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Proteinler ve peptitler, dogada yasam icin gerekli olan, metabolik reaksiyonlar
katalize etme, DNA replikasyonu, molekiiler taginim, yumusak ve sert doku (kemik,
dis) olusumu da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hayati islevler ve siireclerde yer alirlar.
Giiniimiizde, protein ve peptitler biyonanoteknolojide inorganik malzemeler (Ag,
SiO», TiOz, Pd, Pt, grafene, hidroksiapatit, vb.) ile biitiinlesmis bir sekilde, biyosentez,
biyoalgilayicilar, ilag tasinimi ve hedeflenmesi gibi cesitli alanlarda kullanilmaktadir.
Burada, peptitlerin  malzemelere spesifik olarak baglanabilmeleri cihaz
performanslarini etkilemektedir. Spesifik baglanma peptitlerin amino asit sekanslarina
ve dolayisi ile yapilarina baglhidir. Gliniimiizde, inorganik malzemelere baglanabilen
peptitler dogadan esinlenerek ve/veya deneysel kombinatoryal se¢im yontemleri
kullanilarak ~ bulunmaktadir. Bu  nedenlerle, inorganik  malzemeler ile
peptitler/proteinler arasindaki etkilesimlerin anlagilmasi ve istenilen malzemeye 6zgii
ve istenilen 6zelliklerde peptit/protein tasarimi teknolojik gelisim i¢in ¢ok dnemlidir.
Altin, iletken bir inorganiktir ve yiiz difikasyonuna uygundur ve peptitlerle
modifiye edildiginde biyogoriintiileme, biyosensorler, kanser tedavisi ve ilag taginimi
gibi pratik uygulamalarda kullanilabilir. Bu tez kapsaminda, peptitlerin Au {111}-

yiizeyi ile etkilesim mekanizmasini anlamak igin atomistik modelleme yontemleri



(NAMD) kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar ile altina baglandig1 bilinen peptitlerin
baglanma mekanizmalar1 ortaya ¢ikarilmis, buna ek olarak peptitlerin amino asit
dizilimleri ve Au {111}-yiizeyleri ile baglanma yapilari ve afiniteleri optimize edilerek

peptit tasarlanmistir.
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Proteins are known to have a role in mineral nucleation, growth, and structure creation,
as well as providing molecular scaffolding for the formation of soft and hard tissues
such as bone and dental tissues. Today in bionanotechnology, proteins and peptides
are used in various fields such as biosynthesis, biosensors, drug delivery and targeting,
integrated with inorganic materials (Ag, SiOz, TiO2, Pd, Pt, graphene, hydroxyapatite,
etc.). Here, specific binding of peptides to materials affects device performance and
this specifity is related to peptide sequences and structures. Today, these peptides are
selected with inspration from nature or combinatorial selection methods. So, a deeper
understanding of interactions between inorganic materials and peptides/proteins and
design of peptides with desired specifity and properties is very important for the
improvement of technology. Gold is a highly conductive inorganic and amenable to
surface modifications. When gold is functionalized with peptides, it has practical
applications such as bioimaging, biosensors, cancer therapy and drug delivery. In this
research, we use atomistic methods (NAMD) to understand how peptides interact with
Au {111}-surface. In this study, the binding mechanisms of well known peptides that
binds to Au {111}-surface are found out. In addition, two peptides are designed via
optimization of peptide sequences, binding structures and affinities to Au {111}-

surface.
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1. GIRIS

Dogada yasam biyolojik molekiillerin aralarindaki etkilesimlere baglidir. Biyolojik
molekiiller kendilerine 06zgii ve karmagik yapilariyla molekiiler tanima ve
kendiliginden kurulum (self-assembly) gibi 6zelliklere sahiplerdir (Branden ve Tooze
1999). Amin ve karboksil gruplarina sahip amino asitler biyolojik sistemlerin yapisal
ve islevsel fonksiyonlarinda gorev alan kiiciik kimyasal molekiillerdir. Bu molekiiller
birbirlerine peptit bagi ile kovalent olarak art arda dizilerek polimerik yapilar olusturur
(Branden ve Tooze 1999). Bu biyolojik yapilar dizilimlerindeki amino asit sayisina
gore peptit veya protein olarak adlandirilir. Peptitler amino asitlerin zincir halinde
dizilmesiyle olusan biyomolekiillerdir ve genellikle zincirlerindeki amino asit say1st 2

ile 50 arasinda degismektedir.

Dogada, dis, kemik, tirnak gibi sert dokularin olusumunda (biyomineralizasyon) peptit
ve proteinlerin gorev aldigi bilinmektedir (Tamerler ve dig., 2010). Sekil 1°de dogada
bulunan biyomineralizasyon sonucu olusmus malzemelere ornekler gosterilmistir
(Tamerler ve dig., 2010). Sekil 1.1.a’da, magnetotaktik bakteri ve yapisindaki
magnetozomlarin (manyetit nanopargaciklari) yapisi goriilmektedir. Yapidaki protein
sayesinde olusan magnetozomlarin bu diizenli dizilimi magnetotaktik bakterilerin
yollarin1 bulmalarinda dogal bir pusula gorevi goriir. Sekil 1.1.b’de protein ve
kalsiyum karbonattan olusan deniz kabugu gosterilmistir. Bu yap1 mekanik anlamda
giiclii bir biyokompozittir. Sekil 1.1.c’de ise viicuttaki en sert doku olan memeli disi
ve katmanlar1 gosterilmistir. Dig yapisinda bulunan katmanlar i¢indeki hidroksiapatit
kristalleri, proteinlerin kontrolii sayesinde diizgiin bir form alirlar. Bu yapisallasma ile

kuvvete kars1 direncli bir sert doku olusur.



