-VG-Q-G-SL-VQ-G-Q-G-1-1Q-PQ-Q-
PA-Q-L-E-A-IR-SL-VL-Q-T-L-PSM-CN-VY-VPPE-CS-IM-R-A-PF-A-5-1-VA-G-1G-G-Q

Search for active fragments |

a-p-gliadin BIOPEP: Report of enzyme action

Results of enzyme action

M-K-T-F-L-IL-VL-L-A-1-VA-T-T-A-T-T-A-VR-F-P-VPQ-L-Q-PQ-N-PSQ-Q-Q-PQ-E-Q-VPL-VQ-Q-Q-Q-F-L-G-Q-Q-
Q-PF-PPQ-Q-PY-PQ-PQ-PF-PSQ-L-PY-L-Q-L-Q-PF-PQ-PQ-L-PY-5Q-PQ-PF-R-PQ-Q-PY-PQ-PQ-PQ-Y-5Q-PQ-Q-P-
IS@-2-Q-0-2-02-Q2-2-2-0-0-0-Q2-Q-2-Q-Q-Q-IL-Q-Q-IL-Q-Q-Q-L-IPCM-D-V-VL-Q-Q-HN-IA-HG-R-5Q-VL-Q-Q-
ST-Y-Q-L-L-Q-E-L-CCQ-HL-WQ-IPE-Q-5Q-CQ-A-IHN-V-VHA-I-IL-HQ-Q-Q-K-Q-Q-Q-Q-P55Q-VSF-Q-Q-PL-Q-Q-Y-
PL-G-Q-G-SF-R-PSQ-Q-N-PQ-A-Q-G-5-VQ-PQ-Q-L-PQ-F-E-E-IR-N-L-A-L-Q-T-L-PA-M-CN-VY-IPPY-CT-IA-PF-G-

IF-G-T-N
Search for active fragments _'

Sekil 4.2. Bugday proteinleri in silico sindiriminin BIOPEP programindaki sonug ekrant
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Cizelge 4.1. Yogurt proteinlerinin pepsin-tripsin enzimleri ile in silico hidrolizi

Protein Aktivite Amino Asit Dizisi Aciklama
Uyarici IL, VL Glukoz alimini uyarict
= Uyarici VPL, SE Vazoaktif madde salimini uyarici
'E DPP IV HP, IL, IQ, PF, PK, PL, PM, PQ, SK,
S inhibitor VA, VE, VF, VL, VN, VPL, WY
@ ACE inhibitor HP, IG, IL, PL, PQ, ST, VE, VF
®  Antioksidatif WY
Antiamnestik VPL Prolyl oligopeptidaz inhibitor
e HY, IF, IG, IPY, PQ, PT, ST, VF, VK,
= ACE inhibitor VP, VR, VY
Y
= Antioksidatif PW,PWD, VY
=<
o DPP IV HY, IN, IQ, PK, PQ, PT, PW, SK,
= inhibitér VA, VD, VF, VK, VP, VR, VY
Uyarici SE Vazoaktif madde salimini uyarici
Antiamnestik PG Prolyl oligopeptidaz inhibitor
ACE inhibitor VY, PL, VK, HL, PG, VR, IE, VE,
PQ, IL
= Antioksidatif HL, PHQ, VY
g Antitrombotik PG
_?‘ DPP IV VA, HL, SL, VR, PL, IL, IN, IQ, PF,
= e PG, PK, PQ, SK, VE, VK, VL, VM,
inhibitér
VY
Uyarici VL, IL Glukoz alimini uyarici
Uyarici SE Vazoaktif madde salimini uyarict
T, IR, PSY, IA, IP, SG, VR, SF, IE, VE,
ACE inhibitor PT, IL, ST
= Antioksidatif IR
'S Inhibitor IR CaMPDE inhibitsr
x? DPP IV VA, PA,IA, VR, WQ, IL, IN, 1Q, IR,
< inhibitér PF, PT, PY, SF, VE, VL, VQ, VT, IP
Hipotansif IR, SF Renin inhibitor
Uyarici VL, IL Glukoz alimini uyarici
ACE inhibitor IR, VF, VY, IPA, PL, IA, VR, SF, VE,
- PT, IL
‘i Antioksidatif WY, IR, VY
=
S DPP IV VA, IPA, IA, SL, VR, PL, WY, WE,
o0 inhibitsr IL, IQ, IR, PM, PT, SF, VD, VE, VF,
£ VL, VT, VY
= Hipotansif IR, SF
= inhibitsr IR CaMPDE inhibitsr
Uyarici VL, IL Glukoz alimini uyarict
= ACE inhibitor VF, VK, VG, SG, SF, HK, IL, WL, ST
E DPP IV HA, WL, HT, IL, IM, IN, SF, VF, VG,
= inhibitor VK, VQ
N
= Hipotansif SF Renin inhibitor
3 Uyarici IL Glukoz alimini uyarict
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Yogurt proteinlerinin in silico hidroliz modelinde saptanan Val-Leu (VL) ve Ile-Leu

(IL) dipeptitleri BIOPEP programi tarafindan glukoz alimmi uyaric1 peptit olarak

tanimlanmigtir. Morifuji ve ark., (2009)’nin calismasinda da ayni peptitlerin izole L6

miyotiiplerinde glukoz alimini arttirici etkisinden bahsedilmistir.

