N4

TUBITAK

Klorotoksin Peptit Yapisina Dayali Matriks
Metalloproteinaz-2 Inhibitorlerinin Geligtirilmesi

Program Kodu: 1001

Proje No: 2147083

Proje YUrutucusu:
Y.Dog. Dr. Salih Ozgubukgu

Arastirmaci(lar):
Dog. Dr. Can Ozen

Bursiyer(ler):
Seckin Kesici
Aliye Ezgi Glleg
Tugce Yilmaz
Selin Gerekgi
Muzaffer Gokce

ARALIK 2017
ANKARA



N4

TUBITAK

ONSOz

2147083 nolu kod ile TUBITAK tarafindan desteklenmis olan bu projede 36 amino
asitten olusan ve bir akrep venom peptiti olan klorotoksinin kati hal peptit sentez
yontemi ile sentezi ve ardindan katlanmasi gercgeklestiriimistir. Kontrol peptiti
olarak kullanilan bu dogal peptitin belli baglh amino asitleri (Lys-15, Lys-23 ve Lys-
27), 6n galisma olarak yapilan “docking” hesaplamalari ile belirlenmis ve kimyasal
olarak modifiye edilmistir. Bu modifiye peptit tirevlerinin MMP-2 enziminin
aktivitesini dogal klorotoksinden daha iyi bir sekilde azaltmasi hedeflenmesine
ragmen, tam tersi bir etki gostererek MMP-2 enziminin aktivitesini bazi pozisyonlar
igin arttirdigi, bazilarinin igin ise degistirmedigi bulunmustur. Bu durum, yapilan
modifikasyonlarin klorotoksinin G¢ boyutlu katlanmasindaki kiguk degisiklikler
nedeni ile klorotoksin-MMP-2 etklilesimini olduk¢a fazla bir sekilde etkileyip,
baglanma bdlgesinde degisiklik yaparak gergeklestigi disunulmektedir.
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OZET

Matriks Metalloproteinazlar (MMPIler) ekstraselller matriksin yapilandiriimasinda
goérev alan bir metalloproteaz enzim grubudur. MMP ailesinin jelatinaz sinifi bir
Uyesi olan Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) pankreas, cilt, prostat, mesane,
gogus, kolon, akciger ve yumurtalik kanserlerinde 6nemli artis ve aktivite
gostermesi nedeniyle kanser ve otoimmin bazi hastaliklarin tedavisine yonelik
o6nemli bir ilag hedefidir.

Gunumuze kadar gergeklestirilien MMP-2 inhibitoru kesif ve gelistirme calismalar
secicilik (spesifisite) problemi nedeniyle 6zellikle diger enzim inhibitori ilag
gelistirme calismalariyla kiyaslandiginda basarili olamamistir. Bu calismalar temel
olarak enzimin aktif bolgesinde yer alan ¢inko metaline koordine olan kuguk
organik molekillerin sentezine veya sentetik peptit molekillerine dayanmaktadir.
Organik molekul inhibitérleri kigik molekuller olmalari nedeniyle yapisal benzerlik
gosteren MMP enzimlerini ayrim yapmadan inhibe ederek disik segicilik
goOstermektedirler. Ancak sentetik peptitler ise daha spesifik olmalarina karsin
kiguk organik molekiller kadar etkin inhibisyon sergilememektedirler.

Bu projenin amaci, kanser gibi temel hastaliklarin terapisinde énemli bir molekiler
hedef olan MMP-2 enzimine spesifik, klorotoksin peptit yapisina dayali, yiksek
etkinlikte ve segicilikte 6zgun bir inhibitér gelistirmektir.

Geligtiriimeye calisilan inhibitdr, 36 amino asitten olusan (4 kDa) ve akrep
zehrinden izole edilmis segici bir MMP-2 inhibitéri olan klorotoksin (CLTX)
peptidinin yapisina dayanmaktadir. Proje stratejisi, 6n calismalarimiz sonucu
CLTX yapisinda belirledigimiz dort kritik pozisyonda (H10, K15, K23 ve K27) farkh
karbon zinciri eklemeleriyle toplam 20 adet tiyol ve azido alanin modifikasyonu
gerceklestirerek MMP-2 yapisindaki ¢inko elementine koordinasyon saglama
prensibine dayanmaktadir.

Proje suresinde lizin modifikasyonlarda sentezlerdeki sikintilardan dolayi strateji
degistirmeye gidilmesi gerekmistir. Bu nedenle her bir lizinden 3 farkl
modifikasyon sentezlenmis ancak bunlardan da ikiser tanesinin katlanmasi basari
ile gerceklesmistir. Histidin modifikasyonu model peptitte basarili olunmasina
ragmen esas  peptitte click tepkimesinin basarisizhgi nedeniyle
gerceklesememistir. Elde edilen CLTX tlrevlerinin MMP-2 aktiviteleri élglilmus

ancak beklenen aksine inhibe etmek yerine aktive ettigi gérulmustur.

Anahtar Kelimeler: kanser, matriks metalloproteinaz, klorotoksin, peptit inhibitor,

rasyonel ilag¢ tasarimi, yapisal biyoloji, protein-protein etkilesimleri
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ABSTRACT

Matrix metalloproteases (MMPs) are an enzyme class that functions in the
remodeling of extracellular matrix. Matrix metalloprotease-2 (MMP-2) is a member
of gelatinase class of MMP family and it is an important drug target that is used in
the treatment of cancer and autoimmune diseases since it has high activity in the
cancer of skin, prostate, bladder, breast, lung, and ovary.

Compared to inhibitor design efforts for other enzymes, MMP inhibitor discovery
and development studies are considered to be not successful due to the specificity
problem. Previous studies are generally based on the zinc metal coordination
chemistry of small organic molecules or synthetic peptide molecules. Organic
molecules are not selective and inhibit various structurally similar members of
MMP family since they can enter the active site and coordinate to zinc easily.
Synthetic peptides, on the other hand, are more target-specific but lack the
inhibition potency of organic molecules.

Objective of this project was to develop a novel, chlorotoxin (CTLX) peptide
structure-based, selective and highly potent inhibitor that targets MMP-2 which is
an important molecular component in cancer therapy.

Inhibitor design is based on the peptide CLTX which is a selective MMP-2 inhibitor
with 36 amino acids (4 kDa) originally isolated from the scorpion venom. According
to our preliminary work, the strategy for inhibitor design in this project is based on
the coordination of four critical positions (H10, K15, K23 ve K27) on CLTX to zinc
ion in MMP-2 active site via 20 thiol and azido alanine modifications with different
carbon chain lengths. Based on the different positions of the targeted amino acids
which includes protein interaction loop regions, at least one of them is expected to
be near the active site for zinc coordination.

Due to synthetic problems in the modififactions of lisine residues, an alternative
modification is developed and three different modified CLTX were synthesized for
each lysine residue and two out of three of these derivatives were successfully
folded. Histidine modification could not be achieved since the click reaction was
failed in the CLTX although it was succesfull in the model peptides. Activities of the
folded peptides were tested and surprisingly an increase in the MMP-2 activity was

observed instead of decrease.

Keywords: cancer, matrix metalloproteinase, chlorotoxin, peptide inhibitor, rational

drug design, structural biology, protein-protein interactions
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Matriks Metalloproteinazlar (MMPler), yapilarinda ¢inko kofaktéri bulunduran ve
ekstraselller matriksin pargalanmasi ve yeniden olusumunda gérev alarak doku
gelisimi ve bicimlenmesinde énemli roll olan bir proteaz enzim grubudur. Saglikli
bir bireyde siki kontrol altinda olan MMP aktivitesinin kontrolden ¢ikmasi artrit ve
kanser gibi hastaliklarin olusumuna veya ilerlemesine yol agmaktadir. MMP’lerin
ozellikle timor olusumu, doku invazyonu, anjiyogenez ve timor metastazlarindaki
roli gok detayli bir sekilde calisiimistir.

72 kDa’'lik bir protein olan Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2), jelatinaz sinifi bir
MMP’dir ve pankreas, cilt, prostat, mesane, gogus, kolon, akciger ve yumurtalik
kanserlerinde dnemli miktarlarda aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Literatiirde MMP
aktivitesini kontrol altina almak amaciyla MMP inhibitérlerinin (MMPI) gelistiriimesi
Uzerine O6nemli sayida calisma bulunmaktadir. Bugline kadar kesfedilen ve
geligtirilen inhibitérlerin ortak problemi, segicilik (spesifisite) olarak 6n plana
cikmigtir. MMP protein ailesi yapisal agidan benzerlik gésteren birgok enzimden
olustugundan sadece hastalik durumuyla ilgili, hedeflenmis MMP’nin inhibisyonu
blylk énem tagimaktadir. Ozellikle kiigiik organik molekiillerde ortaya ¢ikan bu
secicilik problemi bircok MMPI'nin klinik asamalarda basarisiz olmasina yol
acmistir.

Bu projede, otoimmiin ve kanser gibi hastaliklarin terapisinde énemli bir molekiler
hedef olan MMP-2 enzimine spesifik, klorotoksin peptit yapisina dayali, yiksek

etkinlikte ve segicilikte 6zgun bir inhibitor gelistirmek hedeflenmistir.

- Klorotoksin

%. Lys
HN___NH

MMP2

Sekil 1.1. Klorotoksin peptit yapisinda kimyasal modifikasyonu yapilacak amino

asitler ve tiyol modifikasyonu ile ¢inko koordinasyon stratejisi.



N4

TUBITAK

Sahip oldugu inhibitér sistein digimi yapisal motifi sayesinde yiksek stablitiye
sahip klorotoksin (CLTX), 36 amino asitten olusan ve segici olarak MMP-2'yi
hedefleyen ve inhibe eden akrep zehiri kdkenli bir peptittir. Projedeki stratejimiz,
CLTX yapisinda belirlenen dort pozisyonda (H10, K15, K23 ve K27) tiyol ve azido
alanin modifikasyonlari gergeklestirerek MMP-2 yapisinda yer alan ¢inko
elementine koordinasyon saglamaktir (Sekil 1.1). Hedeflenen rezidilerin
peptitlerin molekiler etkilesimlerinde rol aldigi bilinen ilmik (loop) de dahil olmak
Uzere farkh kisimlarinda yer almasi, iglerinden en azindan birinin enzimin aktif
bdlgesine yakin olma ve ¢inko koordinasyonu kurma ihtimalini gliclendirmektedir.
Bu metal koordinasyonu yoluyla CLTX’in MMP-2 Gizerindeki inhibisyon etkisinin (K;)

artirlmasi1 amaclanmigtir.
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1. LITERATUR OZETi

Matriks metalloproteinazlar (MMPler), ¢inko bagimli proteinaz enzimlerinin bir
grubunu olusturmaktadir. Ekstraselller matriksin (ESM) parcalanmasi ve yeniden
olusumunda goérev yaparak doku gelisimi ve bicimlenmesini saglarlar. Bu sekilde,
embriyonik gelisim, Greme, doku ve kemik olusumu, organogenez gibi pek ¢ok
fizyolojik suregte rol almaktadirlar (Barrett vd. 2004; Egeblad vd. 2002; Kobayashi
vd. 1999; Zask vd.1996).

Ancak MMPIler, artrit ve kanser gibi hastaliklarda kontrolden ¢ikarak inflamasyon
ve kanser hicrelerinin invazyonu gibi patolojik durumlarda dokularin yeniden
olusumunda gérev yapmakta ve timor olusumu, doku invazyonu, anjiyogenez ve
timor metastazlarina yol agmaktadirlar (Barrett, 2004; Egeblad, 2002; Zask, 1996;
Nelson, 2000). MMPlerin, bazal membranlar ve ESM'yi parcalamalari nedeniyle
kanser hucrelerinin invazyonu, metastazi ve kanser gelisiminde etkili olduklar
bilinmekte ve MMP ekspresyonunun artisi, metastaz belirtisi olarak gorilmektedir
(Kobayashi vd. 1999; Bafetti vd. 1998; Matrisian vd.1986; Vu vd.1998). Ancak
MMPlerin proteolitik aktivitesi, ayni zamanda ESM icgerisinde bulunan Ureme
faktorleri, sitokinler ve kemokinlerin de serbest kalmasina yol agmaktadir. Ayrica
MMPler cesitli hiicre ylzey proteinlerini de ayristirabilmektedirler. Bodylece
MMPIer, hiicre gelisimi, sagkalimi, invazyonu, inflamasyon ve anjiyogenezi kontrol
eden sinyal yolaklarini da dizenlemektedirler (McQuibban vd. 2000; Opdenakker
vd. 2001; Schonbeck vd. 1998; Van den Steen vd. 2000; Roy vd. 2009; Hatfield
vd. 2010; Kessenbrock vd. 2010; Klein vd., 2011; Cauwe vd. 2007; Rodriguez vd.
2010; Van den Steen vd. 2000, 2003; McQuibban 2000, 2002). MMPlerin ESM’leri
parcalayabilme 6zelligi, inflamatuar tepki sirasinda I6kositlerin bazal membran gibi
doku bariyerlerini asmalarina da hizmet etmekte, bu sekilde MMPler inflamatuar
hicreler icin efektdér molekuller olarak da gérev yapmaktadir (Pruijt 1999; Kollet
2006; Parks 2004). MMPler akut ve kronik inflamatuar ve iskemik sureclerin
baslamasi ve gelisiminde énem tasimakta olup, akut ve kronik inflamasyonda,
otoimmun hastaliklarda, vaskiler hastaliklarda ve inflamasyon sonrasi rejeneratif
dénemde tetikleyici ve ayarlayici fonksiyonlara sahiptir. Boylece MMPler
inflamatuar tepkiler iceren endotoksin sok, miyokard enfarktus, felg, multipl skleroz,
romatoid artrit, damar tikanikligi ve otoimmun hastaliklar gibi rahatsizliklara etki
edebilmektedir (Folgueras vd. 2004; Hirose vd. 1992; Opdenakker vd. 2003;
Jialiang vd. 2007). Tablo 2.1°de gesitli MMPlerin hangi rahatsizliklarda etkili oldugu

gosterilmektedir.
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2.1. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi, Siniflandiriimasi ve Cesitleri

MMPlerin yapilari, yiksek ¢ozinurlikli X-ray kristallografi ve nikleer manyetik
rezonans yontemleri ile calisiimistir. MMPlerin primer yapilari farkh olmasina
ragmen bu enzimler benzer ana yapilara ve domain dlizenlemelerine sahiptirler
(Sekil 2.1). MMPler ¢cok domainli olup, katalitik bolgelerinde 3 histidin rezidisu
tarafindan koordine edilen bir Zn?* iyonu bulundurmaktadirlar (Babine vd.,1997;
Maskos 2005). Tum MMPlerin katalitik bélgelerinde, korunan genel bir sekans
motifi, His-Glu-X-Gly-His-X-X-Gly-X-X-His, bulunmaktadir (Bode vd. 1999).
MMPlerin domain organizasyonu asadidaki unsurlardan olusmaktadir
(Kessenbrock vd. 2010; Klein vd. 2011; Sbardella vd. 2012):
e Pro-enzim sekresyonunda gorev yapan hidrofobik pre-peptit
e N terminalinden katalitik domaine kadar uzanan, 80 rezididen olusan
otoinhibitér pro-domain
e Yiiksek korunumlu Zn?* iyonu baglanma bélgesini iceren katalitik domain
o Esnek bir mentese (hinge) bdlgesiyle katalitik domaine baglanan ve
substratlarin taninmasi ve konumlanmasinda gérev yapan hemopeksin
benzeri C terminali domaini
MMPIler hicreler tarafindan latent pro-formda salgilanirlar. Bu formda amino
terminalinde yer alan pro-domainde bulunan bir sistein siilfidril grubu, Zn?* iyonu
ile koordine halde olup aktif siteyi bloke etmektedir. Pro-peptidin proteolizis ile aktif
bdlgeden uzaklastiriimasiyla enzim aktive olur. Sistein anahtari (switch) olarak
adlandirilan bu aktivasyon islemi, tim MMPlerde gorilen karakteristik bir 6zelliktir
(Skiles vd. 2001; Van Wart vd.1990; Kleifeld 2000).