Sekil 1.1: Dogada peptitler/proteinler kullanilarak sentezlenen fonksiyonel
malzemeler (Tamerler ve dig., 2010’dan alinmistir), A) magnetotaktik bakteri
(Aquaspirillum magnetotacticum) ve yapilarindaki dizilmis oktahedral kiibik sekilli
sliperparamanyetik pargaciklar, B) Sedef ve yapisindaki kalsiyum karbonat-
biyomolekiil hibrit yapisi, C) Memeli disi, (E: Mine, D: Dentin, P: Pulpa, C: Sementum
ve PDL: periodontal baglar.

Biyomimetik, molekiiler dlgekte biyolojik yollar kullanarak malzeme ve sistemlerin
islevini, sentezini veya yapisini taklit etmek olarak tanimlanabilir (Sarikaya M., ve
dig., 2007) Biyomimetik molekiiler biyolojinin ve nanoteknolojinin kullanilmasiyla
yeni hibrit teknolojilerinin gelistirildigi 6nemli bir alandir. Biyomimetik yaklagimi ile
peptitlerin dogadaki molekiiler fonksiyonlarindan ilham alinarak biyonanoteknolojide
birgok miihendislik iiriiniiniin gelistirildigi gosterilmistir (Ball 2001). Ornegin, Ma ve
digerleri ¢alismalarinda hayvan derisinden esinlenerek sensorlerde kullanilabilecek
esnek ve sert bir malzeme tasarlamislardir. Hayvan derisi sert bir protein olan kollajen
liflerinden ve esnek mikrofibril aglarindan olusan dogal bir biyokompozittir (Ma ve
dig, 2013).

Peptitler biyolojik sistemlerde molekiiler tanima fonksiyonlar1 ile inorganiklerin
cekirdeklenmesinde, bilyiitiilmesinde ve organizasyonunda gorev alirlar (Mann 1988).
Bu biyolojik olaylarda peptitlerin islevlerinin daha yakindan anlagilmasiyla yeni hibrit
malzemeler gelistirilebilir ve ayn1 zamanda peptitlerin bu fonksiyonlar1 inorganiklere
de uygulanabilir. Bu uygulama terimsel olarak biyonanokombinatorik yaklagim olarak
adlandirilir (Tang ve dig., 2013). Biyonanoteknolojide biyonanokombinatorik

yaklasimin uygulamalarimin gelistirilmesi icin peptitlerle inorganikler arasindaki
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etkilesimin molekiiler diizeyde anlasilmasi gerekmektedir. Peptitlerin inorganiklerle
aralarindaki etkilesimler zayif ve kovalent olmayan etkilesim araciligiyla olusurlar. Bu
etkilesimlere hidrofobik etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik

kuvvetler 6rnek olarak verilebilir.

Inorganik malzemelerin yiizeylerine spesifik (segici ve iyi) olarak baglanabilen
biyomolekiillerin elde edilmesi i¢in deneysel olarak hiicre gosterimi ve faj gosterimi
yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler ile yapilan deneysel ¢alismalar sonucu
inorganik metal (altin, platin, giimiis, vb.), oksit (silika, kalsit, bakir oksit, vb.) ve
yariiletken (galyum arsenit, ¢inko siilfat, vb.) yiizeylere baglanan peptitler
bulunmustur (Brown 1997; Naik ve dig, 2002; Thai ve dig, 2004; Gaskin 2000;
Whaley 2000; Lee 2002). Ancak peptitlerin bahsedilen malzemelere gosterdigi
baglanma afinitesinin nedenleri ve etkilesim mekanizmasi hakkinda heniiz yeterli bilgi
elde edilememistir. Bu sebeple peptitler ile inorganik yiizeyler arasindaki
etkilesimlerin anlasilmasi daha tistiin 6zelliklere sahip peptitlerin tasarlanmasi i¢in ¢ok

onemlidir.

Molekiiler yap1 bloklarinin olusturulmasi, nanoyapilarin organizasyonu, fonksiyonel
malzemelerin kurulumu gibi bir¢ok Onemli konu peptitlerin inorganiklerle
etkilesimlerinin incelenmesi ve anlasilmasi ile gelistirilebilir ve elde edilen bilgi
birikimiyle amaca uygun peptitlerin tasarlanmas1 miimkiin olacaktir (Sarikaya ve dig.,
2004). Peptitlerin inorganik yiizeyine baglanma mekanizmalarinin anlasilmasinin
biyosensor ve biyomalzeme uygulamalarina da katki saglayacagi diisiiniilmektedir
(Zhang ve dig., 2017; Soh 2003; Park ve dig., 2006). Bu davranigin anlagilmasina
yonelik bircok deneysel ve teorik caligma mevcuttur. Tamerler ve digerleri genis pH
araliginda altina iyi baglandig:r bilinen bir peptitin altin tizerinde kararli halde
oldugunu gostermislerdir. Yaptiklart ¢alismada SPR (Yiizey Plazmon Rezonansi,
Surface Plasmon Resonance) ve QCM (Kuvars Kristal Mikroterazi, Quartz Crystal
Microbalance) metotlariyla peptitin altina baglanma kinetigini aragtirmiglardir ve bu
peptitin altina iyi baglandigi bilinen tiyollerden daha iyi baglandigin1 bulmuslardir
(Tamerler ve dig., 2006). Tamerler ve arkadaslari baska bir ¢alismalarinda altina
baglandig: iyi bilinen peptitin segici olarak platin varhiginda da altina baglandigini
gostermislerdir (Tamerler ve dig., 2006). Hnilova ve arkadaslar1 altina iyi baglandigi
bilinen peptitlerin konformasyonlarinin baglanma mekanizmas1 iizerine etkili