Cizelge 4.2. Bugday proteinlerinin pepsin-tripsin enzimleri ile in silico hidrolizi

Protein Aktivite Amino Asit Dizisi Aciklama
ACE inhibitor l\)/%’ I}f’é,\gi, VSP, IF, VG, WG, SG, SF,
DPP IV PG, VA, PA, IPA, WG, SF, VE, PT, VL,
= inhibitor SL, WL, WQ, PS, VG, VM, VQ, VS, VT
§ Antitrombotik PG
= Antioksidatif WG
§ Hipotansif SF Renin inhibitor
% Uyarici VL Glukoz alimini uyarict
Uyarici SE Vazoaktif madde salimini uyarici
Diizenleyici PG Mide mukoz membran aktivitesi
Antiamnestik PG Prolyl oligopeptidaz inhibitor
ACE inhibitor ;l;,’ IPYQ,,\;Ili z ¥g, PL, IA, IP, VG, IG, PT,
= Antiamnestik  VPL
= Antioksidatif IR, IY, VY
j DPP IV PP, VA, VPL, IP, IA, PL, HE, IL, IQ, IR,
‘= inhibit6r PF, PQ, PT, VF, VG, VL, VM, VN, VY
;3 Hipotansif IR Renin inhibitér
O Uyarici VPL Vazoaktif madde salimini uyarici
Uyarici VL, IL Glukoz alimini uyarict
Inhibitor IR CaMPDE inhibitor
DPP IV VA, PA, SL, PL, WL, WS, HE, IL, IM,
inhibitor 1Q, IR, PF, PQ, SF, SK, VD, VG, VL,
VM, VQ, VY
‘-5 ACE inhibitor VY, PL, IF, VG, IG, SF, PQ, IL, WL, IR
£ inhibitor SF, IR Renin inhibitor
&~  Antioksidatif IR, VY
Inhibitor IR CaMPDE inhibitér
Uyarici VL, IL Glukoz alimini uyarict
Antiamnestik ~ VPL Prolyl oligopeptidaz inhibitor
Antioksidatif  HL, VY, IR
: Uyarici VPL Vazoaktif madde salimini uyarict
% ACkmnbior [ VY PLIA I HL HG, VR.SF
g’ DPP IV VPL, 1A, HL, VR, PL, IL, IR, PF, PQ,
5 inhibit6r PY, SF, VL, VQ, VY
Hipotansif IR, SF Renin inhibitor
Inhibitor IR CaMPDE inhibitér
Uyarici VL, IL Glukoz alimini uyarict
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Nogata ve ark., (2009)’nin bugday kepeginde tespit ettikleri Thr-Phe (TF) ve Val-
Tyr (VY) ACE inhibitor dipeptitleri bugday proteinlerinin in silico hidroliz modelinde de
bulunmustur. VY dipeptitinin BIOPEP programi tarafindan ayn1 zamanda antioksidatif ve
DPP IV inhibitor etki tasidig1 ongoriilmiistiir. Ayni sekilde TF dipeptiti i¢in de ACE inhibitor

aktiviteye ek olarak DPP IV inhibitor etki tasimasi1 ongoriilmustiir.

4.2. Sivi Kromatografisinde Peptit Profili Analizi

Tarhananin yapimi siirecinde degisen peptit profilinin gézlenmesi amaciyla yogurt,
dovme ve tarhana Orneklerinin kromatogramlari karsilastirilmistir. Proteinlerin en az
diizeyde alt birimlerine par¢alanmasinin beklendigi d6vme 6rneginin kromatograminda pik
cesitliliginin az oldugu, yogurt Orneginin kromatograminda ise beklendigi gibi pik

cesitliliginin arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.3).
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Abs: 214 nm dalga boyundaki absorbans (AU)

Sekil 4.3. Yogurt ve ddvme orneklerinin 214 nm dalga boyundaki HPLC kromatogramlari

Sekil 4.4’te verilen geleneksel tarhana, yogurt ve dovme 6rneklerinin pik profilleri
kiyaslandiginda tarhana kromatogramindaki piklerin biiyiik kisminin yogurt bilesiminden
geldigi goriilmektedir. Bu durumda tarhana kromatograminda gézlenen piklerin biiyiik
kisminin yogurt fermantasyonu sirasinda agiga ¢ikan peptit zincirleri oldugu ve tarhana
fermantasyonunun piklerin ¢esitliligi ve keskinligine ¢ok fazla katkisinin olmadigi

soylenebilir.
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Sekil 4.4. Geleneksel tarhana, yogurt ve dovmenin kromatogramlari

Benzer sekilde direkt fermantasyon teknigi ile tiretilen tarhana o6rneklerindeki
piklerin biiylikk kisminin yogurt starter kiiltiirlerinin aktivitesinden kaynaklandigi
goriilmektedir (Sekil 4.5). Sekil 4.6’da verilen kromatogramda goriildiigii gibi geleneksel ve
direkt fermente tarhanalarin pik profilleri ¢ok biiyiik oranda benzerdir. Bu durumda tiretim
metotlarinin tarhanalarin peptit profilleri {izerinde bir farklilik olusturmadigi sdylenebilir.
Yogurt fermantasyonu esnasinda ortaya ¢ikan peptit alt birimlerinin biiyiik oranda
tarhanalarin peptit-protein profilini belirledigi diisiiniilmektedir. Bununla beraber 1, 2 ve 3
numarali piklerin alanlarinda goriilen farkliligin nedeni direkt fermantasyon tekniginde

mikroorganizmalarin substrat proteinlere erisimlerinin kisitlanmasi olarak yorumlanabilir.
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Sekil 4.5. Direkt fermente tarhana, yogurt ve dévmenin kromatogramlari