Signal Hi Reai
Collagenases Sequence N Tns- nge Heglon Tail
(MMP-1, -8, -13) Propeptide —_— A
Stromelysins N . 1 Catalytic Domain o
(MMP-3, -10) Cysteine H bt i
: emopexin
Switch Domain
Gelatinases N — L c
(MM-2, -9) . _—
Fibronectin
Repeat

Sekil 2.1. Ustte (a) MMPlerin genel modiler yapisi, altta (b) ise jelatinazlarin

modiuiler yapisi gosterilmektedir (Benjamin vd. 2012).
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Tablo 2.1. Cesitli hastaliklarda etkili olan MMP tirleri (Sbardella vd. 2012).

System

Disease

MMP

Cardiovascular

Aortic aneurysm
Atherosclerosis

Myocardial infarction
Left ventricular hypertrophy
Stroke

Nervous

Alzheimer

Blood-brain barrier (BBB) disruption

MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14
MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-9 MMP-10 MMP-11 MMP-12 MMP-13
MMP-14

MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-9 MMP-13 MMP-14

MMP-1 MMP-7 MMP-13 MMP-14

MMP-2 MMP-3 MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14

MMP-1 MMP-2 MMP-9 MMP-24
MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-14

Brain injury MMP-7 MMP-13
Encephalomyelitis MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-25
HIV-dementia MMP-7
Intracerebral hemorrhage (ICH) MMP-12
Meningitis MMP-8 MMP-12
Multiple sderosis MMP-2 MMP-7 MMP-9 MMP-12 MMP-19 MMP-25
Parkinson MMP-3
Spinal chord injury MMP-12
Vascular dementia MMP-1
Joint and muscular
Dupuytren MMP-7
Inflammatory myopathies MMP-7
Medial cllateral ligament (MCL) injury MMP-12
Osteoarthritis (OA) MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-8 MMP-9 MMP-13 MMP-14 MMP-16
MMP-17
Polymyositis MMP-9
Rheumatoid arthritis (RA) MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14 MMP-19
Respiratory
Acute respiratory distress syndrome (ARDS) MMP-3
Asthma MMP-1 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-25
Emphysema/chronic obstructive pulmonary MMP-1 MMP-8 MMP-9 MMP-12 MMP-14 MMP-25
(cop)
Idiopatic pulmonary fibrosis (IPF) MMP-1 MMP-7 MMP-12
Lung fibrosis MMP-1 MMP-7 MMP-8 MMP-12
Digestive

Liver fibrosis
Liver drrhaosis

MMP-1 MMP-8 MMP-12 MMP-13 MMP-15
MMP-8 MMP-9

MMP
Infectious diseases
Helicobacter pylori MMP-1
Mycobacterium tuberculosis MMP-1 MMP-7
Schistosoma mansoni MMP-12
Autoimmune diseases
Autoimmune inner ear MMP-9
Bullosus pemphigoid MMP-9
C-protein induced myocarditis MMP-9
Lupus erythematosus MMP-2 MMP-9
Sjogren Syndrome MMP-9
Other diseases
Diabetic nephropathy MMP-24

Endometriosis
Periodontal inflammation

Wound healing

MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-13 MMP-24
MMP-2 MMP-8 MMP-9 MMP-13 MMP-25

MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-9 MMP-10 MMP-11 MMP-13 MMP-14
MMP-28

Simdiye kadar en az 24 cesit MMP bulunmus olup (Tablo 2.2), bu enzimler,
yapisal farkli
siniflandiriimaktadirlar (Gioia vd. 2002; Hirose vd. 1993; Murphy vd. 1992;
Steffensen vd. 1995; Nagase vd. 1999; Marchenko vd. 2001; Wilson vd. 1996;
Sabeh vd. 2009):
o Kolajenazlar: Hemopeksin benzeri domain yoluyla substrati taniyarak
tercihen fibriler kollajeni kesen MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 gibi enzimler.

substrat spesifitesi ve organizasyona gbére 5 grupta
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Jelatinazlar: ESM’nin yapisindaki ¢esitli kollajenleri pargalayabilen MMP-2
ve MMP-9 gibi enzimler. Katalitik domainlerinde bulunan kollajen baglanma
domaini, jelatinazlarin karakteristik 6zelliklerinden biridir. Kollajen
baglanma domaininde bulunan 3 fibronektin Il benzeri tekrar, fibriler
kollajen | i¢in bir baglanma bdélgesi olarak davranmaktadir.

Stromelisinler: Kollajen 1V’G hidrolize edebilen ancak fibriler kollajeni
kesemeyen MMP-3, MMP-10 ve MMP-11 gibi enzimler.

Matrilisinler: Hemopeksin benzeri domaini olmayan, kollajen IV'U
parcalayabilen ancak kollajen I'i kesemeyen MMP-7 ve MMP-26 gibi
enzimler.

Membran tip | MMPIleri (MT-MMPler): C terminalinde, sitoplazmik bir kuyruk
ile tamamlanan fazladan bir domain tasiyan MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17, MMP-24 ve MMP-25 gibi enzimler.

Tablo 2.2. MMPlerin domain yapisi ve klasifikasyonu (Sbardella vd. 2012).

2.2,

MMP group MMP subgroup MMP Alternative name
Simple hemopexin containing MMPs
Collagenases MMP-1 Interstitial collagenase
MMP-8 Neutrophil collagenase
MMP-13 Collagenase-3
Stromelysines MMP-3 Stromelysin-1 (transin-1)
MMP-10 Stromelysin-2
Other MMPs MMP-12 Macrophage metalloelastase
MMP-19 RASI1
MMP-20 Enamelysin
MMP-27 None
Gelatin-binding MMPs
Gelatinases MMP-2 Gelatinase-A
MMP-9 Gelatinase-B
Furin-activated secreted MMPs
MMP-11 Stromelysin-3
MMP-28 Epilysin
Vitronectin-like insert MMPs
MMP-21 None
Minimal domain MMPs
Matrylisins MMP-7 Matrilysin-1 (Pump-1)
MMP-26 Matrilysin-2 (endometase)
Type transmembrane MMPs
MTs-MMPs MT1-MMP MMP-14
MI2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MI5-MMP MMP-24
GPI-linked MMPs
MTs-MMPs MT4-MMP MMP-17
MTE-MMP MMP-25 (leucolysin)
Type [I-transmembrane MMPs
MTs-MMP’s MMP-23A Femalysin
MMP-238 None

Matriks Metalloproteinaz-2

Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ile

birlikte MMPIerin jelatinaz sinifini olusturmaktadir. Jelatinazlar, denature kollajen

olan jelatine kargi afinitelerine gére tanimlanmakta olup, yapilarinda bulunan

6



N4

TUBITAK

kollajen baglanma domaini (KBD) ile diger MMPlerden ayrilmaktadirlar. Ug
fibronektin tip 1l tekrarindan olusan KBD, katalitik domainde bulunan bir digimde
yer alarak domainin hemen yaninda ayri bir katlanan domain olusturur. Fibronektin
tip 1l domaini, yuksek oranda aromatik rezidi iceren ve asidik yan zincirleri
olmayan sentetik peptitleri tercih eden MMP-2’ye Ozel bir yapidir. Jelatinaz A
olarak da adlandirilan MMP-2, pro-enzim olarak 72 kDa, aktif enzim olarak ise 62
kDa’dur (Bjorklund vd. 2005; Rao 2005; Briknarova vd. 1999; Trexler vd. 2003).

MMP-2’nin domain yapilanmasi (Sekil 2.1b), diger MMPIlerle paylastigi bir pro-
peptit, yiksek korunumlu bir N terminali katalitik domain, C terminalinde bulunan
hemopeksin benzeri bir domain ve jelatinazlara 6zel KBD’'den olusmaktadir.
(Nagase vd. 1999)

Jelatinazlar, KBD araciliiyla substratlari tanimakta ve kollajen6z substrat, elastin,
yag asitleri ve trombospondinlere baglanmaktadirlar. Bu nedenle, katalitik
domainin yaninda bulunan kesme bdlgesine dogru konumlandirilabilmesinin,
KBD’nin substratlardaki spesifik baglanma bdlgelerini tanimasi sayesinde oldugu
disunulmektedir (Gioia vd. 2007; Monaco vd. 2006 Patterson vd. 2001; Murphy
vd. 1994; Xu vd. 2007). Hemopeksin benzeri domain, MMP-2'de, diger MMPlerin
tersine substratin taninmasinda ¢ok kuglk bir role sahip olup esas godrevi,
substratlarin kismi ¢ézilmesini saglayarak engellenen kesme bolgelerine erisimi
saglamaktir (Monaco vd. 2006; Bode vd. 1995; Gioia vd. 2009).

MMP-2, cogunlukla fibroblastlar, endotel ve epitel hiicreleri olmak lizere tim insan
dokularinda konstitlif olarak eksprese edilmekte olup MMP-2 aktivitesi,
homeostatik fonksiyonlarla baglantili bulunmustur (Van den Steen vd. 2002).
Sitokinler, Ureme faktorleri, reseptdrler ve baglanma faktorleri gibi substratlar
Uzerinde etkili olmasi nedeniyle MMP-2 enzim aktivitesi, pek ¢ok fizyopatolojik
slregle ve neoplastik, kardiyovaskiiler ve otoimmin hastaliklarla ilintilidir
(Sbardella vd. 2012). MMP-2, kollajen ve elastin gibi ESM komponentlerini
parcalamakta ve bdylece tumér hicre gelisimi, anjiyogenez ve metastaz gibi
siureglerde etkili olmaktadir (Van vd. 2006; Bjorklund vd. 2005; Vihinen vd. 2005;
Tu vd. 2008). Pankreas, cilt, prostat, mesane, gogus, kolon, akciger ve yumurtalik
kanserlerinde MMP-2’lerin 6nemli miktarlarda bulundugu, cesitli calismalarda
gosterilmistir (Fisher vd. 2009; Ala-aho vd. 2005; Quan vd. 2009; Swarnakar vd.
2012).
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2.3. Matriks Metalloproteinaz inhibitérleri

Matriks metalloproteinaz inhibitérleri (MMPller) dodal ve sentetik (veya ekzojen)
olarak iki kategoriye ayrilmaktadirlar. Dogal MMPIllerden en ¢ok calisiimig olani,
endojen6z metalloproteinaz doku inhibitérleridir (TIMPler). Dogal kaynaklardan
elde edilen bilesikler MMPleri belli bir dereceye kadar inhibe etse de TIMPlere gore
cok az spesifik ve potent etki gostermektedir. TIMPlerin doért cesidi bulunmaktadir,
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4. TIMPler, MMPIerin katalitik bélgelerine MMP
substratlariyla benzer sekilde baglanarak inhibisyona yol agarlar ve ¢ogunlukla
6zel bir MMPye yonelik spesifisite gostermeyip metalloproteinazlari genis bir
spektrumda inhibe ederler. Ayrica MT-MMPlere afiniteleri disik kalmaktadir
(Jialiang vd. 2007; Sbardella vd. 2012; Benjamin vd. 2012; Rao 2005; Swarnakar
vd., 2012; Vargova vd., 2012). Sentetik (ekzojen) MMPller geleneksel olarak,
yapilarina Zn*? baglanma gruplari (ZBGler) eklenmesi yoluyla dizayn edilmektedir.
Bu sekilde MMPlerin substrat kesme bdlgelerinin peptit yapilari taklit edilerek
peptidomimetik inhibitérler olusturulmaktadir (Rao 2005). MMPIllerde bulunan
ZBGler, enzimdeki Zn?* iyonuna baglanmis su molekiiliyle yer degistirerek enzimi
inaktive etmektedir (Sekil 2.2). Ayrica ZBGlerde bulunan yan zincirler, inhibitora
aktif bolgeye Kkitleyerek substrata baglanan bdlgelere yonlendirmektedirler
(Benjamin vd. 2012; Bjorklund vd. 2005; Verma 2012). MMPller, ZBGlerine goére 4
sinifa ayrilmaktadir; hidroksamatlar, karboksilatlar, tiyoller ve fosfonik asitler
(Jialiang vd. 2007; Benjamin vd. 2012; Vargova vd. 2012). ilk jenerasyon olarak
dusunlebilecek bu MMPIlerin ¢ogu, genis spektrumlu etki gdéstermekte olup belli
bir MMPye veya MMP grubuna spesifik degildir ancak bazilari belli MMPlere
yonelerek selektif hareket etmektedir (Benjamin vd. 2012; Rao 2005; Vargova,
vd. 2012).

Pro238

20
‘_'-NHH_,_‘_ _’;' —‘—,{__ His
YO /9 His
(0] i
Ala182 \._~OH

Glu219

Sekil 2.2. Hidroksamat inhibitériiniin enzimin aktif bdlge Zn?* iyonu ile etkilesimleri
(Verma 2012).
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Hidroksamatlarin ZBGlerindeki heteroatomlar ile tim MMPlerin aktif bélgelerinde
bulunan korunumlu komsu amino asit rezidileri arasinda olusan hidrojen
baglantilari, bu grubu efektif ve potent bir inhibitdér yapmakta ve tercih edilmesine
yol acmaktadir (Benjamin 2012; Vargova vd. 2012). Hidroksamatlarin
heteroatomlari ile enzimin aktif bdlgesi arasinda 6énemli herhangi bir olumsuz
baglanti olmaksizin birkag tane kuvvetli interaksiyon olusturulmasi, bu grubu diger
ZBGlerden ayirararak en tercih edilen sentetik MMPI yapmaktadir. Ancak bu
durum, hidroksamati ayni zamanda riskli bir inhibitdr yapmaktadir ¢linkii grubun
geometrisindeki en kiguk degdisiklik 6nemli baglanma kaybina yol acma
potansiyeline sahiptir (Ra 2005). Cogu hidroksamat inhibitér spesifik etki
gostermemekte, MMP disindaki Zn*" temelli enzimlere de baglanmaktadir.
Hidroksamatlarin spesifitesi, karboksilat, tiyol ve fosfor inhibitérlere gére daha
azdir (Ra 2005). Ayrica bu inhibitorlerin kas ve iskelet sistemi lizerine istenmeyen
yan etkileri bulunmaktadir ve oral yolla biyoyararlanimlari zayif kalmaktadir
(Jialiang vd. 2007; Benjamin vd. 2012; Rao 2005). Hidroksamatlardan sonra en iyi
ikinci potansi, reverse hidroksamatlar ve ardindan karboksilatlar ve tiyoller ile elde
edilmistir (Ra 2005).