oldugunu gostermislerdir (Hnilova ve dig., 2008). Biitiin bu caligmalara ragmen



peptitlerin inorganiklere baglanma mekanizmalart molekiiler diizeyde tam olarak
anlagilamamistir. Bu tez c¢alismasinin amaci peptitlerle altin arasindaki baglanma
mekanizmasini anlamak ve istenilen ozelliklere sahip ve altin ylizeyi ile daha iyi
etkilesim kuran peptitleri tasarlamaktir. Tez kapsaminda HyperChem programi (2003)
ve NAMD (Phillips ve dig., 2005) programi Kkullanilarak istenilen o6zelliklerde
peptitlerin tasarlanabilmesi i¢in modelleme yontemi gelistirilmistir. Bu yontem ile
farkli peptitler tasarlanmis ve molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, NAMD
(Phillips ve dig., 2005) programu ile yapilarak tasarlanan peptitlerin altin (Au) ile
etkilesimleri incelenmistir. Tez kapsaminda baglanma mekanizmasiin anlasilmasi
adina adimlar atilmis, gelistirilen yontem ile istenilen oOzellikte peptitlerin
tasarlanabilmesi i¢in neler yapilabilecegi gosterilmistir. Bu tez kapsaminda elde edilen
sonuclar ile istenilen Ozelliklerde peptit tasariminin hizli ve kolay bir sekilde
yapilabilmesi i¢in bir yontem sunulmustur ve bu yontemin yeni biyonanoalgilayici

teknolojilerinin gelistirilmesine katki saglamasi beklenmektedir.

1.1 Genel Bilgiler

1.1.1 Peptitler ve ozellikleri

Peptitler amino asitlerin kisa zincirli halde bir araya gelmeleriyle olusan
biyomolekiillerdir. Dogada 20 temel amino asit mevcuttur ve her birinin kendisine has
yapisi ve fonksiyonu vardir. Her bir amino asidin sahip oldugu karboksil grubu, amino
grubu ve yan zinciri vardir (Sekil 1.2). Sekil 1.3’te 20 amino asidin radikal grubu

ozelliklerine gore gruplandirilmis sekilleri verilmistir.

Nu,)
R —tl: .-

— Karboksil Grup
Radikal Grup H

Sekil 1.2: Amino Asit Yapisi.



Yan c\u, CHy CH,
zincir CH; CHy Hy
H CHy i u,c—‘u
Gllsln !nln 1zo0
(Gly ya da G) (Ala yadaA) (ValyadaV) (Leu ya da I.) (lleyadal)
é & g .
(Met ya da M) (PheyadaF) (Trp yada W) (ProyadaP)

Tirozin Asparjin Glutamin
(SorvadaS) ('I‘hryada'l’) (cysyadac) (TyryadayY) (Asn yada N) (GInyadaQ)

(Bazik) Pozitif Yiikll

Asidik Negatif yiikli

G

Arjinin
(Asp yada D) (GluyadaG) (Lysyadak) (Arg yadaR) (His ya da H)

Sekil 1.3: Yan zincirlerine gore (polar, polar olmayan ve elektrik yiiklii)

gruplandirilmis 20 temel amino asit (Reece ve dig., 2015).

Amino asitlerin farkli kombinasyonlarda dizilmesi ile peptitler olusur ve olusan
peptitler farkli yapt ve dizilime sahip olabilirler. Sekil 1.4’te iki amino asidin

aralarinda peptit bagi olusturarak bir araya gelmelerinin sematik gdsterimi verilmistir.



Peptit bagi

Sekil 1.4: Peptit bag1 ve iki amino asit zincirine sahip peptit gosterimi (Reece
ve dig., 2015).

Peptitler igerisinde bulundurdugu amino asitlerin peptit zincirinde diizenli ve
yinelenen sekilde dizilimleri ile ikincil yapilara sahiplerdir. Bu ikincil yapilara 6rnek
olarak a-helis ve B-yaprak yapilar1 verilebilir. a- helis yapisi peptitin ana zincirinde
yer alan amino asitlerin arasindaki hidrojen baglari ile olusur. Sekil 1.4’te a-helis

yapisinin gosterimi verilmistir.

*yhe
vy

?

Sekil 1.5: Peptitlerin ikincil yapilarindan birisi olan a-helis’in gosterimi, ana

zinciri ve yapisindaki hidrojen baglari (Gromiha, 2010).

Peptitler sahip oldugu amino asit sekansina bagli olarak molekiiler tanima ve
kendiliginden kurulum 6zelliklerini gosterirler (Sarikaya ve dig., 2003, Zhang, 2003).
Peptitler bu fonksiyonlar1 sayesinde biyonanoteknolojide kullanilirlar.