Geleneksel ve direkt fermente tarhanalarin peptit profilleri arasinda belirgin bir fark
bulunmamaktadir. Ote yandan pepsin-tripsin uygulanan tarhanalar ile pepsin-tripsin
uygulanmayanlarin peptit profilleri arasinda beklendigi sekilde onemli fark vardir (Sekil
4.7). Pepsin-tripsin ile muamele edilen tarhanalarin kromatogramlarindaki pik sayis1 ve pik
keskinligi artmistir. Bununla beraber pepsin-tripsin ile muamele edilen geleneksel ve direkt

fermente tarhanalarin kendi ig¢inde peptit profilleri arasinda 6nemli fark goriilmemistir.
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Sekil 4.6. Geleneksel tarhana ve direkt fermente tarhana 6rneklerine ait kromatogramlarin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.7. Geleneksel ve direkt fermente tarhanalarin pepsin (pH:2) ve tripsin (pH:8)
hidrolizatlarinin kromatogramlar1
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Sekil 4.7°de iki farkli teknikle iiretilen tarhanalarin hidrolizatlarinin 214 nm dalga
boyunda elde edilen kromatogramlari verilmistir. Orneklerde ¢ok sayida peptit zinciri
serbest kalmig, kromatogramda olusan piklerin sayis1 ve keskinligi artmistir. Buna gore
secilen hidroliz modelinin basarili oldugu ancak geleneksel ve direkt fermente tarhana

hidrolizatlarinin peptit profilleri arasinda belirgin fark olmadig1 s6ylenebilir.

Fenilalanin (F), tirozin (Y) ve triptofan (W) gibi aromatik amino asitlerin bulundugu
kisa peptit zincirleri gii¢liit ACE inhibitor aktivite tasimaya aday peptit zincirleridir. Bu
amino asitlerin maksimum absorbans yaptigi dalga boyu 280 nm olarak belirtilmistir
(Aguilar, 2004). Sekil 4.8’de verilen kromatogramlarda tarhanalarin pepsin-tripsin
hidrolizatlarinin 214 nm ve 280 nm dalga boyundaki kromatogramlar:1 verilmis, aromatik
halkali amino asitlerin maksimum absorbans yaptig1 pikler gosterilmistir.
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Sekil 4.8. a) Direkt fermente tarhananin pepsin-tripsin hidrolizatinin kromatogrami, b)
Geleneksel tarhananin pepsin-tripsin hidrolizatinin kromatogrami
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4.3. Kiitle Spektrometresi Analizi

4.3.1. Dovme hidrolizat

Cizelge 4.3 ve cizelge 4.4’te dovme Ornegine ait kiitle spektrometresi sonuglari
verilmistir. Dovme Orneginin pepsin-tripsin  hidrolizatinda 23 adet peptit zinciri
tanimlanmistir. Bununla beraber literatiirde ve BIOPEP veri setinde tanimlanan peptitlere
ait veri bulunamamistir. Sonuglarda yer alan LVVPPK peptitine direkt fermente tarhana
orneginde de rastlanmig ancak literatiir taramasinda ve BIOPEP veri setinde peptit zincirinin

herhangi bir fizyolojik aktivite tasidig1 bilgisine ulagilamamuistir.

Cizelge 4.3. Dévme hidrolizatinin kiitle spektrometresi sonuglari

Kiitle . . -
(Da) -101gP Peptit Erisim Kodu
859,4664 44,30 AIHNVVHA P02863 (GDAO WHEAT)

688,2065 28,11 GGGSSS(+79.97)SA AOAQ77RNZ6 (AOA0O77RNZ6_WHEAT)
977,3460 27,90 CKCSS(+79.97)SRQ AKB**

1046,5793 2591 MQKSIEALK AKB

949,3473 21,14 CS(+79.97)CMVKSL  AKB

716,2014 20,84 GDGSS(+79.97)SQ P29557 (IFAE1_WHEAT)

977,3426 20,76 CS(+79.97)GRGNFSA AKB

787,2993 20,07  CSCANKY AKB

716,2014 19,78  GSSDS(+79.97)GQ  AOSPJ3 (NAMA1_TRITD)
949,3542 1934  DIHGGGS(+79.97)DL AKB

884,4538 1925  HVEVM(+15.99)VR  AKB

977,3413 17,46 CSVSSS(+79.97)SLE  AKB

783,5218 16,56  VIGVVIGK P49232 (PROF1_WHEAT)
688,2065 1635  NS(+79.97)GSSSA AKB

1156,6274 1632  IVNGMVKPGDK P27736 (SSG1_WHEAT)
977,3500 16,14  CGRCSPLY(+79.97) Q37680 (NUSM_WHEAT)
850,2568 15,78  VGS(+79.97)DGACY  Q9AUI7 (IF4B1_WHEAT)
878,2517 1541  PDGTSCGY(+79.97) Q31411 (G3021_WHEAT)