Hidroksamat inhibitdrlerin potansisinin karboksilat inhibitérlerden daha fazla
olmasinin sebebinin asiditedeki farkhliklar oldugu disltntlmektedir. Clnki
karboksilat inhibitorler MMPlere asidik pH degerlerinde daha siki
baglanmaktayken, hidroksamat inhibitérlerin baglanimi pH degderinden bagimsiz
gerceklesmektedir. Karboksilat, efektifligi daha dusuk bir ZBG olmasina ragmen
yine de etkili bir MMPI oldugu bulunmustur ve bazilari tedavi agisindan umut verici
gorulmektedir (Jialiang vd. 2007). Karboksilat, tiyol ve fosfor gruplari, MMPIlerin
aktif bolgesine her iki taraftan da baglanabilmelerinden dolayr daha selektif
inhibitérler olarak etki gosterme potansiyeline sahiptirler. Ote yandan
hidroksamatlar, enzimin sadece primer tarafina baglanabilmeleri dolayisiyla
kisitlanmaktadirlar (Rao 2005).

ilk jenerasyon MMPller olarak dislnilebilecek peptidomimetik sentetik
inhibitérlerle (6rnegdin batimastat ve marimastat) gerceklestirilen klinik ¢calismalar
basarisiz olmus, yukarida belirtildigi gibi istenmeyen ciddi yan etkilere yol
agmiglardir. Bu inhibitdrler ayrim yapmaksizin Zn?** iyonuna sikica selatlanan
gruplar lzerinden calistiklari icin diger enzimleri de etkileyerek vicut igin gerekli
hicre fonksiyonlarini da inhibe etmislerdir (Rao 2005). Bu nedenle spesifite ve

biyoyararlanimi arttirmak igin yeni bir yaklagima ihtiva¢c duyulmasiyla, MMP aktif
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bdlgesinin ¢ boyutlu konformasyonu lzerinden etki gésteren nonpeptidik ikinci
jenerasyon MMPller ortaya ¢cikmistir (Jialiang vd. 2007; Rao 2005; Bauvois 2012).
Bu MMPIller yiksek spesifiteye sahip olup, ilk prototipi, SB-3CT'dir. Jelatinazlara
karsi ylksek selektiflige sahip olan SB-3CT’de bulunan thiiran grubu, enzimin aktif
bdlge Zn*?iyonuna koordine olarak konformasyonel bir degisime ve aktif bdlgedeki
glutamatiyla kovalent baglantiya yol agar. Bu inhibitérler, intihar (suicidal)

inhibitorleri olarak da adlandiriimaktadir (Jialiang vd. 2007).

Substrat protein dizilimine ve faj gésterim metoduna dayali peptit yapisindaki
MMP-2 inhibitorleri 30 nM - 200 yM arasi IC50 dagihmi gostermis fakat enzime
olan zayif afiniteleri ve stabilite problemleri nedeniyle basarili olamamislardir
(Ndinguri vd. 2012)

Konnektif dokunun parcalanmasini inhibe eden tetrasiklin antibiyotikleri de ikinci
jenerasyon nonpeptidik MMPIllerin gelistiriimesinde kullaniimistir. Tetrasiklinlerin
ve antibiyotik aktivitesi yok edilmis, kimyasal olarak modifiye edilen tetrasiklinlerin
(CMTler) MMPlere baglanmalari, enzimin normal konformasyonunu bozmakta ve
bdylece enzim inaktive olmaktadir. Ayrica CMTler, MMPlerin gen ekspresyonunu
da azaltmaktadirlar (Jialiang vd. 2007; Rao 2005; Bauvois 2012). CMTlerin uzun
sureli sistemik uygulamasi, gastrointestinal yan etkilere veya toksisiteye yol
agmamakta ve uzun sureli yiksek plazma konsantrasyonlari elde edilebilmektedir.
Ote yandan tetrasiklinler ve CMTler kan-beyin ve kan-retina bariyerlerini de
asabilmektedir (Jialiang vd. 2007). Ancak simdiye kadar, bu MMPIlerle, ilerlemis
kanser hastalarinda gergeklestirilen tim klinik denemeler basarisiz olmustur (Faz
Il denemelerine ge¢mis olan metastat hari¢) (Bauvois 2012). Bir diger ikinci
jenerasyon inhibitér, prinomastat, yalnizca birkag MMPye Kkarsi spesifisite
goOsterebilmekte olup, kanser gelisimini inhibe edebilecek vyeterlilikte bir

selektiviteye sahip olmayabilecedi distintilmektedir (Rao 2005).

Su anda laboratuvar fazinda veya klinik deneme fazinda olan birkag MMPI
bulunmasina ragmen henlz bu ilaglarin pazara sunulmasi s6z konusu degildir
(Gupta vd. 2014). MMPIeri spesifik olarak inhibe edebilme yetisine sahip, potansisi
arttinlmis  ve dusuk toksisiteye sahip yeni jenerasyon MMPllere ihtiyag
duyulmaktadir. Stabilize edilmis peptitler ya da peptidomimetik inhibitorlerin bazi
o6nemli avantajlar bulunmaktadir. Peptit pargalanma drtnlerinin iyi tolere edilmesi
ve peptitlerin biyolojik topolojiyi cok iyi taklit edebilmeleri, bu inhibitorleri cok efektif

yapmaktadir. Ancak ¢ok az sayida mevcut olan peptidik veya peptidomimetik
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MMPller, genis spektrumlu etki géstermektedir. Arastirmalar, spesifik MMPlere
karsi yuksek selektiflik gosteren MMPllerin gelistiriimesi yonine kaymaktadir.
Enzimin aktif bdlgesine karsi yiksek spesifiteye sahip MMPllerin dizayn

edilmesine ihtiyag duyulmaktadir.
2.4. Kilorotoksin

Klorotoksin, 36 amino asitten olusan (4 kDa) akrep zehri kaynakh bir nérotoksin
peptittir (Wang vd. 2013, Lippens vd. 1995; DeBin vd.1993) (Sekil 2.3). Zehir
kokenli diger birgcok peptitte oldugu gibi CLTX de disulfit kdprileri yoluyla
olusturulan ve “inhibitdr Sistein DUguma” (Inhibitory Cysteine Knot-ICK) adi verilen
protein yapisini sergiler. Bu yapisal motif, molekiile sagladi§i ylksek stabilite ve
dirence bagli olarak, peptit yapisina dayali ilag tasarimi ve gelistiriimesi acisindan
blyuk bir potansiyel tasimaktadir. CLTX'in spesifik olarak beyin kanseri hiicrelerini
hedefledigi ve hiicre migrasyonunu durdurdugu in vitro ve in vivo deneylerle
gosterilmistir (Deshane vd. 2003, Mrugala vd., 2012; Yin vd. 2007; Lyons vd.
2002). Matriks Metaloproteinaz-2, Anneksin A2 ve Glioma-spesifik klor kanali,
CLTX'in molekuler hedefleri arasinda yer almaktadir.

Klorotoksin, spesifik olarak MMP-2'ye baglanarak enzimin katalitik aktivitesini
inhibe etmekte, 6te yandan MMP-2'ye benzerlik gdsteren MMP-1, MMP-3 ve MMP-
9 gibi metalloproteinazlar ile etkilesime girmemektedir. Hiicre seviyesinde yapilan
calismalarda, peptidin 300 nM konsantrasyonda hiicre ylzeyi jelatinaz aktivitesini
tamamen inhibe ettigi go6sterilmistir. CLTX'in glioma hicrelerinin  matrijel
invazyonunu yaklasik 200 nM IC50 degerinde inhibe ettigi de gOsterilmistir
(Deshane vd. 2003; Maertens vd. 2000; Rouzaire-Dubois vd. 2000, Soroceanu vd.,
1999). Peptidin MMP-2 inhibisyon sabiti (Ki) enzim kinetigi deneyleri ile henlz

belirlenmemistir. Ayrica enzimin tzerinde baglandigi bélge hakkinda da bir bilgi

yoktur.
1| 10 710 2. iimik ?l’o
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1. ilmik . ]
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Sekil 2.3. Klorotoksinin U¢ boyutlu yapisi (PDB: 1CHL) ve amino asit dizilimi.
“Inhibitér Sistein DUGumi” (Inhibitory Cysteine Knot) yapisal motifini olugturan

disUlfit kdprileri sar renk ile isaretlenmistir. Alfa heliks ikincil yapisi éncesi ve
11



N4

TUBITAK

sonrasinda konumlanan 1. ve 2. ilmik boélgeleri (yesil) CLTX tirl peptitlerin
interaksiyon bolgeleri olarak bilinmektedir. Modifiye edilecek amino asitler kirmizi

kutucuklar igine alinmistir.

Glioblastoma'ya karsi segiciligi dikkat ceken CLTX'in, floresan boyalar, MRI
kontrast ajanlari, kanser ilaglari, nanoparcaciklar ve lipozomlara baglanmasiyla
basarili timér hedefleme, goérintileme, gen tasima ve susturma calismalar
gerceklestirilmistir (Fu vd. 2012; Stroud vd. 2011; Xiang vd. 2011, 2012; Kievit vd.
2010; Mok vd. 2010; Veiseh vd. 2005). Sentetik bir CLTX versiyonu olan TM601,
faz Il klinik asamasinda bulunmaktadir (Hockaday vd. 2004).

Literatlirde, secici bir MMP-2 inhibitérii olan CLTX yapisina dayali bir inhibitor
gelistirme c¢alismasi bulunmayisi bu projeyi hazirlamamizdaki temel
motivasyonlardan birisini olusturmustur. Klorotoksinin kimyasal modifikasyonu
Uzerine buldugumuz en yakin ¢alisma, peptidin floresan boyalara konjligasyonunu
optimize ederek daha etkin bir gértintileme probu gelistirmek amaciyla Lys15 ve
Lys23 amino asitlerinin alanin veya arjinin olarak degistiriimesi ve Lys27 lizerinden
floresan bir molekiliin kovalent olarak baglanmasidir (Akcan vd. 2011). Calismada
bu kimyasal modifikasyonlarin peptidin hiicre hedeflemesi lzerinde olumsuz bir
etkisi olmadigi sonucuna varilmis ve tek tip boya konjligasyonu igceren CLTX

isaretleyiciler gelistirilmistir.
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Docking On Galigmalari

Klorotoksinin MMP-2’ ye baglanma bélgesini tahmin etmek ve ginko atomuna yakin
amino asit pozisyonlarini belirlemek i¢in “Shrédinger Biologics Suite” programinin
BioLuminate moduli kullanilarak molekiler yerlestirme (rigid-body docking)
simullasyonlari gergeklestiriimistir. MMP-2’nin aktif formunun Gg¢ boyutlu yapisi
heniz belirlenmediginden, inaktif form olan Pro-MMP2 yapisindan (PDB: 1CK7)
pro-domain’i kesilmis ve enerji minimizasyonu yapilmistir. Klorotoksin yapisi
olarak, 1CHL PDB kodlu NMR yapisi kullaniimistir. BioLuminate yazilimi 30 adet
muhtemel kompleks yapisi olusturmus, bunlardan ilk 10 tanesi secilmistir. Yiksek
skorlu yapilarin énemli bélima, CLTX'in MMP-2’nin aktif bélgesine baglandigini
gostermektedir. Ayrica CLTX'in Lys15 rezidisinin MMP-2 c¢inko atomuna

koordinasyon yapabilecek pozisyonda oldugu da gérulmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. BioLuminate molekiler yerlestirme (docking) yazilimi kullanilarak
tahmin edilen CLTX-MMP2 kompleksinin yapisi. Klorotoksinin Lys15 rezidusd,
enzimin Ug¢ histidin halkasi tarafindan ¢evrilen cinko iyonuna koordinasyon

yapabilecek bir pozisyonda yer almaktadir.

3.2. Kimyasal Peptit Sentezi i¢in Genel Bilgiler ve Prosediirler

Peptit sentezi igin kati faz peptit sentezi yontemi kullanilacaktir. Prof. Dr. Robert B.
Merrifield tarafindan gelistirilen bu metot, glvenilir ve verimli bir yéntemdir
(Merrifield vd. 1963, Merrifield vd. 1995, Kent vd. 2009). Kati faz peptit sentezi,
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polimerik recineye bagli amino asitin serbest amin grubunun sirasiyla amino
asitlerle reaksiyonu sonucunda gergeklesir. Sentez bittiginde regine ve koruyucu
gruplar kirihr ve ters faz HPLC ile saflastirlmasi gergeklestirilir. Kati faz peptit
sentezi, iki farkli stratejiyle yapilabilir. Bu yontemler, amino asitin amin grubunun
Fmoc veya Boc gruplariyla korunuyor olmasina gore degismektedir. Fmoc kimyasi,
Boc kimyasina gére daha guvenlidir ¢inki Boc kimyasinda koruyucu gruplari
kirmak i¢in saf HF kullanmak gerekmektedir. Bunun igin de &6zel ekipmanlara
ihtiyag duyulur. Tim dinyada da Fmoc yontemi daha yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. Fakat, Boc kimyasinin da Fmoc kimyasi lizerinde bazi avantajlari
vardir. Ornegin, Boc kimyasi kullanilarak peptit sentezi doért kat daha hizli
olmaktadir. Ayrica Fmoc kimyasinda 20’nin Uzerinde amino asit kullanilarak
sentezlenen peptitler, Boc kimyasinda oldugu kadar saf degildir. Ancak gelisen
teknoloji ile, mikrodalga yontem ile peptit sentezleyen cihazlar oldukg¢a kullanisli
hale gelmistir. Peptit sentezleyicilerde de ancak Fmoc yontemi ile peptit sentezi
yapilabilmektedir. Zira Boc ydnteminde her bir basamakta koruyucu gruplarin
kirlimasinda kullanilan TFA, oldukg¢a koroziftir ve bu cihazlar igin uygun degildir.
Bu projede sentezlenmesi planlanan CLTX'in halkal tirevleri literatiirde hem Boc
hem de Fmoc ydéntemi ile yapiimistir (Akcan vd. 2013). Peptit sentezleyici
kullanilarak yapilan peptit sentezleri ise Fmoc yonteminden kirk kat kadar, Boc
yonteminden de Uig kat kadar daha hizlidir. Ornegin, peptit sentezleyici kullanilarak
her bir amino asitin takilmasi sadece 5-7 dakika slirerken bu, Fmoc igin 45-60
dakika, Boc yéntemi igin ise 15 dakikadir. Bu nedenle bu projede, uygulamadaki
pratikligi ve Peptit Sentezleyici cihazlardaki uyumu nedeni ile Fmoc yéntemi
kullaniimistir. Sentezlenen peptitlerin safligi ters faz HPLC, karakterizasyonu da

LC-MS cihaziyla yapilmigstir.