Kendiliginden kurulum o&zelligi molekiillerin disardan bir kuvvet uygulanmadan
gosterdigi molekiiler organizasyon ozelligidir. Hiicredeki belirli 6zel proteinlerin
olusturulmasi, antijen taninmasi, hiicre duvarmin kendiliginden kurulumu bir¢ok
biyolojik 6nemli olay molekiiler kendiliginden kurulum sayesinde olur (Subramani ve
dig., 2008). Peptitlerdeki molekiiller arasi kovalent olmayan baglar; hidrojen baglari,
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri
kendiliginden kurulum 6zelligini desteklerler (Zhang 2003). Bu baglar ve etkilesimler
peptitlerin diger molekiillerle aralarindaki iliskide etkilidirler. Bir baska molekiil bir
peptitle etkilesimde bulundugunda biitiin bu kuvvetlerin etkisiyle beraber peptitlerin
fonksiyonu degisebilir. Bunun sebebi biyomolekiillerin kendiliginden kurulumlar1 ve
diger molekiillerle etkilesimlerinin onlarin yapisal mimarisini ve dolayisiyla

fonksiyonlarini degistirmeleridir (Branden ve Tooze 1999).

SD152 PTSTCQA

Sekil 1.6: Peptitlerin molekiiler tanima fonksiyonlarinin bir 6rnegi (Oren ve

dig., 2005).

Peptitlerin kendiliginden kurulum 6zelliklerinin yaninda molekiiler tanima 6zellikleri
de vardir. Molekiiler tanima 0zelligi biyomolekiillerin baska molekiiller ile
biyokimyasal ve geometrik olarak eslesmeleri durumudur (Castner ve Ratner 2002).
Molekiiler tanima 6zelligine 6rnek olarak hiicredeki kisa peptitlerin hiicre reseptoriinii

tantyarak ona baglanmasi verilebilir. Molekiiler tanima fonksiyonlar1 peptitlerin
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malzemeye 6zgii olarak yiiksek afinitede baglanmalarini saglar. Peptitlerin malzemeye
0zgii molekiiler tanima fonksiyonlarinin dogal mekanizmalarinin bilgisi eksiktir. Buna
dair nicel bir arastirma olarak Oren ve digerleri genetik olarak miihendisligi yapilmis
peptitlerin polipodlar halinde yiizey ile eslestiklerini géstermislerdir (Sekil 1.6) (Oren
ve dig., 2005).

1.1.1.1 Kombinatoryal yontemler ile Se¢ilmis peptitler

Dogada inorganiklerin ve minerallerin ¢ekirdeklenmesini saglayan proteinlerin
disinda istenilen inorganige segici olarak baglanabilecek peptitler biyokombinatoryal
yollarla (hiicre gosterimi ve faj gosterimi) segilmektedir. Bu segilen peptitlere genetik
olarak mithendisligi yapilmis peptitler denilmektedir (Tamerler ve Sarikaya 2009).

Hiicre gosterimi ve faj gosterimi metotlari inorganik yiizeylere 6zgii afiniteye sahip
olan peptitleri segmek i¢in kullanilan deneysel metotlardir (Wittrup, 2001; Hoess,
2001) Sekil 1.7°de ¢aligsma prensipleri gosterilmistir.
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Sekil 1.7: Faj gosterimi ve Hiicre Gosterimi Metotlari (Sarikaya ve dig., 2003).

Faj gosterimi metodunda ve hiicre gosterimi metodunda sirasiyla viriisler ve bakteriler
kullanilmaktadir. Peptit kiitiiphanelerinden alinan peptitler istenilen yiizeye temas
ettirilir. Yiizeye 6zel afinitesi olan peptitler ylizeye baglanirlar. Baglanmayan ya da

zay1f baglanan peptitler ise yiizeyin yikanmasiyla elenir. Geriye kalan ylizeye kuvvetli



baglanan peptitler se¢ilmis olur. Bu sayede metallere, yariiletkenlere ve oksit
malzemelere baglandigi tespit edilen peptitler molekiiler yapt bloklar1 olarak
kullanilabilmektedir (Seeman ve Belcher 2002).

1.1.2 Altin ve ozellikleri

Altinin biyonanoteknolojide 6nemli bir yeri vardir. Bunun sebebi olarak nano boyutta
seklinin kolayca kontrol edilebilmesi, ylizey plazmon rezonans &zelligi ve yiiksek
derecede iletken olmasi verilebilir (Cobley ve dig., 2011). Kendiliginden kurulmus
ylzeyler (Self Assembled Monolayers) i¢in altin yaygin olarak kullanilan standart bir
inorganiktir (Love dig., 2005). Altin nanopargaciklar sahip olduklart optik &zellikler
ile biyogoriintiillemede ve sensor uygulamalarinda genis kullanim alanlarina sahiptir
(Boyer 2001). Aym zamanda altin nanoparcaciklarin yiizey kimyasi
fonksiyonellesmeye  elveriglidir  ve  biyouyumludurlar  (Niemeyer, 2001).
Biyofonksiyonel molekiillerle (peptitler, nukleik asitler, polimerler, ilaglar)
etkilestirildiklerinde konjuge yapilar olustururlar ve biyolojik uygulamalarda
kullanilirlar (Sekil 1.8). Ornegin Choi ve digerleri fosfotaz enzimlerinin tespiti i¢in
peptitlerle konjuge edildiginde kendi aralarinda ¢dken ve ¢oktiiklerinde mavi renk
veren altin nanoparcaciklar kullanmiglardir. Fosfotaz peptit-altin nanopargacik

sistemiyle temas ettiginde ¢oken altin nanopargaciklarin rengi kirmiziya doéner (Choi

ve dig., 2007).
Polietilen Glikol \\ ilac
\ | !  Hedef Gruplari
(g~ S- L] §‘ /'Q_r
o