%10 1gP: Hatali eslesme olasilig1 (%1 hatali eslesme ihtimali -101gP:20 degerine denktir)
*+* AKB: Anlaml kaynak bulunamadi
Literatiirde bugday ve bugdaydan elde edilen fermente tirtinlerin peptit i¢eriklerinin
arastirildigt cesitli calismalar mevcuttur (Nakamura ve ark., 2007; Jeong ve ark., 2007;
Rizzello ve ark., 2008; Nogata ve ark., 2009; Kancabas ve Karakaya, 2012; Zhao ve ark.,
2013). Bununla beraber bahsedilen caligsmalarda saptanan peptitler bizim ¢alismamizda

tespit edilememistir.
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Cizelge 4.4. D6vme hidrolizatinin kiitle spektrometresi
de-novo sonuglari

Peptit % ALC* Kiitle (Da)
LSSKA 94 504,2907
EELR 96 545,2809
LVVPPK 91 651,4319
LSASK 85 504,2907
VLVPPK 84 651,4319

*% ALC: Sekanstaki amino asitlerin dogruluk yiizdesi

4.3.2. Yogurt hidrolizati

Cizelge 4.5 ve ¢izelge 4.6’da yogurt 6rnegi hidrolizatinin kiitle spektrometresi analizi
sonuclar1 verilmistir. Kiitle spektrometresinde tanimlanan peptitler BIOPEP veri setinde
taranmis, yalnizca antioksidatif etki gosteren VLPVPQK peptiti i¢in eslesme bulunmustur.
Bunun yaninda EAMAPK peptitinin antioksidatif etki tagidigma dair literatiir bilgisine
ulasiimistir (Pepe ve ark., 2016). Her iki peptite gelencksel ve direkt fermente tarhana
orneklerinde de rastlanmistir. Bununla beraber kiitle spektrometresi sonuglarinda yogurt
proteinlerinin pepsin-tripsin enzimleriyle in silico sindirimi sonucunda 6ngoriilen peptitlere

rastlanmamuistir.

Cizelge 4.5. Yogurt hidrolizatinin kiitle spektrometresi sonuglari

Kiitle (Da) -10IgP* Peptit Erisim Kodu
753,4459 21,50 VPVVPML A4FUBS (TM115_BOVIN)
747,3625 21,46 LFPM(+15.99)PGA QILZD1 (TM102_BOVIN)
779,4905 20,52 VLPVPQK P02666 (CASB_BOVIN)
753,4497 18,32  IALPANR P56658 (ADA_BOVIN)
788,4280 17,85 LAEVETK Q3SYU9 (MVP_BOVIN)
645,3156 17,37 LSMAPGA Q5E9L7 (VPS16 BOVIN)
747,3585 1533  SKSCVPGA QIRMQ4 (LYNX1 BOVIN)
686,3599 15,25 TIPASAGA P13608 (PGCA BOVIN)

*-10 1gP: Hatali eslesme olasilig1 (%1 hatali eslesme ihtimali -101gP:20 degerine denktir)
** AKB: Anlaml kaynak bulunamadi
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Cizelge 4.6. Yogurt hidrolizatinin kiitle spektrometresi
de-novo sonuglari

Peptit % ALC* Kiitle (Da)
KVPQ 94 470,2853
HLQK 93 5243071
MAPK 92 4452359
HPLK 87 4933012
LLAEK 87 572,3533
TVPKA 86 514,3115
VCPK 85 4452359
ALEK 84 459,2693
TVMAPQ 79 645,3156
EAMAPK 78 645,3156
DLK 75 374,2165

*% ALC: Sekanstaki amino asitlerin dogruluk ytizdesi

Yogurt bilesiminde bulunan biyoaktif peptitlere ve bunlarin fizyolojik 6zelliklerinin
arastirildig1 ¢aligmalara literatiirde sik¢a rastlanmaktadir (Donkor ve ark., 2007; Plaisancie
ve ark., 2013; Jin ve ark., 2016; Sah ve ark., 2016). Bu ¢alismada yogurt 6rneklerinde
saptanan antihipertansif VLPVPQK peptiti Kunda ve ark., (2012)’nin yogurt ile yaptiklari
calismada da tespit edilmistir. Ote yandan VPP ve IPP gibi etkileri iyi tanimlanmis
antihipertansif ~ peptitler ve  kazeisin A (IKHQGLPQE) ve  israsidin
(RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF) gibi iyi bilinen antimikrobiyal peptitler yogurt

hidrolizatinda bulunamamustir.

4.3.3. Tarhana hidrolizatlar:

Cizelge 4.7°de sunulan kiitle spektrometresi verilerinin PEAKS Studio programi
kullanilarak degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglara gére geleneksel tarhana 6rneklerinde
34 farkl peptit zinciri, direkt fermente tarhana orneklerinde 50 farkli peptit zinciri agiga
cikmigtir. ScanProsite programinda gergeklestirilen protein-amino asit sekansi eslestirmeleri
75 peptit zinciri i¢in sonu¢ vermis, 9 peptit zinciri i¢in anlamli kaynak protein
bulunamamigstir. Kaynak proteinlerin UniProt KB veri seti erisim kodlar1 ¢izelge 4.7°de

verilmistir.