(Polimerik Regine)

Korumanm
Kaldlrllma5|

Ammo Asit ]
Kirma PEPtIt

Sentez Aktlvasyon

E

[Kenetlenme

Sekil 3.2. Kati faz peptit sentez déngusu.
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Genel Peptit Sentez Prosediirii: 0,1 mmol peptit sentezinde kenetlenme
tepkimelerinin kati fazda gerceklesmesini saglayacak polimerik regine Uzerindeki
Fmoc koruma grubu éncelikle 10 mL %20 piperidin (DMF igerisinde) ¢ozeltisi
icerisinde 10 dakika bekletilir. Bu islem iki kere gergeklestirilir. Peptit reaktorinin
icerisindeki piperidin ¢ozeltisi vakum yardimiyla uzaklastirilip, regine ~100 mL
DMF ile yikanir. Bu iglemin ardindan kenetlenmesi istenilen amino asitten 5,5 kat
(0,55 mmol) 20 mL’lik bir cam kap igerisine tartilarak 0,5 mM HBTU (DMF
icerisinde) kenetlenme ajani igerisinde ¢ozilir. Ardindan 200 uL diisopropil etil
amin (DIEA) ¢ozelti Uizerine eklenerek 30 saniye boyunca aktive edilir. Daha sonra
pastor pipet yardimiyla peptit sentezi reaktori igerisindeki polimerik regine lizerine
eklenir. 40 dakika boyunca kenetlenme tepkimesi gerceklesir ve daha sonra DMF
ile yikanarak recine temizlenir. Bir sonraki amino asit kenetlenmesi icin recineye
son takilan amino asitin amin grubuna baglh Fmoc korumasi yukarida bahsedildigi
sekilde uzaklastirilir ve ikinci kenetlenme tepkimesi gerceklestirilir. Sentezlenen
yapay amino asitler i¢in 3 kat kullanilarak 3 saat boyunca kenetlenme tepkimesi
gergeklestirilir. Bu iglemler ardarda gercgeklestirilip istenilen peptit zinciri
sentezlendikten sonra recine DCM ile yikanip kurutulur. Sonra %95 TFA, %2,5
triisopropil silan (TIPS) ve %2,5 milli-Q su karisimi regine lzerine eklenir ve 1 saat
boyunca bekletilir. Sivi kisimda toplanan peptit vakum altinda derisik hale getirilip

soguk dietil eter ile ¢okturalur.

Peptit sentezinde, amino asitler teker teker ilave edildigi ve hangi amino asitlerin
kondugu bilindigi icin, peptit karakterizasyonunda, LC-MS o&l¢limlerinde peptitin
farkhi yuklerdeki molekuler iyon pikinin gézlemlenmesi, o peptitin dogru
sentezlendiginin gdstergesidir ve peptitile ilgili yapilan tim ¢alismalarda da yapilan
karakterizasyon yoéntemi budur. Ters faz HPLC vyoéntemi ile de safligi
belirlenebilmektedir. LC-MS’in kromatografi kisminda ayrilan piklerin, ayri ayr
kitle degerleri olgllebilmekte ve bdylece hangi pikin hangi kitleye sahip oldugu

anlasilabilmekte ve bu sayede hangi pikin izole edilmesi gerektigi gérilmektedir.
3.2.1. Peptitlerin karakterizasyonu ve saflasgtiriimasi

Peptitlerin karakterizasyonu ve safligi ise ters faz HPLC (Dionex Ultimate 3000) ve
LC-MS (Agilent 1200/6210) cihazlari ile 6lgtlmuastir. Akiskan fazda %0,1 TFA
iceren H,O ve %0,08 TFA iceren CH;CN kullanilarak, ters faz C-18 (Hypersil Gold,
150 x 4.6 mm, 3 ym) ve C-8 (Hypersil Gold, 150 x 2.1 mm, 5 ym) kolonlar ile 40
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°C’de 210, 280 ve 330 nm’deki absorbans degerleri takip edilerek élgilmustir. Her
peptit analizinde kullanilan egimli akis ydntemi peptitlerin kromatogramlarinin
altinda belirtilmigtir. Kitle dl¢gimleri ise TOF ydntemi ile 6lgim yapan bir LC-MS
cihazinda (Agilent 1200/6210) alinmistir. Saflastirma islemlerinde ise C-18 yari-
preperatif HPLC kolonu (Hypersil Gold, 250 x 10 mm, 5 ym) kullaniimistir.

3.2.2. Dogal kimyasal baglanma yontemi ile klorotoksin sentezi

MCMPCFTTDHQMARK\(O o + H.N— CDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR
N NH,
o= HS

N

H
Dogal
Kimyasal
Baglanma

MCMPCFTTDHQMARK-CDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR
(Klorotoksin)

Sekil 3.3. Klorotoksinin Dogal Kimyasal Baglama yéntemi ile sentezi.

Bu amagla 21 amino asiti ve N-ucunda Cys amino asiti igeren
CDDCCGGKGRGKCYGPQCLCR peptidi Fmoc kimyasina dayali kati faz peptit

sentezi ydntemi kullanilarak sentezlenmistir ve LC-MS ile karakterize edilmistir.

%104 [+ESI Scan (13,107 min) Frag=150,00 EKN424-07-1.d
432,2000
3.54

2.5

7411000

[M+2]>
11108000

0 Ll_.nl [

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1300 2000 2100 2200 2300 2400 2500
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)

Sekil 3.4. CLTX’nin 21 amino asitlik kisminin kitle spektrumu. Beklenen kiitle =
2219,8. Olgiilen = [M+2H]** = 1110,8 ve [M+3H]*" = 741,1.

CLTX’nin 15 amino asitlik diger kisminin C-ucunda Dbz grubu (Diamino benzamit)
takih olarak sentezlenmesi de (MCMPCFTTDHQMARK-Dbz) literatirdeki

yontemler takip edilerek sentezlenmeye c¢alisiimistir. Ancak yapilan 3 denemede
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de peptitin C-ucundaki Dbz grubunun kopmus hali elde edilmistir. DbZ’li peptit

basarili bir sekilde sentezlenememisgtir.

%105 |+ESI Scan (11,665 min) Frag=150,0% EKN591-02-2.d
2 3006000
184 [M+2]2*
1.6
1.44 [M-*—?)]E"
124 600,200
1
0.8
0.6
044 (V1]
0.24 1800,3000
0 Lh, o bin JJ,MN_M s L N

T T P T T T T 7 T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)

Sekil 3.5. CLTX'in 15 amino asitlik kisminin Dbz'siz halinin kitle spektrumu.
Beklenen kiitle = 1959. Olgiilen kiitle = 1800,9. Aradaki fark Dbz’nin kopmus haline

denk gelmektedir.

Bu asamada alternatif yontemden vazgegilip proje Onerisinde oldugu gibi

mikrodalga cihazi ile CLTX'in tek defada sentezlenmesine karar verilmistir.

3.2.3. Mikrodalga destekli peptit sentezi

Proje butgesinden alinan CEM marka peptit sentez cihazi ile CLTX'in bir defada
36 amino asitinin birden sentezi Rink-amit polimerik recinesi Uzerinde 0,05 mmol
miktarda sentezi yapilmistir. Genel prosedir su sekildedir:

Rink amit recinesi (96 mg, 0.05 mmol) mikrodalga peptit sentez reaktéri icerisine
tartiip DMF ile iki kere yikandiktan sonra 20-30 dakika 10 mL DMF igerisinde
sismek Uzere birakilmigtir. Ardindan 10 mL %5’lik piperazin ve 0.1 M HOBt'nin
DMF ¢ozeltisi reaktdre eklenmistir ve mikrodalga 20 W ve 75 °C’ye ayarlanarak 1
dakika boyunca N gazi altinda Fmoc kirma tepkimesi gergceklesmistir. Ayni iglen
ikinci kez bu defa 3 dakika olacak sekilde tekrarlanmistir. DMF ile defalarca
yikandiktan sonra kenetlenme tepkimesine gecilmistir. Bunun igin de ayri bir kaba
Fmoc korulu amino asit tirevi (5,5 esdeger, 0,275 mmol) ve HOBt (5,0 esdeger,
0,250 mmol) tartihp Gzerine 2,0 mL 0,3 M diizopropiletilamin (DIEA) eklenmistir.
Olusan bu tepkime karigimi en fazla bir dakika karistirildiktan sonra peptit sentez
reaktérine ilave edilip mikrodalga cihazi 20 W ve 75 °C’ye ayarlanip 5 dakika

boyunca N, gazi altinda tepkime gerceklesmesi saglanmistir. Sistein ve histidin
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amino asitleri haric tim amino asitlerin ilavesinde bu proseduir kullaniimistir.
Sistein ve histidinin mikrodalga kosullarinda yiksek sicaklikta rasemiklestigi
gosterildigi icin bunlarin ilavesinde sicaklik 50 °C’ye dusurtlmustir. Kenetlenme
tepkimelerinin ardindan sentez reaktért defalarca DMF ile yikanmis ve Kaiser testi
ile de tepkimenin tamamen gergeklesip gerceklesmedigi kontrol edilmistir.

Tdm amino asitlerin ilavesinden sonra, olusan peptitin polimerik recine Gzerinden
kirllmasi ve tim koruma gruplarinin kaldinlmasi igin %92,5 TFA, %2,5
Triisopropilsilan, %2,5 su ve %2,5 DTT igeren ¢dzelti ile muamele edilip ham peptit
eterde ¢okturulip izole edilmistir. Tum HPLC dl¢cim ve saflastirma islemleri analitik
ve prep boyutundaki C-8 ve C-18 kolonlari ve H,O (%0,1 TFA): CH3CN (0,08%
TFA) akiskan faz ile gerceklestirilmistir.

3.2.4. Mtt korulu grubun kirilmasi

Klorotoksin modifikasyonlari igin istenen lizin pozisyonlari Mtt grubu ile korunarak
sentezlenip, bu grubun regine Gzerinden segici bir sekilde uzaklastirlip, gereken
modifikasyonlar yapilmistir. Segici uzaklastirma icin su genel prosedir
uygulanmistir:

Recine 20 dakika boyunca DCM igerisinde sisirildikten sonra %1,8 (hacimce)
TFA/DCM c¢odzeltisi (1 g regine basina 10 mL olacak sekilde) ilave edilip oda
sicakliginda 3 dakika tepkimeye girmesi beklenmistir. Ardindan olusan sari ¢ozelti
slzllerek alinip ayni islem dokuz kere daha tekrarlanmistir. Dokuzuncunun
ardindan regine DCM ile sar1 renk tamamen kaybolana dek yikanmistir. Ardindan
son olarak recine DMF ile yikanarak modifikasyon tepkimesi icin hazir hale

getirilmigtir.
3.2.5. Lizin modifikasyonu

Mtt grubunun segici olarak kirilmasinin ardindan regine lzerinde serbest amin
grubu igeren lizin grubuna asagidaki genel prosedirle ilgili modifikasyonlar
yapilmistir:

Modifikasyon olarak eklenecek olan amino asit (3,5 esdeder) ve HBTU (3,0
esdeger) bir kaba tartilip tGzerine 0,3 M DIEA iceren DMF ilave edilerek ¢ozulir ve
aktivasyon tepkimesi gerceklestirilir. En fazla bir dakika sonra bu karisim Mtt’si
kirilmis peptit regine Gzerine ilave edilir. Tepkimeye girmeleri icin 2-3 saat boyunca

15 dakikada bir cam c¢ubuk ile karistirmak suretiyle bekletilir. Kaiser testinden
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negatif sonu¢ verene kadar beklenilir. Tepkimenin tamamlanmasinin ardindan

6nce DMF, ardindan DCM ile yikanip kurutulur.
3.2.6. Histidin modifikasyonu

Histidin modifikasyonu igin sentezlenen model peptitler ve azido klorotoksin tirevi
bakir(l) katalizérliglinde asagidaki prosedtire gore click tepkimesine sokulmustur:
Azido amino asit iceren peptit sentezi tamamlanip hala regine Gzerindeyken 10 mL
DMF ile 30 dakika boyunca sisirilip, Gzerine 5 esdeger alkin tirevi, 5 esdeger Cul
ve 5 esdeger sodyum askorbat konarak DMF iginde %20 (hacimce) piperidin
iceren ¢ozelti ile son derisimler 60 mM olacak sekilde karistiriimigtir. Tepkime FTIR

ile 2200 cm-"deki karakteristi azit piki (izerinden takip edilmistir.
3.2.7. Klorotoksinin ve tiirevlerinin katlanmasi

Sentez ve ardindan ters faz HPLC ile CLTX'nin saf olarak elde edilmesinin
ardindan indirgenmis halde bulunan CLTX Howl'un Peptide Synthesis and
Applications kitabinda anlatilan yontem ile asagidaki sekilde katlanmistir. CLTX,
derisimi 0,1 mg/mL ve 0,1 M Tris.HCI icerecek sekilde suda ¢6zulmis ve bu
¢cozeltide 10 mM GSH, 1,0 mM GSSG ve 1,0 mM EDTA olacak sekilde glutatyon,
glutatyon disulfiir (ylikseltgenmis glutatyon) ve EDTA eklenmistir. Cozeltinin pH
degeri NH,OH kullanilarak 7,7-8,7 olacak sekilde ayarlanmis ve 72 saat yavas
hizda karistirilarak slire¢ boyunca oda sicakliginda birakilmistir. Katlanma sireci,
prosedur baslangicinin itibaren analitik HPLC (RP-C18 kolon) ile kontrol edilmistir.
72 saatin sonunda ¢dzeltinin iginde bulunan Tris.HCI ve glutatyonlardan kurtulmak

icin diyaliz yontemi uygulanmistir.

3.3. Peptit Sentezleri

3.3.1. Klorotoksin Sentezi

\H
NH
HZN)////:)
2 H
3 NH, o uﬁ‘N o ?
HN)\\(\\ HST 0 H/k:/\SH
s o¥\\SH N HZNYNH HZN}//\%O
\\\)ilH \\ N HN ) o NH
NH
O‘ % 9 o9 OHH Q H w9 H d' H HHO SHH Ho§ w § w9 SHH 2 Odh@
" N AN N AN AN AN j}(N\)L N%N%NJNwN\*NwN\)LN/}rN\)(N/(WN\)LN/WN
oHS/:Ho OHHOYBHO H o = H g > o%gHo \SHH H oo HOH\HO H o H o
O N"So o W\ NH :\OH
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Mikrodalga peptit sentezi kullanilarak klorotoksin sentezi genel prosedirle
sentezlenmigtir. Elde edilen ham klorotoksinin ters faz HPLC kromatogrami
alinmigtir.

HRMS C1s5H257N535047S11 [M+3H]*": Hesaplanan 1334.5504, Olclilen 1334.5496.

3.3.2. Katlanmis Klorotoksin Sentezi

r@ﬁ

H,N NH ‘

S
o

NH

Osgiﬁégfiﬁ OHHJL NHJiN 0\5\( Qk j\rf JL ﬁ; 1k er JNWN%N«WNJNWN% Lr( \)LN/\H/N
§§? B SR SARAENERE

NH, HNJ\NHZ NH,

Genel katlama prosedird kullanilarak saflastirilmis klorotoksinin katlanmasi
gerceklestiriimigtir. Yapilan diyaliz ile ortamdan kigik molekll ve iyonlarin
uzaksatiriimasinin ardindan tekrar ters faz HPLC ile saflastirlip HRMS ile

karakterize edilmistir.
HRMS C158H249N53047S11 [M+2H]2+Z Hesaplanan 1997.2904, (")I(;Ulen 1997.2913.

3.3.3. Lizin modifikasyonu icin model peptit sentezi

H2N/1\H/ \v/ﬂ\ /I:ijj\v/ﬂ\ g:z

NH

A

HN® “NH,

Genel peptit sentez yontemi ile sentezlenmistir. Model peptit oldugu igin

saflastiriimayip sadece HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS CxH4:N1007S [M+H]": Hesaplanan 591.3032, Olgiilen 591.3129.
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3.3.4. Glisin ile modifikasyonu yapilmis model peptit sentezi

0]

HN)H
NH, o
H @) H 0O OH
\T\ Seno ©

NH

A

HNZ “NH,

Genel Lizin modifikasyon prosedurine gére Fmoc-Gly-OH ile tepkimeye sokularak
sentezlenmistir. Model peptit oldugu icin saflastiriimayip ham hali HRMS ile

karakterize edilmistir.
HRMS C,H45N110sS [M+H]": Hesaplanan 648.3247, Olgiilen 648.3260.