K
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Peptlt %
+ +

Yuklu molekiiller
ya da Polimerler

DNA/RNA

Sekil 1.8: Altin yilizeyindeki biyofonksiyonel molekiil 6rnekleri (Cobley ve
dig., 2011).



1.2 Literatiir Ozeti

1985 yilinda ilk defa farkli hedef gruplari i¢in ligand se¢imi konusunda faz gosterimi
metodu kullanilmistir (Smith, 1985). Daha sonrasinda faz gosterimi ve hiicre gosterimi
metotlar1 farkli inorganiklere baglanan yliksek afiniteli peptitlerin secilmeleri igin
onemli deneysel araglara doniismiistiir (Whaley ve dig., 2000). inorganiklere baglanan
peptitler genetik olarak miihendisligi yapilmis peptitler olarak adlandirilmaktadir
(Sarikaya ve dig., 2003). Faz gdsterimi ve hiicre gosterimi ile segilen peptitler farkl
fonksiyonlara sahip hibrit malzemelerin de iiretilmesini saglamistir (Naik ve dig.,
2002; Naik ve dig., 2004). Aym1 zamanda genetik olarak miihendisligi yapilmis
peptitler; biyomineral iiretimi, inorganik parcacik sentezi ve nanoparcaciklarin yiizey
lizerinde immobilizasyonu (sabitlenmesi) gibi uygulamalarda kullanilmaktadir

(Sloacik ve dig., 2005; Umetsu ve dig., 2005; Kim ve dig., 2010; Nam ve dig., 2010).

Genetik olarak miihendisligi yapilmis peptitlerle ilgili yapilan ilk c¢aligsmalardan
birinde Stanley Brown altina baglanan peptitler lizerine ¢alismistir (Brown, 1997).
Brown bu calismasinda hiicre gosterimi metodunu kullanarak literatiirde GBP (Altina
Baglanan Peptit, Gold Binding Peptide) olarak adlandirilan ve literatiirde tizerine
birgok calisma yapilan peptiti bulmustur (Park ve dig., 2009; Nochomovitz ve dig.,
2010). Sonug olarak altin i¢in yiiksek afinitesi olan GBP’nin diger peptitlerden farkli
olarak yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bile altina baglandigini géstermistir (Brown,
1997). Literatiirde sistein (C) amino asidinin yapisndaki tiyollerin metallere giiglii
sekilde baglandig1 ve dolayisiyla altina da kovalent bag ile baglandigi1 bilinmektedir
(Porter ve dig., 1987; Brown 2000). GBP, sistein amino asidini igermemesine ragmen
altina yiiksek afiniteyle baglanmaktadir. Bunun sebebi GBP’nin i¢erdigi treonin (T)
ve serin (S) amino asitlerinin yapilarindaki polar yan zincirlerin baglanmaya katkisidir
(Braun 2002). Peptitlerin i¢erdigi amino asit kompozisyonlari, bu kompozisyonlarin
olusturdugu iki ve tli¢ boyuttaki farkli mimari yapilar1 inorganiklere baglanma
afinitelerini etkiler (Evans ve dig., 2008). Bundan dolay1 peptitlerin sekanslarina ve
yapilarina bagl olarak degisiklik gosteren etkilesim fonksiyonlarinin anlasilmasi

peptit tasarimi i¢in 6nemli bir adimdir.

Inorganiklere baglanan peptitlerin elde edilme yontemleri faz gosterimi ve hiicre
gosterimi ile siirli degildir. Eczacilikta ilaglarin elde edilmesini saglayan teorik

molekiiler yaklasim ile de tasarlanabilirler (Schneider ve Wrede 1998). Ancak bu
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yontem zaman alici ve pahali bir yontemdir (Sarikaya ve dig., 2003). Dokuda
biyominerallestirme gorevine sahip olan peptitlerin biyolojik sert dokulardan alinarak
izolasyonu, saflastirilmasi ve klonlanmasi da bagka bir peptit tasarim yontemidir
(Cariolou ve Morse 1988). Ancak sert doku yapisindaki peptitlerin birden fazla olmasi
ve kompleks yapiya sahip olmalar1 yontemin uygulanabilirligini azaltir (Sarikaya ve
dig., 2003). Bu sebeplerden dolayi literatiirde genellikle peptitler faz gosterimi ve
hiicre gosterimi metotlari ile se¢ilmektedir. Ancak bu metotlarda alttasa iyi baglanan
peptitlerin baglanmayan peptitlerden ayirma islemi sistemin kalitesini diigiiriir. Bunun
sebebi alttas malzemesinin yikama prosediirii sirasinda oksitlenme riskinin artmasidir.
Bu durum peptitlerin yiizeye baglanma afinitelerini degistirir (Evans ve dig., 2008).
Aynm1  zamanda kombinatoryal metotlar kullanilarak peptitlerin  substrata
baglanmasinin mekanizmasinin ve peptitlerin inorganige karsi gosterdigi molekiiler

tanima Ozelliginin isleyis bilgisinin tamamina erismek miimkiin olmamaktadir.