51



Cizelge 4.7. Kiitle spektrometresi verilerinin PEAKS Studio programinda
degerlendirilmesi

Ornek Kiitle (Da) -10IgP* Peptit Erisim Kodu
673,4163 24,06  IPAVFK P02754 (LACB_BOVIN)
673,4163 24,06 LPAVFK Q58DWO0 (RL4_BOVIN)
< 6453156 19,23 EAMAPK P02666 (CASB_BOVIN)
= 473,2962 18,39  GGC(-2.95)KL AG6QLB5 (A6QLB5_BOVIN)
= 6453156 17,22 KDCPAL AOA1D5U880 (AOA1D5U880 WHEAT)
ﬁ 671,2762 17,17 DSSC(-2.95)TY FIMFLO (FIMFLO_BOVIN)
El 829,4446 16,43  AVPYPQR P02666 (CASB_BOVIN)
= 512,3071 16,02 AAPVR AOAO077RWI5 (AOAO77RWI5 WHEAT)
5 673,4163 15,83  IAPVFK AKB**
8 673,4163 15,83  LAPVFK AKB
779,4905 1548  VLPVPQK P02666 (CASB_BOVIN)
932,5365 1523  LIVTQTMK P02754 (LACB_BOVIN)
932,5365 1523  IIVIQTMK P02755 (LACB_BUBBU)
932,5365 23,58  IIVTQTMK P02755 (LACB_BUBBU)
932,5365 23,58 LIVTQTMK P02754 (LACB_BOVIN)
673,4163 22,80 IPAVFK P02754 (LACB_BOVIN)
673,4163 22,80  LPAVFK Q58DWO0 (RL4_BOVIN)
645,3156 21,50  EAMAPK P02666 (CASB_BOVIN)
673,4163 19,35  APLVFK AOAO77RPE6 (AOAO77RPE6 WHEAT)
673,4163 1935  APIVFK AKB
747,3659 1821  EMMIPK AKB
747,3659 1821  EMMLPK Q29RT4 (CDCA2 BOVIN)
< 673,4163 17,36 APIVKF AOAOBSQNF2 (AOAOBSQNF2_LACLL)
s 673,4163 17,36 APLVKF AKB
-‘:‘: 829,4480 16,63 AVM(+15.99)LPGAR FIMKX7 (FIMKX7_BOVIN)
o 673,4163 16,52 LPGIKF AO0AOR2GUSO (AOAOR2GUSO0 _9LACO)
*E 673,4163 16,52 LPGLKF W5BHC7 (WSBHC7 WHEAT)
g 572,3533 16,38 LLSLGA P24627 (TRFL_BOVIN)
5 473,2962 1588  C(-2.95)GAVK AKB
= 779,4905 15,74  VLPVPQK P02666 (CASB_BOVIN)
= 572,3533 1565  IIVTQ AKB
'5 572,3533 15,65 LIVTQ AO0AOM4F160 (AOAOM4FI60_BOVIN)
572,3533 15,65 LLVTQ A7MBJ5 (CANDI_BOVIN)
572,3533 15,65  ILVTQ AKB
512,3071 15,64  APAVR AKB
655,3653 15,51 SC(-2.95)KPPQ G5E6Q3 (G5E6Q3_BOVIN)
677,3496 15,19 KPDRY Q88VP9 (PRMA_LACPL)
572,3533 1508  LLTVQ AOA077RWX9 (AOAO77RWX9 WHEAT)
572,3533 1508  LITVQ AOA096UUP1 (AOA096UUP1 WHEAT)
572,3533 15,08 ILTVQ QOVD51 (RNF13_BOVIN)
572,3533 15,08 NTVQ Q58D55 (BGAL_BOVIN)
747,3625 15,07 EMPFPK P02666 (CASB_BOVIN)

*-10 IgP: Hatal1 eslesme olasilig1 (%1 hatali eslesme ihtimali -101gP:20 degerine denktir)
** AKB: Anlaml kaynak bulunamadi
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Cizelge 4.7°de verilen peptit zincirleri BIOPEP programinda taranarak biyoaktivite
gosteren peptit zincirleri ve gosterdikleri aktivite ¢izelge 4.8’de gosterilmistir. Buna gore
IPAVFK ve VLPVPQK peptit zincirleri her iki tarhana orneginde de tespit edilmistir.
AVPYPQR peptit zinciri ise yalnizca geleneksel tarhana orneklerinde tespit edilirken
LIVTQ ve EMPFPK peptit zincirleri de yalnizca direkt fermente tarhana 6rneklerinde tespit
edilmistir. Buna gore her iki tarhana 6rneginin de antibakteriyal, antioksidant ve ACE

inhibitor aktivite gésteren en az bir peptit zinciri igerdigi anlasilmaktadir.