3.3.5. Sistein ile modifikasyonu yapilmis model peptit sentezi

(0]

HN)K(\SH
NH,

b0 e OH
\L Sen ©

NH

A

HN NH,

Genel Lizin modifikasyon prosedirine goére Fmoc-Cys(Trt)-OH ile tepkimeye
sokularak sentezlenmistir. Model peptit oldugu icin saflastiriimayip ham hali HRMS

ile karakterize edilmistir.

HRMS C5H47N110sS, [M+H]": Hesaplanan 694.3124, Olcllen 694.3117.
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3.3.6. Metiyonin ile modifikasyonu yapilmis model peptit sentezi

O

HZN/H( \)L /(,(H\)L 2:2

NH

A

HNZ “NH,

Genel Lizin modifikasyon prosediriine goére Fmoc-Lys(Boc)-OH ile tepkimeye
sokularak sentezlenmistir. Model peptit oldugu icin saflastiriimayip ham hali HRMS

ile karakterize edilmistir.
HRMS C,;Hs5N110S, [M+H]": Hesaplanan 722.3437, Olclilen 722.3464.

3.3.7. Lys-15 pozisyonu Mtt ile korulu olarak sentezlenen klorotoksin

Genel peptit sentez proseduri kullanilarak sadece Lys-15’in koruma grubu olarak
Mtt kullanilarak sentezlenmigtir. Recgineden kirma ve koruma gruplarinin
uzaklastiriimasinin ardindan dogal klorotoksin elde edilmigtir. Mtt grubunun
senteze etkisinin olmadigini goéstermek amaci ile kiguk bir miktarda regine

kirilarak sadece HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C1s5H257N535047S11 [M+3H]*": Hesaplanan 1334.5504, Olcililen 1334.5476.
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3.3.8. Lys-15 pozisyonu glisin modifiye edilmis klorotoksin sentezi

HZN)///C)
“ H
N
5 A
HN)X\(\\ N SH
s o¥\\ A HoN._NH N
sH S~ he
\\\/LNH (Y s N 0 o NH
NH
O“ %0 v o9 OHH Q o 9 v 9 H d* v 9 HH H H H HH 2 O/Q
! N\Au N))Lu N NQ&N N\AN NQLN]\I(N%N N NQLN/YNQLN/\WN\)&NAWNQLN N A~ N
O~ O Aoy © \I(BH o/( Hoo = H o Hoo :\rgH O Sgy © . \@\O
O uN"So NH, o NH OH
H(NH NH, - NH,
o

Genel Lizin modifikasyon prosedurl kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C150H260N54045S11 [M+3H]**: Hesaplanan 1354.6146, Olclilen 1354.5535.

3.3.9. Lys-15 pozisyonu glisin ile modifiye edilmis klorotoksinin katlanmasi

Genel katlama prosedirt kullanilarak saflastirilmis glisin modifiye klorotoksin
katlanmistir. Diyaliz ile tuzlarin ve ki¢ik molekilleri uzaklastiriimasinin ardindan

ters faz HPLC ile saflastirilip HRMS ile karakterize edilmigtir.

HRMS C150H25:N54045S11 [M+3H]**: Hesaplanan 1351.9280, Olciilen 1351.8551.
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3.3.10. Lys-15 pozisyonu metiyonin modifiye edilmis klorotoksin sentezi

HZN)///C)
2 H
o NH, I ﬂ/S,N o
HN)X\(\\ w0 L\“Jk/\sw
s o¥\\ A HN__NH wn Mo
Ny SHOS= N Y }//\I
J S~ HN
\ N s o o NH
@ o 4 0 O o N o H H S| Ho o
H H H H H H H H H H H H /3
! N\Au N))Lg(N\)LN NQ&N N NQLN]\NN\)&N NQKN NQLN/YNQLN/WN\)&NAWNQLN/EWN Ayt
OHS/: o on © \KBH o/( "o Ho5 gH :\SH H A
o o
HN" S0 NH, NH OH
\SWNH NH, - NH

Genel Lizin modifikasyon prosedurl kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C163H266N54045S12 [M+3H]**: Hesaplanan 1378.8980, Olciilen 1378.8820.

3.3.11. Lys-15 pozisyonu metiyonin ile modifiye edilmis klorotoksinin

katlanmasi

r@ﬁ
o M

sy $ ))LIW ﬁmi;btﬁw B\( i L lW JL ﬁ; R e B s Lm ﬁNWD
c} S ' R <~

H,N NH ‘

NH \S/\/YNH

o

Genel katlama prosedirt kullanilarak saflastirilmis glisin modifiye klorotoksin
katlanmistir. Diyaliz ile tuzlarin ve kigik molekilleri uzaklastiriimasinin ardindan

ters faz HPLC ile saflastirilip HRMS ile karakterize edilmigtir.

HRMS C63H255N54045S 12 [M+4H]**: Hesaplanan1032.1610, Olgiilen 1032.1438.
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3.3.12. Lys-15 pozisyonu sistein modifiye edilmis klorotoksin sentezi

HN}/NHQ
HZN)///C)
3 NH, I ﬂ/ﬁ,nﬁ o
HN»\L\ HS o NJS/\SH
\s Oﬁ\\SH L HZNYNH HzN),/\Hifo
\\\/L ( \NH N HN o o NH
@ ?’I e H o IOTHH H H e H H HH H H H SHH e o~ Q
,,1} N:)Lulo N/HLu | N\)LgH ¥ N N\)J\u NQLN]ﬁgN\E)ku ¥ N%N N\)LN/YNQLN/WN\)&N/\NNQLN N ¥ N
HS 'OH OH SH
\g HQN/go NH, :’r NH \©\OH
HS\/YNH NH, NP NH,

Genel lizin modifikasyon prosediri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C161H262N54045S12 [M+3H]**: Hesaplanan 1368.8868, Olcililen 1368.8823.

3.3.13. Lys-23 pozisyonu sistein modifiye edilmis klorotoksin sentezi

Fin e M
O Ak, J)LIWQL i( %B\( v A lWN¢ ﬁ:wk LW R D e Bl LW SRy
%s” O Aoy \g HHQ: ] H/ \roH \SH 1\ . \©\ZH

NH, HS\/YNH NP NH, NH,

Genel lizin modifikasyon prosediri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C161H262N54045S12 [M+3H]**: Hesaplanan 1368.8868, Olcililen 1368.9327.

3.3.14. Lys-23 pozisyonu metiyonin modifiye edilmis klorotoksin sentezi
HN}/NHQ
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Genel lizin modifikasyon prosediri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.
HRMS C163H266N54045S12 [M+3H]**: Hesaplanan 1379.3313, Olclilen 1379.2715.

3.3.15.Lys-23 pozisyonu metiyonin ile modifiye edilmis klorotoksinin

katlanmasi
HN\\/,NH
e
- o H{)‘ ) ,u/\:/\s
HN NH ‘ HQNO,J\/\CIE
o
J;(QHLT\WNJ }:rNﬁir %H\r \A j\ﬁ \A J\W \A J\m \ANWNﬁNWNﬁNWNﬁ /r\mn i Ny ¥
r; RN ¢ |
NHZ . ! NH HN/l Ny NH,
el -
)\/\/s‘

O AH,

Genel katlama prosediiri kullanilarak saflastiriimis metiyonin modifiye klorotoksin
katlanmistir. Diyaliz ile tuzlarin ve kigik molekilleri uzaklastiriimasinin ardindan
ters faz HPLC ile saflastirilip HRMS ile karakterize edilmigtir.

HRMS C163H253N54O48312 [M+4H]4+Z Hesaplanan 1032.1610, (")I(;Ulen 1032.1522

3.3.16.Lys-23 pozisyonu glisin modifiye edilmis klorotoksin sentezi

- N
NH
HaN //fo
. am gf N n/< P
HN \\< ’ Hs ‘Z]//NJQ:ASH
\ - HN.
ST oﬁ)\‘SH \s H. NYNH HAN, o
NH HN o\
~ ] Vo s 0 o b
\N/\OH g H w9 H w9 H g H w9 SHH 9 w9 w9 w o § SHH o O
A ALH 2L 2 Lr a0 g, SSRGS IS S RS NS
H By & o Looon : - el ooowm Hol A6
J r r R S g
HN"0 - o N NH NONH =SoH
NH, NH, NP HNYJ

Genel Lizin modifikasyon proseduri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C150H260N54045S11 [M+3H]**: Hesaplanan 1354.5575, Olclilen 1354.5485.
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3.3.17. Lys-23 pozisyonu glisin ile modifiye edilmis klorotoksinin katlanmasi

NS NH,
_NH
HZN)///O /<
[ - o ﬂ“ ™,
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HaN_NH o
e NH
o \‘O OH 04/
s D H w9 W 9 W 9 Q Y
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/S 01 o
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Genel katlama prosedirt kullanilarak saflastirilmis glisin modifiye klorotoksin
katlanmistir. Diyaliz ile tuzlarin ve kig¢uik molekilleri uzaklastiriimasinin ardindan

ters faz HPLC ile saflastirilip HRMS ile karakterize edilmigtir.
HRMS C150H25:N54045S11 [M+3H]**: Hesaplanan 1351.9280, Olciilen 1351.9317.

3.3.18. Lys-27 pozisyonu sistein modifiye edilmis klorotoksin sentezi

NH, o H ‘Jk/\

HN HS O H Y gy
HN

o. HoN__NH HZNMO
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sH S~ e
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NH, NH, A HN\”/k/SH

Genel lizin modifikasyon prosediri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.
HRMS C161H262N54045S12 [M+3H]**: Hesaplanan 1368.8868, Olciilen 1368.9327.

3.3.19. Lys-27 pozisyonu metiyonin modifiye edilmis klorotoksin sentezi

HNYNHZ
NH
HQN)////;
o, H
Qe o ué"“ Log
HN)&\&\ HS 0 ng/\SH
\s (&} 1S HN___NH HN N o
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© HN" 0 © NH NH, OH
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Genel lizin modifikasyon prosediri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.
HRMS C163H266N54045S12 [M+3H]**: Hesaplanan 1378.2305, Olclilen 1378.2374.

3.3.20. Lys-27 pozisyonu metiyonin ile modifiye edilmis klorotoksinin

katlanmasi

Genel katlama proseduri kullanilarak saflastiriimis metiyonin modifiye klorotoksin
katlanmistir. Diyaliz ile tuzlarin ve kig¢uk molekilleri uzaklastiriimasinin ardindan
ters faz HPLC ile saflastinilip HRMS ile karakterize edilmigtir.

HRMS C63H258N54048S 12 [M+4H]*": Hesaplanan 1032.1610, Olgiilen 1032.1771.

3.3.21. Lys-27 pozisyonu glisin modifiye edilmis klorotoksin sentezi
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Genel Lizin modifikasyon proseduri kullanilarak sentezlenmistir. Ham peptit ters

faz HPLC ile saflastirilip ardindan HRMS ile karakterize edilmistir.

HRMS C150H260N54045S11 [M+3H]**: Hesaplanan 1354.5575, Olciilen 1354.5110.
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3.3.22. Lys-27 pozisyonu glisin ile modifiye edilmis klorotoksinin katlanmasi

HNYNH
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’ 01 o
s
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Genel katlama prosedirt kullanilarak saflastirilmis glisin modifiye klorotoksin
katlanmistir. Diyaliz ile tuzlarin ve kig¢uik molekilleri uzaklastiriimasinin ardindan

ters faz HPLC ile saflastirilip HRMS ile karakterize edilmigtir.

HRMS C150H25:N54045S11 [M+3H]**: Hesaplanan 1351.9280, Olciilen 1351.8911.

3.3.23. imidazole-1-siilfonil azit, HCI tuzu (ISA.HCI) sentezi

Ny 2 -
+ 3 cl
Na _ N O\\S/’O N HN/\\N N O// \N/\\N+H
N‘K‘/’N cl-~>cl lw, \—/

Imidazole-1-sulfonyl azide,
HCl salt (ISA.HCI)

Literatlirdeki prosediire gére (Goddard vd, 2007), 50 mL asetonitril 3A molekiiler
elek ile gece boyu kurutuldu. Sulfiril klortr (4.00 mL, 50.0 mmol) 0 °C’deki 50 mL
asetonitril icindeki sodyum azit (3.20 g, 50.0 mmol) ¢bzeltisine damla damla
eklenmistir ve oda sicakliginda gece boyu karistiriimistir. Ardindan, 0 °C’deki bu
karisima imidazol (6.80 g, 0.10 mol) yavasca eklenip, 4 saat boyunca oda
sicakhginda karistirilmistir. 4 saatin ardindan, olusan bu karisim 100 mL etil
asetatla seyreltiimistir ve 100 mL distile su ve sulu sodium bikarbonat ¢6zeltisiyle
ikiser kez yikanmistir. Oranik faz MgSO, ile kurutulup filtre edilmistir. Ardindan
¢6zucunin ugurulmasi ile imidazole-1-silfonil azit sari renkli bir yagimsi sivi olarak
elde edilmistir.

Buz banyosunun icindeki 20 mL kuru etanole yavasca asetil klorlr (5.7 mL, 80
mmol) karistirllarak eklenmistir. Olusan ¢ézelti 0 °C’ye sogutulmus imidazole-1-
sulfonil azit Uzerine damla damla eklenmistir. Elde edilen sispansiyon filtre edilip,
100 mL soguk etil asetat ile ¢ kez yikanmigtir. imidazol-1-sulfonil azit, HCI tuzu
(ISA.HCI) %56 (5.9 g) verimle izole edilmigtir.
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"H NMR (400 MHz, D,O): & (ppm) 7.70 (1H, dd, J = 0.8, 1.7 Hz), 8.10 (1H, dd, J =
1.4, 1.7 Hz), 9.55 (1H, dd, J = 0.8, 1.4 Hz)

3.3.24. Fmoc-Dap-OH sentezi

. S
Q‘ o Mgy ——— O‘ %OH

YNHZ SNH,

O
Fmoc-Asn-OH Fmoc-Dap-OH

Literatlirdeki prosedire gore (Lau vd, 2011), Fmoc-Asn-OH (5.55 g, 15.6 mmol) iki
fazli asetonitril, etil asetat ve distile su (24 mL, 24 mL, 12 mL) cozeltisine
eklenmistir. Ardindan, olusan suspansiyona diasetoksiiyodobenzen (6.10 g, 18.8
mmol) gugli bir karistirma ile eklenmistir ve gece boyu bu sekilde karistiriimistir.
Buz banyosunda sogutulan karisim filire edilip 50 mL soguk etil asetat ile
yikanmistir. Ardindan elde edilen kati 70 °C’deki izopropil alkol icerisinde ¢ézUllp
yenidenkristallendirme yontemiyle Fmoc-Dap-OH %57 (2.9 g) verimle beyaz kati
olarak izole edilmigtir.

'H NMR (400 MHz, d-DMSO): & (ppm) 7.80 (2H, d, J = 7.4 Hz), 7.70 (2H, d, J =
5.5Hz), 740 (2H, t, J=7.2 Hz), 7.30 (2H, t, J = 7.0 Hz), 6.80 (1H, d, J = 4.6 Hz),
4.40-4.20 (3H, m), 3.70-3.85 (1H, m), 3.00 (1H, dd, J = 10.6, 4.1 Hz), 2.80 (1H, t,
J=10.5Hz).