Oren ve digerleri kombinatoryal metotlarla belirli bir inorganige baglandig: bilinen
peptitleri zayif, orta ve yiiksek afiniteyle baglanan peptitler olarak siniflandirmiglardir.
Bu islemi biyolojide sekans dizme teknigini kullanarak ve iiretilen puanlama matrisleri
ile yapmuglardir. Uretilen matrisler ile inorganige baglanan peptitlerin sekanslarina
benzer sekanslar tasarlamislardir. Bu benzer sekanslar SPR ile karakterize edilmistir
ve tasarlanan peptitlerin inorganige yiiksek afinitede baglandiklar tespit edilmistir
(Oren ve dig., 2007).

Deneysel metotlarin yani sira molekiiler dinamik simiilasyonlar1 da peptitlerin
inorganikler ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan hesaplamali araglardandir.
Verde ve digerleri molekiiler dinamik simiilasyon yardimiyla ile amino asitlerin
esnekliklerinin ve peptitlerin mobilitelerinin altin yiizeyindeki adsorplanma
davranigina etkisini aragtirmiglardir. Sonug olarak peptitlerin adsorpsiyonlarinin,
onlarin konfigiirasyonlarindaki degisimlerine ve igerdikleri amino asitlerin

esnekliklerine bagli oldugunu bulmuslardir (Verde, 2009).

Su ana kadar deneysel metotlar ve molekiiler simiilasyonlar ile yapilan ¢aligmalarla
peptitlerin inorganiklere baglanmasi ile ilgili belirli bilgiler elde edilmistir. Bunlardan
ilki genellikle farkli sekanslara sahip olan peptitlerin ayni alttasa farkli baglanma
afiniteleri gostermeleridir (Whaley ve dig., 2000; Sarikaya ve dig., 2003). Diger bir
bilgi ise baglanma konusunda peptitlerin amino asit dizilim sirasinin sahip oldugu

amino asit kompozisyonundan daha 6nemli olmasidir (Oren ve dig., 2007).
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Peptitlerin farkli molekiiler konformasyonlar1 ve yapilart baglanmada -etkilidir
(Hnilova ve dig., 2008). Hnilova ve digerleri yaptiklar1 ¢caligmada altina baglandigi
bilinen, AuBP1 (WAGAKRLVLRRE) ve AuBP2 (WALRRSIRRQSY) olarak
isimlendirilen peptitlerin dogrusal ve halkasal yapilarindaki baglanma kinetiklerini
hesaplamiglardir. Sonug olarak degisen peptit konformasyonu ile baglanma afiniteleri
arasinda bir iliski aciga c¢ikarmislardir. (Hnilova ve dig., 2008). Ayni zamanda
floresans mikroskobu kullanarak amino asit kompozisyonu ile baglanma afinitesi
arasindaki iliskiye baktiklarinda altina kuvvetli baglanan peptitlerde arjinin (R), sistein
(C), triptofan (W) ve tirozin (Y) amino asit kompozisyonlarinin fazla oldugunu

bulmuslardir.

Vera ve digerleri yaptiklar1 deneysel ve teorik ¢alismalarla CLPFFD peptitinin altin
nanopar¢acigina baglanmasinda fenilalanin (F) aromatik halkasinin etkili oldugunu
gostermislerdir. Molekiiler mekanik metodunun ardindan Raman Spektroskopisi ile
yapilan deneysel ¢alismalarini teorik bir metot olan genisletilmis-Hiickel ile

dogrulamislardir (Vera ve dig., 2015).
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2. TEORIK MODEL VE YONTEM

Molekiiler modelleme metodu, genel olarak molekiillerin geometrilerini (sekillerini,
bag uzunluklarin, bag ve dihedral agilarini), enerjilerini ve ge¢is durumlarini, kimyasal
aktifliklerini hesaplayan yontemdir (Lewars 2011). Giinlimiizde molekiiler dinamik
simiilasyonlar1; hesaplamalar sonucu molekiillerin konformasyonlarinin, farkli
molekiil veya malzemeler {izerine adsorpsiyon davraniglarinin, bu davranislarin
termodinamik ve kinetik 6zelliklerinin analiz edilmesini saglar. Molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 peptit/protein gibi biyomolekiillerin yapilarint ve fonksiyonlarini
anlamak i¢in sik¢a kullanilan bir aragtir. Tez kapsaminda minimizasyon ve molekiiler
dinamik simiilasyonlari kullanilarak literatiirde altina iyi baglandigi bilinen peptitlerin

ve tasarlanan peptitlerin altin yilizeyine adsorpsiyon davraniglar1 incelenmistir.