Cizelge 4.8. PEAKS Studio programi ¢iktilarinin BIOPEP veri setindeki tarama sonuglari
Peptit Teorik kiitle ~ Olgiilen kiitle

Aktivite Tarhana cesidi

sekansi (Da) (Da) ges

Antibakteriyel, DPP IV Geleneksel

IPAVFK inhibitér, ACE 673,4030 673,4163 . ’
e Direkt fermente

inhibitdr
AVPYPQR ACEYRIbIEE 8294310 829,4446 Geleneksel
antioksidatif

S Geleneksel,
VLPVPQK Antioksidant 779,4760 779,4905 Direkt fermente
LIVTQ ACE inhibit6r 572,3410 572,3533 Direkt fermente
EMPFPK ACE inhibitor 747,3484 747,3625 Direkt fermente

PEAKS Studio programinin de-novo peptit sekanslama o6zelligi kullanilarak
programa tanitilan protein veri setinde yer almayan peptit zincirlerinin de tanimlanmast

saglanmigtir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. PEAKS Studio programinin de-novo sekanslama

sonuglari
Ornek Peptit % ALC* Kiitle (Da)
LLAEK 89 572,3533
KLPQ 88 484,3009
LPAVKF 87 673,4163
LQPK 84 484,3009
LKPQ 83 484,3009
LR 82 287,1957
s MALPPK 79 655,3727
s VLPVKPQ 76 779,4905
= LLAKE 75 572,3533
= LLR 74 400,2798
e LKGPA 74 484,3009
< LAR 73 358,2328
= VLPVPC(-2.95)R 73 779,5018
= LLAEK 72 572,3533
0 ALR 72 358,2328
RL 71 287,1957
LAK 71 330,2267
LKPGA 71 484,3009
FR 70 321,1801
VR 70 273,1801
LLTVQ 70 572,3533
LLAEK 90 572,3533
LPAVKF 87 673,4163
ALPPK 85 524,3322
GVSK 85 339,2274
LQPK 84 484,3009
s LKPQ 83 484,3009
s VR 80 273,1801
= LAPPK 79 524,3322
= LR 78 287,1957
f;-»’ TVMAPQ 76 645,3156
o) LVVPPK 76 651,4319
E KLPQ 76 484,3009
= FR 76 321,1801
b’ MALPPK 75 655,3727
o LLR 75 400,2798
) LAR 75 358,2328
CVLPPK 74 655,3727
ALR 74 358,2328
LAK 73 330,2267
VLR 72 386,2641
HQ 70 283,1281

*% ALC: Sekanstaki amino asitlerin dogruluk ytizdesi

Cizelge 4.9°da verilen peptit zincirleri BIOPEP programinda taranmistir. Veri

setinde bulunan peptit zincirleri ve gosterdikleri aktivite ¢izelge 4.10’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. PEAKS Studio de-novo sekanslama sonuglarinin BIOPEP veri setindeki
tarama sonuglari

Peptit . Teorik kiitle  Olgiilen kiitle -
P Aktivite § Tarhana cesidi
sekansi (Da) (Da)
ACE inhibitor, DPP IV Geleneksel,
FR inhibitér 321,1690 3211801 Direkt fermente
ACE inhibitér, DPP IV Geleneksel,
VR inhibitdr 273,1690 273,1801 Direkt fermente
RL ACE inhibitdr, DPP IV 287,1850 287,1957 Geleneksel
inhibitdr
Renin inhibitér, ACE Geleneksel,
LR inhibitdr 287,1850 287,1957 Direkt fermente
LLR Antioksidant 400,2690 400,2798 Geleneksel,

Direkt fermente

LR, VR, FR ve LLR peptit zincirleri her iki tarhana 6rneginde de tespit edilmistir.
RL dipeptiti ise yalnizca geleneksel tarhana orneklerinde tespit edilmistir. Buna goére her iki
tarhana 6rnegi de Antioksidatif, renin inhibitdr, ACE inhibitér ve DPP IV inhibitor aktivite

gosteren peptit zincirleri igermektedir.

Kiitle spektrometresi sonug¢larinin PEAKS Studio programinda yorumlanmasi ile
elde edilen peptitler, BIOPEP programindan elde edilen in-silico sindirim modelinden elde
edilen peptitlerle kiyaslandiginda ACE inhibitér ve DPP IV inhibitor aktivite gosteren VR
dipeptiti disinda ortak bir sonu¢ bulunamamistir. In silico analiz modelinde 6ngoriilen
dipeptitlerin deneysel calismada tespit edilememesinin sebeplerinden birisi yeterli hidroliz
derecesine erisilememesi olabilir. Bir diger nedenin ise gidalarin kompleks kimyasal yapisi
oldugu soylenebilir. Nitekim in silico analiz i¢in programa yalnizca protein tiirleri tanitilarak
teorik bir sonu¢ alinmaktadir. Bununla beraber tarhana 6rnekleri i¢in in silico hidroliz modeli
ve deneysel hidroliz calismasi neticesinde agiga ¢ikan peptitlerin fizyolojik aktiviteleri

cizelge 4.11°de kiyaslanmistir.
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Cizelge 4.11. Tarhana proteinlerinin in silico ve deneysel hidroliz sonuglarinin
kiyaslanmasi

Fizyolojik aktivite In silico hidroliz Deneysel hidroliz
v by ke Dkt

Antioksidatif etki + + + +
Antibakteriyal etki + + + +
Renin inhibitor + + + +
ACE inhibitor aktivite + + + +
DPP IV inhibitér aktivitesi + + + +
Antitrombotik etki + + - -
Glukoz alimini uyarici + + - -
Antiamnestik + + - -
CampDE inhibit6r + + - -
Vazoaktif madde salimini i N ] )
uyarici