3.3.25. Fmoc-Dap(N;)-OH sentezi

09 N\)L oy ———— 09 \)LOH

NH2 N3

Fmoc-Dap-OH Fmoc-Dap(N3)-OH

Literatlirdeki prosedire gore (Picha vd, 2017), Fmoc-Dap-OH (2.02 g, 6.22 mmol)
iki fazli metanol, diklorometan ve distile su (60 mL, 50 mL, 30 mL) ¢ozeltisinde
cozilimustir. CuSO4-5H,0 (10.0 mg, 0.040 mmol) ve iISA.HCI (4.04 g, 19.2 mmol)
olusan iki fazh ¢ozeltiye eklenip, pH sodium karbonat ¢Ozeltisi ile dikkatlice 9’a

ayarlanip gucli bir karistirma ile gece boyu birakilmistir. Ardindan 60 mL
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diklorometan karisima eklenerek sulu faz izole edilmistir. Organik faz 100 mL
doymus sodium bikarbonat ¢ozeltisi ile iki kez ekstrakt edilmistir. Butin sulu fazlar
birlestirilerek 100 mL dietil eter ile iki kez yikanmistir. pH konsantre HCI kullanilarak
2’ye ayarlanip, 100 mL dietil eter ile iki kez ekstrakt edilmistir. izole edilen organik
faz MgSOQy ile kurutulup, ¢ézlcl ugurulmustur. Fmoc-Dap(N3)-OH son olarak kolon
kromatografisi ile saflastinldi ve %77 (1.7 g) verimle bej kati olarak elde edilmistir.
'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.75 (2H, d, J = 7.5 Hz), 7.60 (2H, d, J = 6.2
Hz), 7.45 (2H,t, J=7.5Hz), 7.30 (2H, tt, J=7.5, 1.1 Hz), 5.70 (1H, d, J = 7.6 Hz),
4.60-4.75 (1H, m), 4.50-4.35 (2H, m), 4.20 (1H, t, J = 6.7 Hz), 3.70-3.85 (2H, m).

3.3.26. Azido klorotoksin tiirevi icin model azido peptit sentezi

HO O<__NH,
e ﬁ 0 b0
HZNWN\:)J\N N\__)J\N N\._)LNHZ
O t H O = H O =
~SOH SN,

S<

Mikrodalga peptit sentezi proseduiru kullanilarak mikrodalga uygulamadan oda
sicakliginda sentezlenmistir ve kenetlenme tepkimeleri 30 dakika, Fmoc kirma

tepkimesi ise 3+10 dakika surelerde yapilmistir.
HRMS C3H39N110+S [M+H]": Hesaplanan 622.2675, Olgiilen 622.2700.

3.3.27. Model peptit lizerinde proparjil alkol ile click tepkimesi

H2N/\(N\)}\ /¢ /5: \)kNHZ

N \ OH S\
N

/Il

Z\

Kati fazda click tepkimesinin genel proseduiriu kullanilarak proparjil alkol ile

sentezlenmigstir. Ham peptit HRMS ile karakterize edilmigtir.

HRMS CH43N11041S [M+H]": Hesaplanan 718.2937, Olciilen 718.2996.
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3.3.28. Model peptit iizerinde proparjil amin ile click tepkimesi

HN/\H/N\)J\ /¢ g \)LNHZ

:\
N LNHQ S\
N

Kati fazda click tepkimesinin genel prosedirl kullanilarak proparjil amin ile

sentezlenmigstir. Ham peptit HRMS ile karakterize edilmigtir.
HRMS CsH4sN12,0+0S [M+H]": Hesaplanan 717.3097, Olciilen 717.3148.

3.3.29. Azido klorotoksin sentezi

2

NH, o H . Jk/\

HN HS: O H Y gy
O HoN__NH HN,

%is H/ ZrOH SH \ INH \ \©\OH

NH, NH, NP NH, NH,

Dogal klorotoksinin histidin-10 yerine Fmoc-azidoalanin kullanilarak, mikrodalga
peptit sentezi prosedirli ile mikrodalga uygulamadan oda sicakliinda
sentezlenmigtir ve kenetlenme tepkimeleri 30 dakika, Fmoc kirma tepkimesi ise
3+10 dakika surelerde yapilmistir. Kaiser testi ile pozitif veren kenetlenme
tepkimeleri sonrasinda sentez tekrarlanmistir.

HRMS C;55H254N54,047S11 [M+H]": Hesaplanan 3976,62 Olglilen 3976,63

3.3.30. Matriks  Metalloproteinaz-2'nin Klonlanma, Ekspresyon ve

Saflasgtiriimasi

MMP-2 cDNA’sini iceren pGelA pBSSK- plazmidinden pET5a vektérine alt
klonlamasi detaylari Goncalves ve ark. [1] tarafindan verildigi sekilde yapilmistir.
Prosediirdeki tek fark saflastirma amaciyla enzimin N-terminal ucuna bir HisTag
(6xHis) yerlestiriimesi olmustur. MMP vektorinin E. coli DH5 alpha susuna
transformasyonu CaCl2 metoduyla gerceklestiriimistir. Plazmid propagasyonu

ardindan plazmid purifikasyonu vyapilmis ve saflastirlan plazmid uygun
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restriksiyon enzimleriyle kesilerek yerlestirilen genin dnce boyutu, ardindan da
ODTU Merkez Laboratuvar Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Ar-Ge Merkezi'nden

alinan sekanslama hizmetiyle DNA dizilimi teyid edilmistir.

Protein ekspresyon calismalarina propagasyon susu olan E. coli DH5 alpha’dan
izole edilen pET5a-MMP2 vektorinin bir ekspresyon susu olan E. coli BL21 DE3’e
transformasyonuyla baglanmistir. Amfisilin ve kloramfenikol antibiyotikleri iceren
agar besi ortaminda secilimi yapilan transforme olmus kolonilerin 10 litre LB (Luria
Broth) besi ortaminda sivi kiltlri yapiimis ve 600 nm’de optik yogunlugu 0.5’e
ulasan kdltirler 100 uM IPTG kullanilarak indiklenmistir. indiikleme sonrasi 18
saat 18 C’de inkiibasyonu yapilan kiltirlerden santriflij sonrasi bakteri hicreleri
toplanmistir. Toplanan hicreler yikama sonrasi proteaz inhibitorleri iceren Tris
tampon solisyon icerinde Fransiz basing odasi (French Press) kullanilarak
parcalanmistir. Yuksek hizli santrifiij yoluyla hiicre parcalari ¢okturilmus ve elde
edilen lizat HisTrap afinite kolonlarina yuklenerek 0-500 mM imidazol gradyanti
kullanilarak saflastirma gergeklestiriimistir. Diyalizasyon ve liyolifilizasyon
asamalari sonrasi kullanima hazir hale getirilen protein -20 C’de saklanmistir.

Protein Uretim verimi 0.04 mg/L kultur olarak hesaplanmistir.
3.3.31. MMP2 Aktivite Testi

Aktivite testleri icin Anaspec marka SensoLyte MMP2 Activity Assay Kkiti
kullanilmistir. SensolLyte kiti bir ucunda susturucu (quencher) diger ucunda
floresan isaretleyici tasiyan bir MMP2 substrati peptidin enzimatik reaksiyonla
kesilmesi sonucu ortaya c¢ikan floresan sinyalin tespitine dayanmaktadir.
Calismalar 24 C de 10-100 ng/mL MMP2 enzim konstantrasyonunda, inhibit6r
(CLTX ve turevleri) yoklugu (0 uM) ve varliginda (1 ve 10 uM) gerceklestirilmistir.

3.3.32. izotermal Titrasyon Kalorimetrisi
ITK deneyleri, iki farkh sicaklikta (25 ve 37 C), 1 uM CLTX peptidinin 10 uM MMP2
enzimine, aralarinda 3 dakika fark olan toplam 29 adet enjeksiyonla titrasyon

edildigi deneysel parametreler kullanilarak gergeklestiriimistir. Tampon sollisyon
olarak 20 mM HEPES ve 50 mM NaCl (pH 7.5) kullanilmigtir.
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3.3.33. Yiizey Plazmon Rezonans

Yizey Plazmon Rezonans (YPR) deneyleri Orta Dogu Teknik Universitesi
Biyomalzeme ve Doku Mihendisligi Mikemmeliyet Merkezi (BIOMATEN)
biinyesinde yer alan BioNavis 210A model YPR cihazinda gercgeklestirilmistir. Altin
yluzey Uzerine CMD (karboksimetil dekstran) kaplanmis YPR cipleri lzerine
EDC/NHS kimyasi kullanilarak ~ MMP2  enziminin immobilizasyonu
gerceklestiriimigtir. Ligand immobilizasyonun ardindan ylizeyde serbest halde
kalan karboksil gruplarinin bloke edilmesi amaciyla etanolamin kullaniimistir.
SensoOr yilzeyinin bloke edilmesinin ardindan farkli konsantrasyonlarda analit
(klorotoksin ve tlrevleri) sollisyonlari enjekte edilmis ve her enjeksiyon sonrasi

ylzey yikanip (NaCl / NaOH) bir sonraki analit enjeksiyonu icin hazirlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Klorotoksin modifikasyonlarindan énce dogal klorotoksinin sentezlenip katlanmasi,
hem sentezin hem de katlanma prosedurinin galisip ¢alismadigini gérmek, hem
de aktivitelerini 6lgerken referans maddesi olmasi agisindan olduk¢a énemlidir.

Bu nedenle genel mikrodalga sentez prosediiri ile klorotoksin sentezlenmistir ve

ham halinin ters faz HPLC kromatogrami Sekil 4.1°’de gésterilmektedir.

Sekil 4.1. CLTX’nin sentezinin ardindan elde edilen ham peptit kromatogrami (210

nm).

Ham haline yapilan HRMS o6l¢timleri sonucu klorotoksinin kiitlesine denk gelen
piklerin gorilmesinden sonra yari preparatif ters faz C18 HPLC kolonu (2,5 x 100
mm) kullanilarak ham peptit saflastiriimis ve cihazdan toplanan fraksiyonlar analitik
C18 HPLC kolonlari ile test edilmistir. Buradan elde edilen fraksiyonlara yapilan
LC-MS analizleri sonucu CLTX peptiti iceren saf fraksiyonlar (>%90) toplanarak
liyofilizatére konularak kati beyaz toz olarak elde edilmistir. Saf fraksiyonlarin
HPLC kromatogrami ile kolonsuz LC-MS analizi asagidaki gibi elde edilmistir (Sekil
4.2).
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1334.8724

[M+3H]*
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Sekil 4.2. Saf CLTX’nin ters faz HPLC kromatogrami (210 nm) ve kiitle spektrumu.

Oncelikle HPLC spektrumunda 12,9 dakikada gelen pikin CLTX e ait oldugu kiitle
spektrumu ile dogrulanmistir. CLTX'nin beklenen tek yukli molekiler iyon piki
4000,6’dir. Ancak bu kadar buyuk kutleler cihazlarda gériimemekte ve bu nedenle
+2, +3 gibi farkh ylklere sahip molekl iyon piklerinin gériilmesi oldukga yaygindir.
Buradaki dlgimde de CLTX’nin +3, +4, +5 ve +6 yiUklere sahip molekiler iyon

pikleri agikga gorulmektedir.

HPLC kromatogramindaki 8-12 dakikalar arasindaki dalgalanmalar ise
laboratuvarimizdaki o guinlerde kurtulamadigimiz HPLC cihazindan kaynakl sabit

kontaminasyonlardir.

Bunun ardindan literatirdeki katlanma prosediri ile klorotoksinin aktif hale
getirilmistir ve diyaliz ile iyonlarin ve kigik molekillerin uzaklastirilmasinin

ardindan ters faz HPLC ile tekrar saflastiriimistir.

A
x104 [+ESI Scan (11,693 min) Frag=250,0% CLTX - FP.d [M+3H]3*
7 13328675
S- A
[M+4H]4*
54 999,9028
44
34
2] ] [M+2H]2*
[M+5H]>* 1998,2948
14 799,9243
n-,_M i ' 144“ "

200 400 GO0 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)
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B
x104 [+ESI Scan (11,692 min) Frag=250,0V CLTX - FP.d
1998 2948
1.24 1999,2983
1 1957.7976
08 1999,7963
06 [M+2H]*
: 19972913 20002955
04
02 ‘
1995 19955 1996 19965 1997 19575 1998 19985 1999 19995 2000 2000.5 2001 20015 2002 20025 2003

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.3. A. Katlanmis CLTX'nin kiitle spektrumu. B. [M+2]** nin biiyiitiimiis hali.

Kitle spektrumlarinda da géruldigi gibi katlanmig CLTX’nin molekdl iyon piki
3992,57 bulunmustur ki beklenen deger de 3992,56'dir. Katlanmamis CLTX ile
katlanmis CLTX arasinda 4 tane —SH grubunun —S-S- olusturmasindan kaynakl 8

tane hidrojen atomu farki vardir ve bu fark HRMS sonucu net olarak gorilmektedir.

Burada bir agiklama yapmaliyiz ki + molekul iyon piki gériinmeyip +2, +3 gibi ¢cok
yuklu iyon piklerinin géruldigi HRMS datalarinda, tek izotop lzerinden kutlenin
hesaplanmasi sonucu elde edilen deger ile dlgimdeki en yiksek siddete sahip
degil de Gauss egrisi seklinde gorilen kitle degerlerinden en kiglgtine goére
alinmasi durumunda karsilastirmak mumkin olmaktadir (Sekil 4.3.B.). Yani tek
izotop kutle degeri, ortalama kitleden her zaman kiglk c¢ikmaktadir. Kiguk
molekullerde molekiiler iyon piklerinin kiitle degerlerinin dagilimina baktigimizda
en siddetli gelen pik zaten en kiguk deger yani tek izotop Uzerinden hesaplanan
deger ¢iktigi icimn bdyle bir durumla karsilasiimamaktadir. Bu buyik molekillerde
+2 ve Ustl ylUklerde Gauss egrisi seklinde bir dagilim ¢iktigindan bir kafa

karisikligina sebep olmaktadir.

4.1. Kimyasal Peptit Modifikasyonu

Peptitlerin kimyasal modifikasyonlari i¢gin uygulanan en genel yontem, sistein
amino asiti Uzerindeki tiyol fonksiyonel grubunun gérece fazla reaktivitesinden
faydalanip secici olarak tepkimeye sokulmasidir. Bu yontem sayesinde, diger aktif
gruplara dokunmadan sisteinlerin modifikasyonu mimkindir. Ancak CLTX'de
bulunan 8 sistein de disulfur badi ile baglandigindan dolayi bu strateji, CLTX igin

muimkin degildir.
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Sisteinden sonra en kolay modifikasyon yapilan amino asit de birincil amin grubu
iceren lizindir. Klorotoksin tzerinde toplam 3 tane lizin vardir. Bu lizinler, EDC/NHS
kenetlenme tepkimeleri ile diger amino asitlere dokunmadan segici olarak modifiye
edilebilmektedir (Akcan vd., 2011).

41.1. Lizin Modifikasyonu

Klorotoksin tzerinde bulunan lizin amino asitlerinin, yan grubunun modifikasyonu
ile Zn?"’ya iyi baglanan bir ligant haline getirilmesi kararlastirilmistir. Bu ligantin da

tercihen tiyol tirevi olmasi, sulflir atomunun Zn?"

ya karsi olan istemligi nedeniyle
tercih edilmistir. Ancak CLTX Uzerinde 3 adet lizin grubunun olmasindan dolayi,
bunlarin segici olarak teker teker tiyollenebilmesi icin kimyasal peptit sentezi
sirasinda tiyollenmeyecek olan lizinlerin farkh bir koruyucu grup ile korunmus
halleri kullanilip, peptit sentezi ve tiyollemenin ardindan bu koruma grubunun
kaldiriimasi gerekmektedir. Bunun icin de Fmoc ve tBoc koruma gruplarina
ortogonal olan, yani asidik ve bazik ortamda kirilmayan ama hidrojenleme ile

kirilabilen Cbz koruma grubunun kullaniimasi kararlastiriimigtir.