2.1 Cahismanin Genel Prosediirii

Matematiksel olarak N adet amino asitten olusan bir peptiti tasarlamak igin 20"
olasilik vardir. Yani, 7 amino asite sahip bir peptit i¢in 1 milyar 280 milyon farkli olas1
dizilim vardir. Yedi amino aside sahip bir peptitin altin yiizeyi tizerinde 1 ns molekiiler
dinamik simiilasyonun yapilmasi 32 GB Ram ve 12 ¢ekirdekli bir islemciye sahip is
istasyonlarinda yaklasik 10 saat siirmektedir. Yedi amino asidin bir araya gelerek
olusturacagt 1 milyar 280 milyon farkli peptit zincirinin altin yiizeyine
adsorpsiyonunun incelenmesi i¢in ortalama 50 ns siireye sahip molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 yapilmasi fazla vakit alacagindan bu tezde toplam olasilik sayisim
pratik olarak azaltmak igin bir metot gelistirilmistir. Oncelikle 20 adet amino asidin
HyperCHEM (2003) programu ile bir sonraki boliimde detaylica bahsedilecek olan
konformasyonel taramalari yapilmistir. Ardindan amino asitlerin su varliginda altin
ylzeyi ile etkilesime giremeyecek kadar uzakta ve altin yilizeyinde olmak iizere
NAMD (Phillips ve dig., 2005) programi ile enerji/geometri minimizasyonlari
yapilmistir. Baglanma ve baglanmama durumlarinda sistemin hesaplanan enerjileri
kullanilarak 20 farkli amino asidin altin yiizeyine baglanma enerjileri hesaplanmistir

ve baglanma enerjileri birbirleri ile karsilastirilmistir. Kargilastirma sonucunda altina
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en iyi baglanan, en diisiik baglanma enerjisine sahip olan iki amino asit se¢ilmistir.
Segilen iki amino aside 20 amino asit daha eklenmistir ve toplam 40 adet 2 amino asit
uzunlugunda peptit olusturulmustur. Olusturulan 2 sekansa sahip peptitler i¢in de
konformasyonel tarama ve enerji minimizasyon yapilmistir ve baglanma enerjileri
hesaplanmistir. Baglanma enerjileri karsilastirildiktan sonra peptit molekiillerinden
altina baglanma enerjisi en diisiik olan iki peptit secilmistir. Bu iki peptite 20 amino
asit baglama islemi, konformasyonel tarama ve minimizasyon adimlar1 uygulanmstir.
Olusturulan molekiile 20 amino asit ekleme islemi, konformasyonel tarama ve
minimizasyon islemleri 7 amino asit igeren peptit sekansi olusana kadar devam
etmistir. Sekil 2.1’de calismanin genel prosediiriiniin sematik gosterimi ve is akisi

verilmistir.

i

l Konformasyonel Taramasi

pe

‘ Peptit/Yiizey Pozisyonlandirmasi

ﬁlﬁ[ﬁ

’ Kosularin Analizleri

Sekil 2.1: Calismanin genel prosediiriiniin sematik gosterimi.

HyperChem programi kullanilarak peptitlerin {ic boyutlu baslangic yapilari
olusturulmustur. Her bir peptitin enerjisi enerji minimizasyonu ile minimize edilmistir.
Enerjisi minimize edilen peptitin konformasyonel taramasi yapilmistir. Ardindan su
varhiginda NAMD programinda altin yilizeyinde pozisyonlandirilarak ve altinla

etkilesime gegmeyecek kadar (20 A) uzak olmak iizere iki farkli sistem olusturularak



sistemlerin enerjileri minimize edilmistir. Pozisyonlandirma asamasinda peptit, altin-
peptit sisteminin dikey ekseninde altma uzakhigi sabit ve 5 A olacak sekilde
konumlandirilmistir. Ardindan peptit, dikey eksenle arasinda 60° olacak sekilde

dondiiriilmustiir. Peptitin dikey eksenle arasindaki ag1 ( ¢ ) 60° oldugu durumda yatay
eksenle yaptigi ag1 (€ ) 0°°den 300°’ye kadar 60°’lik agilarla arttirilmistir. Yatay

eksende dondiirme islemi bittikten sonra dikey eksenle arasinda 60° olacak kadar
dondiiriilerek tekrardan yatay eksende dondirme islemi yapilmistir. Peptit
konformasyonu dikey eksende her dondiirtildiigiinde yatay eksende de egilir. Egilme
ve dondiirme agilar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir. Her bir a¢1 degisimi sonrasi peptitin
enerji minimizasyonu yapilarak toplamda 36 farkli konformasyon icin enerji degerleri
hesaplanip enerjisi en diisiik olan konformasyonun altin yiizeyine baglanan durum

olarak secilmesi hedeflenmistir.

Literatiirde altina yiiksek afinitede baglandigi bilinen peptitlere ise HyperChem
programinda 30°’lik acilarla altin yiizeyinde yukarida bahsedilen pozisyonlandirma
islemi  uygulanmistir.  Literatiirden  alman  peptitler — altin  yiizeyinde
pozisyonlandirildiktan ve geometri optimizasyonu yapildiktan sonra bulunan en diistik
enerjili peptit-altin sistemi molekiiler dinamik simiilasyonunun baslangig yapisi olarak

secilmistir.