Mide mukoz membran + N ) )

aktivitesi diizenleyici

BIOPEP veri setinde kayitli olmayan peptitlerden EAMAPK, Pepe ve ark.,
(2016)’nin calismasinda antioksidatif peptit olarak gegmektedir. Veri setinde yer almayan
bir diger peptit zinciri [IVTQTMK Chobert ve ark., (2005)’nin ¢alismasinda ACE inhibitor
peptit olarak tanimlanmistir. Bunlarin yaninda veri setlerinde ve literatiirde yer almayan
LPAVFK, LPGLKF, LLSLGA, LVVPPK peptit zincrileri amino asit igerikleri yontinden
incelenmeye deger goriilmiistiir. Dziuba ve Dziuba (2014)’nin belirttigine gore prolin, 16sin,
valin, glutamik asit ve trionin amino asitleri istatistiksel olarak tanimlanmis antimikrobiyal
peptit zincirleri i¢inde baskin sekilde bulunmaktadir. Bu anlamda yukarida verilen dort

peptit zincirinin antimikrobiyal aktivite tagimaya aday peptit zincirleri oldugu soylenebilir.

Conway ve ark., (2013)’nin hazirladiklar1 antioksidatif etki puan tablosuna gore
bizim g¢alismamizda tespit edilen IAPVFK, LAPVFK, APIVKF ve VLPVKPQ peptit
zincirlerinin antioksidant aktivite tasimaya aday peptitler oldugu sdylenebilir. S6z konusu
peptitlerin antioksidatif etki puanlar1 sirastyla 7, 6,5, 7 ve 7 olarak hesaplanmistir. Bu
calismada tespit edilen antioksidant peptit zinciri VLPVPQK i¢in ise bu deger 7,5 puan

olarak bulunmustur.
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Tarhana o6rnekleri, yogurt ve dévmede ortak tanimlanan peptitler sekil 4.9’da
sunulmustur. EMMAPK, LAEK, TVMAPQ peptitlerinin yogurt ve tarhana, LVVPPK
peptitinin dovme ve tarhanada ortak bulundugu saptanmistir. Ote yandan her ii¢ 6rnekte ve

yogurt ile dovme arasinda ortak bulunan peptit zincirlerine rastlanmamaistir.

Tarhana hidrolizatlari

Yogurt Dovme
hidrolizati hidrolizati

Sekil 4.9. Tarhana, yogurt ve dovme hidrolizatlarinda ortak bulunan peptitler

Tarhana hidrolizatlar1 ile kiyaslandiginda yogurt ve dovme hidrolizatlarinda tespit
edilen peptit sayist daha azdir. Direkt fermente tarhana Orneginin hidrolizatinda 50,
geleneksel tarhana hidrolizatinda 34, yogurt hidrolizatinda 19 ve dévme hidrolizatinda 23
farkl1 peptit zinciri tespit edilmistir. Saptanan peptitler agisindan tarhana 6rneklerinin daha
zengin bir kaynak olusturmasi laktik asit bakterileri ve mayalarin tarhana fermantasyonu
esnasindaki hiicre dis1 proteolitik enzim aktivitesi ile agiklanabilir (Pritchard ve Coolbear,
1993). Yogurt kaynakli mikroorganizmalar bugdaydan gelen kisa zincirli sekerlere erisim
saglayarak gelisebilmektedir. Bugday tanesi karbonhidratlarinin ¢ok biiyiik boliimii (% 65-
75) nisasta yapisinda olsa da monosakkarit (glukoz, fruktoz) ve disakkaritler (sukroz,
maltoz) % 1 oraninda, oligosakkaritler (rafinoz, frukto oligosakkarit) % 1 oraninda, fruktan
% 1-2 oraninda bugday tanesi karbonhidratlar1 i¢inde yer almaktadir (Lafiandra ve ark.,
2014). Hiicre metabolizmasina katilmasi kolay olan bu sekerlerin hiicrelerin gelismesini
tesvik ederek proteolitik parcalanmaya katki sagladig1 boylece tarhana yapisinda yogurt ve

dovmeye kiyasla daha fazla peptit agiga ¢ikabildigi soylenebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada tarhana fermantasyonu ve enzim hidrolizi neticesinde serbest kalan
peptit zincirleri i¢inde fizyolojik aktivite gosterdigi deneysel olarak tespit edilmis 8 ACE
inhibitor peptit, 3 antioksidant peptit, 1 antibakteriyal peptit, 4 DPP IV inhibitor peptit, 1
renin inhibitor peptit zinciri tespit edilmistir. Kiitle spektrometresi ile tanimlanan peptitler
BIOPEP programinin in silico sindirim modelinde 6ngordiigii peptitlerle ¢ok biiyiik oranda
eslesmemistir. BIOPEP programinda 6ngériilen ve agirlikli olarak dipeptitlerin olusturdugu
(153 dipeptit, 14 tripeptit) biyoaktif peptit zincirlerinden yalnizca bir tanesi (VR) yaptigimiz
deneysel calismada tespit edilmistir. Benzer sekilde ACE inhibitor aktiviteye sahip PL

dipeptitine ise % ALC skoru 70’in altinda kaldig1 i¢in sonuglarda yer verilmemistir.