Proje 6nerisinde Lizin Uzerinde takilmasi hedeflenen 3 farkli grup vardi. Bunlar

Sekil 3.9'de verilmigtir.

NH
B e §5 —— §5
N-siiksinimidil N-siiksinimidil
S-asetiltiyopropiyonat S-asetiltiyoasetat

2-iminotiyolan
Sekil 4.4. Lizinlerin farkli karbon zincirlerine sahip bir sekilde tiyollenmesi igin

projede kullanilmasi énerilen reaktantlar.

CLTX modifikasyonlarinin tepkimelerini elde etmesi uzun ve zahmetli bir sire¢
sonrasindaki katlanmis CLTX lzerinde yapmak yerine, onun kiguk bir modeli
Uzerinde bu tepkimeleri optimize edip, yontemlerini oturttuktan sonra gergek
katlanmis CLTX Uzerinde yapilmasina karar verilmistir. Bu sayede uzun iglemler
sonucu elde edilen CLTX'in bos yere optimizasyonlarda harcanmasinin 6niine

gecilmistir.
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Ayrica bu kisa peptitlerin 6zellikle mikrodalga altindaki sentezlerinin verimleri
oldukgca yuksek olmakta ve HPLC analizine ve saflastirimasina ihtiyag

duyulmadan dogrudan LC-MS ile analiz etmek mimkin olmustur.

Bu amagla, CLTX’in Uzerinde modifikasyon yapilacak Lys15’'in etrafindaki amino
asitleri iceren 5 amino asitten olusan Ala-Arg-Lys-Cys-Asp peptiti
sentezlenmigtir. Ancak sentezi yaparken Lys amino asitinin korumasi Mtt olarak
secilmistir. Proje 6nerisinde de anlatilan secici olarak sadece bu koruma grubunun
kaldiriimasi ve peptitin hala regine tUzerindeyken modifikasyon yapilmasi mimkin

hale gelmisgtir.

Rink amit recine kullanilarak Mtt koruma gruplu Lys ile bu 5li peptit sentezlenmisgtir.
Recine lizerinden kirmadan sadece 5-10 mg’ini alip regine Gzerinden kirip LC-MS

ile analiz edilip peptitin sentezinin yapildigi dogrulanmistir (Sekil 4.5).

«103 |VwWD1 - Adbsorbance Sig=220 msk cp.d

n
1.24 [

|
‘ |
0.8 |

0.6

0.4 ‘ “

of ||

i 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12 13 14 15 18 17 18 19
Response Units vs. Acquisition Time (min)

#1068 [+ES| Scan (2,547 min) Frag=250,0% msk cp.d
3.254 5913129
31 HN

2.754 Y

25 HN

2.254
24 (e}

HS
1759 2 N N NH,
5 H oo H oo OH
1.25
11 0
NH

NH,

0.75
0.5 2
0.25
[ I PP EPUROUIPIIN | N RN .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1300 2000
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)

Sekil 4.5. Ala-Arg-Lys-Cys-Asp peptitinin LC kromatogrami ve kitle spektrumu.
Beklenen kiitle = 590,31. Olgiilen [M-H]* = 591,31.

Sentezin basarili oldugunun gérilmesinin ardindan regine Uzerindeki peptitin

sadece Lys Uzerindeki Mtt koruma gurubu oda sicakliginda, dokuz kez, lger
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dakika sureyle, 0,85 mL hacimce %1.8’lik TFA/DCM c¢dzeltisiyle muamele edilerek
uzaklastiriimistir [4].

Lys’in amin grubunun aciga ¢ikti§i ise peptit sentezi sirasinda da sik sik kullanilan
Kaiser testi ile serbest NH, grubunun gdérsel olarak ninhidrin ile gérilmesinin
saglanmasi ile dogrulanmistir. Bunun ardindan peptit modifikasyonlarinda
kullanilacak olan iminotiyolan ve NHS esteri ile korunmus merkaptopropiyonik
asitin disulfurG ile regine Uzerinde ayri ayri tepkimeye sokulmustur. Tepkime
serbest NH; grubunun Kaiser testi ile kaybolmasi gériilene kadar surdiriimustar.
Merkaptopropiyonik asitin icin bu sitre 14 saat olmustur. Ancak iminotiyolan
yapilan uzun tepkime sirelerine ragmen Kaiser testinde serbest amino grubunun
oldugunu gdstermistir. Serbest amin gruplarinin iminotiyolan ile tepkimesi sonucu
olusan fonksiyonel grubun Kaiser testinde yalanci pozitif sonu¢ vermesi ihtimaline
karsilik tepkime 36 saat sonrasinda sonlandiriimis ve reginesinden kirilan peptit
LC-MS ile analiz edilmistir. Ancak, iminotiyolanin gergekten de tepkimeye
girmedigi gdézlemlenmistir. Merkaptopropiyonik asit ile yapilan sentezde ise peptite
iki tane merkaptopropiyonik asitin takildigi kitle spektrumundan gérialmustur (Figir
7).

Bu durumun distilfir ile birbirine bagli iki tane merkaptopropiyonik asit NHS esteri
kullaniimasindan kaynakli oldugu disinilmektedir. Zira, tepkime ortaminda regine
Uzerinde sadece bir tanesi ile tepkimeye girmesinin ardindan, peptitin regineden
kirllmasi esnasinda ortaya ¢ikan serbest N ucunun da NHS ile tepkimeye girerek

merkapto propiyonik ile amit yapmis oldugu distnulmektedir.

4105 |+ESI Scan (2,545 min) Frag=250,0v MSK-CP2MPA.d
24 765.2849
221 HN<_NH,
" HN
1.8
1.6 Hs
o M AT
| N N NH
1.2 \/\[( w)J\H N ,
N O o] 0 OH
0.8- T
0.6
044 2089799 HS NH
024 | | \/\Cf)(
l]-r_-ll“ L RN l L i

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)

Sekil 4.6. iki adet merkaptopropiyonik asit takiimis 5'li peptitin kiitle spektrumu.
Beklenen kiitle = 764,3. Olgilen [M-H]" = 765,3.

Bunu engellemek icin regine Uzerinde yapilan tepkimenin ardindan tepkime

karisiminin DTT (Ditiyotreitol) ile muamelesi sonucu S-S baginin kirilmasi ve
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yikanmasinin ardindan ikinci bir NHS esterli merkaptopropiyonik asitin ortamdan
uzaklasmasi saglanmistir ve recineden peptitin kirllmasinin ardindan sadece bir
tane merkaptopropiyonik asitin takildigi peptit elde edilmistir ve kitle spektrumu ile

dogrulanmistir (Figur 8).

%105 [+ESI Scan (1,429 min) Frag=250,0v MSK-CP2-MPA.d
Ly 679,2987
0.9
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HNYNHZ
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064 2 T)LH N NH,
15, o) o) OH
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o)

0.4
0.3

0.2
2083734

S .

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
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Sekil 4.7. Sadece bir adet merkaptopropiyonik asit takilmis 5’li peptitin kitle
spektrumu. Beklenen kiitle = 678,3. Olgiilen [M-H]" = 679,3.

Sonug olarak model peptit Gzerine merkaptopropiyonik asitin takilmasi basarih
olurken, iminotiyolan tepkime silresinin uzatimasina ragmen peptite

takilamamigtir.

Ancak yapilan model peptit calismalarindan sonra klorotoksin Gzerinde NHS esteri
ile korunmus merkaptopropiyonik asitin disulfirin tepkimesi sonucu, DTT
kullaniimasina ragmen yine iki tane merkaptopropiyonik asit triin olustugu HRMS
ile goérulmastir. Ham Griinde bir tane merkaptopropiyonik asit takilmis ¢ok az
miktarda bulunmustur ancak bu iki Griind birbirinden ayrilmasi mimkin olmamistir.
Farkh esdeder miktarlarda denenmesine ragmen bu durum maalesef

degismemistir.
Bu nedenle hizl bir sekilde B plani distnuldi ve bu reaktantlarin sirasi ile 4, 3 ve

2 karbon uzatmasindan yola gikarak benzer iglevi yapacak ve ¢ok daha kolay bir

sekilde takilacak asagidaki molekuller disinilmustar (Sekil 4.).
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HaC OH HS OH HN QkOH
NH, NH,
Metiyonin Sistein Glisin

Sekil 4.8. Lizinlerin farkli karbon zincirlerine sahip sekilde uzatilmasi igin kullanilan

amino asitler.

Bu molekiller hem zaten laboratuvarimizda bulunan amino asitler hem de
takilmasi igin kullanilan peptit bagi zaten peptit sentezinde de kullanilan reaktantlar
kullanilarak da yapilabilecek bir bagdir. Sadece glisin takilmasi durumunda ugta
bulunan atom silfir yerine azot olarak kalacaktir. Bu da kabul edilebilir bir
degisikliktir, azot atomunun da metal koordinasyonundaki etkinligi

disinuldiginde.

Model peptitler izerinde dncelikli olmak tGzere bu gruplar istenilen lizinlere peptit
sentezi sonrasi regine Uzerinden peptitleri kirmadan sadece Lizin Uzerindeki
koruma grubu olan Mtt'nin segici olarak kirilmasi ve ardindan serbest kalan amin
grubu Uzerine bu gruplarin ayni birer amino asit takar gibi HBTU ve DIEA
ortaminda basar ile takilmistir. Asagidaki sekil 4.9°”da bu molekillerin kitle

analizleri gosterilmektedir.

%106 [+ES| Scan (4,691 min) Frag=250,0% MSK-CP2-G.d [M+H]*
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Sekil 4.9. Sirasiyla glisin, sistein ve metiyonin takilmis model peptit kitle

spektrumlari.

4.1.2.

Klorotoksinin lizin modifikasyonlarinin sentezi

Model peptit Gzerine basari ile takilmalarinin ardindan esas peptit CLTX, 15.

Pozisyonu Mtt ile korulu Lizin olarak sentezlenmistir. Sentezinin ardindan regine

Uzerinden alinan kig¢uk bir numune alinip TFA ile kinlmasinin ardindan yapilan

kitle analizi ile sentezin basari ile gerceklestirildigi anlasiimistir (Sekil 4.10).
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%104 [+ESI Scan (11,936 min) Frag=250,00 CLTX - MTT.d
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Sekil 4.10. Lys-15 pozisyonu Mtt koruma gruplu sentezlenen CLTX’nin kitle

spektrumu.

Bunun ardindan elde edilen regine Uzerindeki peptit Gge bdlinerek, her birinin
Uzerindeki Mtt koruma grubu secici olarak DCM igerisinde %1,8 TFA ile kirilmis ve
Kaiser testi ile de serbest amin grubu dogrulandiktan sonra sekil 3’'te verilen amino
asitler (Glisin, metiyonin ve sistein) HBTU ve DIEA peptit bagi yapma yontemi ile
takilmistir. Ardindan yapilan Kaiser testi ile de serbest amin grubunun kalmadigi
g6zlemlenmisgtir.

Bunun ardindan peptitler regineden tamamen kirilip, liyofilizatér aracihdi ile
kurutulduktan sonra ham hallerinin HPLC ve kitle analizleri yapiimistir ve Sekil

4.11’deki sonuglar elde edilmisgtir.

1: TOF MS ES+
19212
18708_20161028_-LC020139(1.500)Cm (3741) 1:TOF MS ES+
00 Z 27406
. e0s2mg
2T e21.208 M+5H]>* 4+
54209 ooy (Ms5H] (Ms3H] [Me3H)
2 le222017, 718.363%67e0 3838 775 2773 3 fozea7] X2
aezwmfss = F,uzfteeauzse ( M ogs 200 . 33;‘135,&1.3,,‘377?‘ 3‘50 el somn T2 mmm“m TEBD| e meas e 29T
swor0 o B2 L3 Ry 10811807 e 225646 14412397
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x104
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[M+2H]?*
2053,7594

Sekil 4.11. Glisin (A), Metiyonin (B) ve sistein (C) ile fonksiyonlandiriimig CLTX’nin
kiitle spektrumlari. A’da [M+3H]** olarak isaretlenmis 1354,5535 degeri 4060,82
olan glisin takili CLTX’nin kiitle degerini vermektedir. Benzer sekilde B’de [M+3H]**
olarak isaretlenmis 1378,8820 degeri, 4133,67 olan metiyonin takili CLTX kitle
degerinin vermektedir. C'de ise 1369,1975 degeri [M+3H]** olarak sistein takili

klorotoksinin kitle degerini vermektedir.

Lys-23 ve Lys-27 icin de ayni sekilde benzer sekilde tekrar edilerek glisin,

metiyonin ve sistein modifiye klorotoksin tirevleri elde edilmistir.

105 |+ESI Scan (10,128 min) Frag=120,0v MSK-CLTX-K23-G.d
677.6193

45 [M+6H]%*
4 [M+7H]"*
35
3+ 5+

M+5HJ?
254 813,1408 M+4H]*
24 1016,1746
1.5

M+3H?
1 1354 5634
05
L 7 —T 7 e T T T T T
200 400 GO0 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)
105 |+ES| Scan (10,129 min) Frag=1200v MSK-CLTX-K23-M.d
454 432,2531
4
35- M+6H]S
2] £30,1395
25 [M+7H]’
2 MeSHP:
154 827 965 [M+4H]*
1034,4564
1 M+3H**
054 1379,2715
e e - - - : : T : r .
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

Counts vs. Mass-to-Charge [m/z)

45



N4

TUBITAK

x10 5 |+ESI Scan (10,093 min) Frag=120,0V MSK-CLTX-K23-C.d
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Sekil 4.12. Lys-23 pozisyonu glisin (A), metiyonin (B) ve sistein (C) ile

fonksiyonlandiriimig CLTX’nin kutle spektrumlari.

x10 4 |+ESI Scan (0,302 min) Frag=250,0V SAMPLE 02.d
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x10 4 [+ESI Scan (0,264 min) Frag=250,0V SAMPLE 12.d
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Sekil 4.13. Lys-27 pozisyonu glisin (A), metiyonin (B) ve sistein (C) ile

fonksiyonlandiriimig CLTX’nin kutle spektrumlari.

4.1.3.

Azido klorotoksin tiirevinin sentezlenmesi

Azido klorotoksinin sentezinden 6nce hem azit tiirevi sentezinin hem de click

tepkimesinin optimizasyonu igin dncelikle bir model peptit sentezlenmistir. Bunun

icin, GTDXaaQM dizilimi klorotoksinin His-10 pozisyonu etrafindaki dizilim olarak

secilmigtir. Xaa yerine Fmoc-azidoalanin kullanilarak yapilan sentezde mikrodalga

kullaniimasi durumunda basarisiz olundugu goérulmustir. Bunun Uzerine sentez

mikrodalgasiz bir sekilde tekrar edilmistir ve elde edilen ham peptitte yapilan

HRMS analizi sonucu azitli peptitin sentezlendigi gérulmustir (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. Azitli model peptitin HRMS spektrumu.
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Sentezin basari ile gerceklesmesinin ardindan recine Uzerinde click tepkimesi

gerceklestiriimistir ve sirasi ile progarjil alkol ve proparjil amin ile bakir(l)

katalizorliglinde tepkimeye sokularak triazol tlrevleri elde edilmistir (Sekil 4.15).