Geleneksel ve direkt fermente tarhana hidrolizatlarinda tespit edilen peptit zincirleri
hem sayisal anlamda hem de tespit edilen peptitler agisindan farklilik gosterse de her iki
teknikle iiretilen tarhanalarin ayni fizyolojik etkilere sahip peptit zincirleri igerdigi tespit
edilmistir. Sonug olarak her iki teknikle iiretilen tarhana 6rneklerinde de ACE inhibit6r, DPP
IV inhibitdr, renin inhibitor, antioksidant, antibakteriyal aktivite gosteren peptit zincirleri

bulunmaktadir.

Yogurt hidrolizatinda saptanan peptitlerden olan VLPVPQK ve EAMAPK peptit
zincirlerinin literatiirde antioksidatif aktivitesi tanimlanmistir. Dévme hidrolizatinda

saptanan peptitlerle ilgili literatiir bilgisine ulagilamamistir.

Yogurt ve bugdayda saptanan peptitlerin biiyiik kismi tarhana orneklerinde
bulunamamuistir. Bu nedenle tarhana fermantasyonunun 3 kDa altindaki peptitlerin serbest
kalmasi agisindan 6nemli bir basamak oldugu soylenebilir. Orneklerde saptanan peptitler
fizyolojik aktiviteleri agisindan degerlendirildiginde de tarhana Orneklerinde daha fazla

sayida fizyolojik aktivite gosteren peptit bulunmaktadir.

Tarhana proteinlerinin in silico sindirim modelinde ortaya ¢ikan iki veya li¢ amino
asitten olusan peptitler deneysel calismada saptanamamistir. Bu durum yeterli hidroliz
derecesine erisilememesi veya ortamdaki mikroorganizmalarin kisa peptit zincirlerini
metabolik faaliyetlerine dahil etmelerinden kaynaklanabilir. Bu nedenle tarhana
proteinlerinin 6ncelikle tamamen izole edilmesi ve yeterince saflastirilmasi deneysel

calismalar i¢in daha faydali olacaktir. Buna ek olarak yogurt benzeri {iiriinler i¢cin pH 4,5
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dolaylarinda kisa peptit zincirlerinin mikrobiyal hidrolizden daha az etkilendikleri, biyoaktif

peptitlerle zenginlestirme yapilacaksa bu sartlar altinda yapilabilecegi diistiniilmektedir.

Tarhana bilesiminde yogurdun yapisindan gelen mikroorganizmalar ve bugdayin
yapisindan gelen galakto-frukto oligosakkaritler ve diyet lifleri birlikte bulunur. Bu anlamda
tarhana probiyotik-prebiyotik (sinbiyotik) konseptine kendiliginden dahil olan gidalardan
birisidir. Buna ek olarak geleneksel Maras tarhanasi tiretim tekniginde diger bazi yorelerde
yapildigi sekilde yogurt kaynatilmamaktadir. Boylece yogurdun yapisindan tarhanaya gecen
faydali mikroorganizmalarin sayis1 daha fazla olmaktadir. Bu durum Maras tarhanasinin
fonksiyonel {iiriin kimligine onemli katki saglamaktadir. Bununla beraber proteolitik
aktivitesi yliksek oldugu bilinen Lactobacillus helveticus gibi laktobasiller tarhana
fermantasyonuna dahil edilirse iki veya ti¢ amino asitli farkli biyoaktif peptit zincirlerinin
aciga ¢ikmasina katki saglayabilir. Boyle bir ¢alisma tarhananin fonksiyonel 6zelligini
arttirabilir. Nitekim iki—li¢ amino asitten olusan kisa zincirli peptitlerin fizyolojik agidan

daha aktif oldugu bilinmektedir.

Bu caligmada tarhana orneklerinin kiitle spektrometresi analizinde saptanan
peptitlerin biyoaktif peptit veri setinde yer alip almadigi arastirilmistir. Daha sonraki
calismalarda veri setinde bulundugu saptanan peptitlerin izolasyonunun gerceklestirilmesi
ve bu peptitlerin aktivitelerinin in-vivo sartlarda 6l¢iilmesi amag¢lanmaktadir. Bu amagla
sonraki ¢alismalardaki analizlerin HPLC kromatogramlarindan segilen piklerin tizerinden

yiiriitiilmesi daha faydali gériinmektedir.

Gilintimiizde tiiketicilerin talepleri dogrultusunda dogal gida katki maddelerinin
kullanim olanaklar1 tizerinde onemli arastirmalar yiritiilmektedir. Gida katki maddesi
olarak kullanilabilen nisin peptiti gibi 6zellikle antibakteriyal ve antioksidant peptitlerin
gidalarin  korunmasinda ve insan sagligin1 destekleyici {iriinlerin gelistirilmesinde
kullanimlarinin saglanmasi tiiketicilerin dogal-saglikli gida talebine cevap vermeye yonelik
faydali bir calisma olacaktir. Bu anlamda ¢alismamizda saptanan ancak biyoaktif veri
setinde yer almayan peptitlerin izole edilerek aktivitelerinin incelenmesi sonucunda
koruyucu ve saglig1 destekleyici 6zellikler tasiyan peptitler saptanabilir, bunlarin gida ve

saglik sektoriinde kullanim olanaklar1 incelenebilir.
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