A
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Sekil 4.15. Proparijil Alkol (A) ve proparjil amin (B) ile elde edilen click trinlerinin
HRMS spektrumlari.

Model peptit Uzerinde istenilen peptit elde edilmistir ancak bir ¢cok safsizlik
icermektedir. Ham halinin HRMS analizi ile tGrtnin olustugu gézlemlendikten sonra
klorotoksin Uzerinde ayni ydntemle sentez gergeklestiriimisti. Bunun igin
mikrodalga kullaniimadan ve His-10 yerine Fmoc-azido alanin tirevi ile yapilan
sentez sonunda azitli klorotoksin tlrevi basari ile sentezlenmistir ve HRMS ile
dogrulanmistir. Ayrica yapilan FTIR dlgimd ile de yapinin igine azit fonksiyonunun

girdigi gosterilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Azido klorotoksinin HRMS spektrumu (A) ve FTIR spektrumu (B).

Elde edilen azido klorotoksin tilrevi regine Uzerinde ters faz HPLC ile
saflastinldiktan sonra proparijil alkol ve proparjil amin ile bakir (1) katalizérliginde
click tepkimesine sokulmustur. Tepkimenin gerceklesip gerceklesmedigi FTIR ile
takip edilmistir ve 24 saat sonrasinda 2200 cm’' civarindaki azit pikinin kayboldugu

gorulmustur (Sekil 4.17)

Sekil 4.17. Azido klorotoksinin click tepkimesi sonrasi FTIR spektrumu.

Ancak peptitin regineden kirilip HRMS ile karakterizasyonu sonrasinda istenien
triazol  turevlerinin  olusmadi§i  gorilmistir.  istenilen  kitle  degeri
g6zlemlenememistir. Bu durumda azit triazol olusturup FTIR spektrumunda
ortadan kaybolmasina ragmen, tepkime kosullarinda peptitin pargalandigi
dusunulmektedir zira elde edilen HRMS spektrumunda sadece molekil agirlig
1000’in altinda peptit fraksiyonlari goriimustir. Model peptit ile yapilan click
tepkimelerinde de oldukga fazla safsizlik olusmaktaydi ve maalesef klorotoksin ile
yapilmasi durumunda esas Urln hi¢ elde edilememistir.

Bu durumda histidin modifikasyonunun sentezi basarisizliga ugramistir.
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4.2, Klorotoksin ve tiirevlerinin katlanmasi

Elde edilen Lys-15 modifiye klorotoksin tlrevlerinin katlanma islemleri dogal
klorotoksinin katlanma prosedirl ile gergeklestiriimistir. Bunlardan glisin ve
metiyonin igerenler basarili bir sekilde gergeklesmistir (Sekil 4.18).

67626

818
[M+6H]E

[M+4H]*

[M+3H]*

(125)
6213160

6353222502 577

[M+4H]*
1032.3951
1032.1438.J1033.1442
10018017

Sekil 4.18. Lys-15 pozisyonu sirasi ile glisin ve metiyonin ile modifiye edilmis

klorotoksin turevlerinin HRMS sonuglari.

Katlanmamis halleri ile aralarindaki 8 hidrojen kitle farki tim disilfir baglarinin

olustugunu géstermektedir.

Ancak sistein ile modifiye klorotoksin tlrevinin katlanmasi sonucu karmasik bir
kitle spektrumu veren bir peptit karisimi olusmustur. Bunun nedeni ile olarak
sisteindeki serbest tiyol gruplarinin katlanma prosedtiri sirasindaki pH 7’de aktif
olmasindan dolay! klorotoksin i¢erisindeki bazi peptit baglarini kirip hidroliz oldugu
dusunulmektedir. Benzer sekilde Lys-23 ve Lys-27'nin sistein ile modifikasyonu

tirevinin katlanmasindan karmasik Grinler cikmistir. Buradan cikan sonugla
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serbest tiyol grubu iceren bir modifikasyonun katlanmasinin oldukga gli¢ oldugu

ortaya cikmistir.
43. MMP2 aktivite élgiimleri

Bu katlanmis haldeki klorotoksin ve klorotoksinin Lys-15 Uzerinden glisin ve
metiyonin tlrevlerinin MMP2 aktivitesine ticari kit ile bakildiginda ortaya c¢ikan
sonuglar oldukca sasirticidir. Oncelikle dogal klorotoksin kullanilarak katlanma
islemi sonucunda aktif klorotoksin olusturulup olusturulmadigi dogrulanmistir.
Sensolyte kiti bir ucunda susturucu (quencher) diger ucunda floresan isaretleyici
tastyan bir MMP2 substrati peptidin enzimatik reaksiyonla kesilmesi sonucu ortaya
cikan floresan sinyalin tespitine dayanmaktadir. 24 °C de 10-100 ng/mL MMP2
enzim derisiminde, inhibitér (CLTX) yoklugu (0O uM) ve varliginda (1 ve 10 yM)
gerceklestirilien deneylerde elde edilen kinetik egriler Sekil 4.19’te verilmektedir.
MMP2 enzimi ortamda CLTX bulunmuyorken maksimum aktiviteyi gosterirken,

artan miktarda inhibitdr eklenmesi enzim aktivitesini disirmektedir.

0 uM CLTX
2.0x107 4

1 uM CLTX

S 10 pM CLTX
EL 1.0x107 -

0 ]' ' '|' ]' '|"Blank
l | s00l I 1boo

Time (s)

Sekil 4.19. CLTX'in MMP2 Aktivite inhibisyon Grafigi.

Bu aktivite dlgim deneyleri gostermektedir ki sentezlenen klorotoksin gercekten
de dogru bir sekilde katlanmaktadir ve beklenen biyolojik aktiviteyi gostererek
MMP2 enzimini inhibe etmektedir.

Ancak modifiye klorotoksin tlirevlerinin sonugclari olduk¢a sasirtici olmustur. Bu

sonuglar asagidaki sekil de 6zetlenmektedir (Sekil 4.20):
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Sekil 4.20. Klorotoksin ve tirevlerinin MMP2 aktivite grafigi.

Klorotoksinin MMP2 aktivitesini inhibe ettigi yine goérilmekle birlikte Lys-15
pozisyonu glisin (K15G) ve metiyonin (K15M) ile modifiye edilmis klorotoksinin

MMP2 aktivitesini azaltmak yerine arttirdigi gérilmektedir.

Elde edilen bu sonucun ardindan diger lizin pozisyonlarinin (Lys-23 ve Lys-27)
modifikasyonlari (K23G, K23M, K27G, K27M) sonucu elde edilen peptitlerin
aktivite sonuglarina bakildiginda da farkli bir durum ortaya ¢gikmamistir. Lys-27’nin
muhtemelen MMP2 ile etkilesime girmeyen boélgede kaldigi ve bu kisma yapilan
modifikasyonlarda MMP-2 aktivitesinde belirgin bir degisiklik yapmadigi
goérulmemektedir ve dogal klorotoksin ile benzer sonuglar gostermektedir. Lys-23
Uzerinden yapilan modifikasyonlar da Lys-15 kadar olmasa da MMP-2 aktivitesini

az da olsa arttirmaktadir.

Bu beklenenin tam tersi olan aktiviteyi agiklamak icin literatirdeki klorotoksin
benzeri yeni peptit calismalarina baktigimizda, 2016 yilinda yayimlanan bir
makalede (Ali 2016), Klorotoksin ile benzer peptit sekansina sahip ve (¢ boyutlu
katlanmis hali klorotoksin ile olduk¢a benzeyen Bs-Tx7 peptitinin MMP2 aktivitesini

arttirdig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.21. Klorotoksin (1CHL), GaTx1 ve Bs-Tx7 peptitlerinin (¢ boyutlu
yapilarinin karsilastiriimasi (Ali 2016).

Literatlirdeki bu calisma ve bizim elde ettigimiz beklenmedik sonu¢ gostermektedir
ki, klorotoksinin U¢ boyutlu katlanma yapisindaki en ufak bir degisiklik bile
aktivitesini oldukca c¢ok etkileyebilmekte ve hatta inhibisyon yerine aktivasyon
yapmasina neden olabilmektedir.

Bizim projeye basladiktan sonra ¢ikan bu makalede de goérildigu gibi esasen
klorotoksin zerine yapilan modifikasyonlar her ne kadar ana katlanma igin kritik
olmayan aminoasitler Gzerinde yapilmis olsalar da Ug¢ boyutlu yapisinda neden
olduklari ufak degisiklikler nedeni ile MMP2 enzimi ile farkh bir etkilesime
girmekteler ve bu nedenle inhibisyon yerine aktivasyon gorilmektedir.

Bu durum esasen, bu projenin amaci olan klorotoksinden daha iyi bir inhibitor elde
etmeyi derinden etkilemektedir ve gorilmektedir ki klorotoksin Uzerinden
modifikasyon yaparak bu amaca ulasmak oldukga zor gériinmektedir. Ancak yine
de bdylesi bir sonug, klorotoksin-MMP2 etkilesimini incelemek adina da oldukga
ilgingtir. Kiguk degisiklikler ile klorotoksinin MMP2 (zerinde farkli boélgelere de

baglanmasinin mimkin oldugunu géstermektedir.

44. MMP2 Enzimi ve Klorotoksin Tirevleri Arasindaki Etkilegsimlerin

Termodinamik Karakterizasyonu

Klorotoksin ve turevlerinin MMP2 enzimiyle olan etkilesimlerinin termodinamik
analizi amaciyla &ncelikle izotermal titrasyon kalorimetrisi (ITK) metodu
kullanilmistir. Molekuler etkilesimler sonucu ortaya cikan (egzotermik) veya
ortamdan alinan (endotermik) 1sinin dl¢iimesine dayanan ITK deneylerinde, isi
degisiminin cihaz hassasiyetinin altinda oldugu gézlemlenmistir. Literatiirde de
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benzeri dérnekleri bulunan bu tur etkilesimlerde kompleks olusumu agirlikli olarak
entropik acidan (entropically-favored/driven binding interaction) saglanmaktadir.
Bu durumda isi1 degisiminin 6lgimiU prensibine dayanan ITK metodu yerine
alternatif baglanma calismalari gergeklestirmek gerekir. Grubumuz bu nedenle
proje onerisinde de yer aldi§i sekilde ylzey plazmon rezonans (YPR) deneyleri

gerceklestirmigtir.
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Sekil 4.22 (A) CLTX peptidinin MMP2 enzimine titrasyonu sonucu elde edilen
termogram (B) Titrasyon termograminin entegrasyonu sonucu elde edilen
baglanma grafigi.

Teknik detaylari yontem bdéliminde verilen YPR deneylerinde éncelikle MMP2
enziminin karboksimetil dekstran kaplanmis altin gip yizeyine EDC/NHS kimyasi
kullanilarak baglanmasi gergeklestiriimistir. Ardindan 0.1-10 yM derigim araliginda
klorotoksin enjeksiyonu saglanmis fakat YPR sinyalinde herhangi bir degisim
g6zlenmemistir. Bu durum enzim immobilizasyonu sirasinda protein
denatlrasyonuna bagli olabilecedi gibi tipik bir YPR problemi olan enzim aktif
bdlgesinin analit baglanmasina uygun olmayan bir sekilde kapanmis olmasina da
dayanabilir. YPR c¢iplerinin ¢ok yuksek fiyatta ve tek kullanimlik olmasi, YPR

deneylerinin tekrar sayisini proje bltgesi kapsaminda limitlemigtir.
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5. SONUCLAR

Bu proje kapsaminda basta planlamis oldugumuz 19 modifikasyondan 9 tanesinin
sentezi gergeklestiriimigtir. Bunlar Lys-15, 23 ve 27 pozisyonlarinin glisin,
metiyonin ve sistein ile yapilan modifikasyonlaridir. Bunlarin da 6 tanesi istenildigi

gibi protein katlanmasi basari ile tamamlanarak akitiveteleri belirlenmigtir.

Belirlenen bu aktiveteler de ilging verilere ulasiimistir. Oncelikle Lys-27
pozisyonundaki modifikasyonlarin CLTX aktivitesine bir etkisinin olmadigi
gOsterilmistir ki bu da Lys-27’nin CLTX ile MMP2'nin etkilestigi bdlgede olmadigi
anlamina gelmektedir. Lys-15 ve Lys-23 modifikasyonlari ise 6zellikle Lys-15
modifikasyonlari MMP2 akitivitesini inhibe etmek yerine arttirmistir. Bu da bu
modifikasyonlarin ya CLTX’nin katlanmasini degistirerek ya da MMP-2 ile
etkilesime girdigi bolgeyi sterik ve elektronik olarak degistirerek farkh bdlgeden
MMP?2 ile etkilesime girdirmesi bu sebepten de farkli bir etkiye sebep oldugu
dusinulmektedir. Bu oldukga carpici bir sonugtur ve CLTX-MMP2 etkilesimi ile ilgili
oldukga faydal bilgiler vermektedir. Bu sonu¢ her ne kadar proje kapsaminda
hedeflenen bir durum olmasa da aktivitesi 6zellikle bircok kanser tipinde son
derece 6nem tasiyan MMP2 enziminin fonksiyonunun regilasyonu hakkinda
o6nemli bir 6n veri saglamaktadir. Belki de 6zellikle agresif timorlerde, kanser
invazyonunda kritik 6nem tasiyan MMP tipindeki enzimlerin aktiviteleri bazi
peptitler tarafindan artirnimaktadir. Bu hipoteze dayanarak MMP aktivitesini
duzenleyen peptitlerin kesfine yonelik yeni projelerin baslatiima potensiyeli
dogmaktadir. Timoér dokularinda aktivasyon potansiyeline sahip bu tir yeni
peptitlerin kesfedilmesi, invazyonu yavaglatmak veya engellemek icin peptit veya
peptit-MMP interaksiyonunu inhibe edecek terapétik ajanlarin kesfedilmesi veya
tasarlanmasi yoniinde yeni bir tedavi stratejisi de baslatabilecek bir adim olacaktir.
Ozellikle bu kismin yer aldi§1 bir makale taslagi yazilmaya baglanmistir ve bir peptit
dergisine (Journal of Peptide Science gibi) gonderilmesi hedeflenmektedir.

Proje o6neri halinde iken inhibisyon yerine aktivasyon gdsterecegi
ongorilememistir. Bu nedenle basari olgutlerinde ciddi bir kayip yasanmistir.
Geriye donlp bakildiginda bodylesi bir sey kestirilebilir miydi diye disinilnce
aslinda bilimin tam da bunun icin oldugu, ortaya atilan hipotezleri dogrulamak i¢in
deneyler yapildigi ve bu deney sonuglarina goére hipotezlerin dizenlendigi

gorulmektedir. Burada da kagit Gzerinde kendi belirledigimiz basari élgitlerine gére
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disuk bir basari elde etmis goérinsek de CLTX-MMP2 etkilesimi ve CLTX

modifikasyonlarinin buna etkisi konusunda dnemli bulgular elde etmis olduk.

Bu projede elde edilen sonuglar kismen 27. ve 29. Ulusal Kimya Kongresinde ve
32. Amerikan Peptit Sempozyumunda poster olarak sunulmustur. Ozellikle MMP2
aktivitesinin artmasi sonuglari klorotoksin izerine ¢alisan peptit camiasi tarafindan

ilgi ile karsilanmistir.
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