2t
AN
=

TTYYYY\

AAAAAAA
YWAAAAL LA
AMAAAAL S
AAAAAAL L
AAAAAAAL
MWAAAAAAA
YWAAAAAL
WAA DA,
AAAA A Ase
YWAAA
AAAAALN
YAAAAA
AAAAAAM
YWAAAAAAL
AAAAAAL
MAAALLA A
AMAAAALL

Sekil 2.2: Pozisyonlandirma, altin yiizeyinde peptitin baslangi¢ yapisinin

ayarlanmasi i¢in egilme agisi, ¢ Ve dondiirme agisi, 6.
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Peptitlerin  minimizasyon enerjileri kullanilarak baglanma enerjileri hesaplanir
(Denklem 2.1).
=E

(Epopis + Eg) (2.1)

Ebaglanma peptit] Au — \"=peptit

Peptitlerin minimizasyon sonucu baglanma enerjisi Epagippm, ile gosterilmistir.
Peptitlerin baglanma enerjileri, peptitlerin altin yiizeyindeki enerjisi, Epeptit /Au» Ve

peptitlerin ve altinin aralarinda herhangi bir etkilesim olmadigi andaki enerjileri ise

srastyla Epeyiit, Ve E,, olarak gosterilmistir. Tez kapsaminda, 20’si amino asit ve

240’1 peptit olmak iizere 260 molekiiliin baglanma enerjileri hesaplanmistir. Baglanma
enerjileri karsilagtirildiginda altina en iyi baglanan 2 adet 7 amino asit zincirli peptit

olusturulmus ve her iki peptitin de molekiiler dinamik simiilasyonlar1 yapilmistir.

Analiz agamasinda peptitlerin i¢cerdigi amino asitlerin altina olan uzakliklari, RMSD

(Root-Mean Square Deviaton) hesaplamalari ve kiimeleme analizleri yapilmustir.

2.2 Konformasyonel Tarama

Molekiiler mekanigin amaci molekiillerin minimum enerjiye sahip geometrisine
ulagmaktir. Bu islem, enerji minimizasyonu veya geometri
minimizasyonu/optimizasyonu olarak isimlendirilmektedir. Enerji
minimizasyonlarmin amaci molekiilin bulundugu konformasyona benzer
durumlardaki lokal minimum enerjiye sahip konformasyonu bulmaktir. Enerjisi lokal
minimumlarda bulunan bir molekiil digsaridan bir etki olmaksizin yakin enerjiye sahip
konformasyonlara sahip sekilde hareket edebilir. Fakat farkli bir molekiiliin sisteme
dahil edilmesi veya sicaklik, basing gibi dis etkiler sonucu sistemin enerjisi degisir ve
molekiil farkli bir lokal minimuma sahip konformasyona ge¢is yapabilir. Genel
minimum enerji yilizeyi, molekiiliin yapisinin en kararli halidir ve bu enerji ylizeyine
sahip konformasyona ne kadar yaklasilirsa o kadar gergek hayata yakin sonuglar elde
edilebilir. Oncelikle ii¢ boyutlu yapilar1 diiz bir zincir halinde olusturulan peptit
zincirlerinin genel minimum enerjiye yaklasacak konformasyonlarinin bulunabilmesi
icin konformasyonel tarama yontemi kullanilmistir. Bu yontemde molekiil tizerinde

secilen her bir burulma (dihedral) agis1 ayn1 anda degistirilerek en diisiik enerjiye sahip
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konformasyon bulunmaktadir. Sekil 2.3’te kiigiik bir molekiil, sahip oldugu iki farkl
dihedral a¢1 ve diisiik enerji konformasyonlarinin sahip oldugu potansiyel enerji
ylzeyi gosterilmistir. Molekiiliin sahip oldugu potansiyel enerji ylizeyinde bir¢ok
lokal minimum enerji noktalar1 vardir. Lokal minima mavi noktalar, genel minima ise
kirmizi nokta ile gosterilmistir. Tez c¢alismasinda enerji minimizasyonu ve
konformasyonel tarama yapilarak amino asitlerin ve peptitlerin genel minimum
enerjilerine yani en kararli konformasyonlarima ulagmalar1 veya bu konformasyona

yaklagmalar1 amaclanmustir.

o

@,,angle(®)

Enerj

Enerji

.

Sekil 2.3: Kisa zincirli peptitin iki farkli dihedral agis1 ve potansiyel enerji
ylizeyi (Borrel 2016).

Molekiillerin diigiik enerji konformasyonlarmin bulunmasi bilgisayarda yapilan
simiilasyonlarin siiresini azaltir. Ciinkii, konformasyonel tarama yapilmamis bir
molekiilin molekiiler dinamik simiilasyonu yapildiginda molekiilin minimum
enerjiye sahip konformasyonunu bulmasi zaman alabilir ve dihedral agisinin degismesi
ya da sicaklik gibi digsaridan bir etki olmadig: siirece farkli bir konformasyondaki lokal
minimada kalabilir. Konformasyonel tarama, molekiiliin her bir dihedral a1
burulmasindan sonra enerji minimizasyonu yapar ve siradaki burulma agisinin enerji
minimizasyonunda referans olarak bir 6nceki konformasyonu kullanir. Tez dahilinde
konformasyonel tarama HyperChem (2003) ile yapilmistir. Konformasyonel tarama
dort asamadan olusur. Bunlardan ilki baslangig yapisinin belirlenmesidir. Ikinci olarak
geometrik parametrelerin sisteme, molekiildeki farkli burulma agilarinin segilmesiyle,
verilmesidir. Ugiincii olarak molekiiliin {izerine tanimlanan rastgele olarak ve farkli
burulma agilariyla geometri optimizasyonunun yapilmasidir. Bu iglem minimum enerji
konformasyonunu bulmak i¢in yapilmaktadir. Son olarak dordiincii adimda, bulunan
diisiik enerji konformasyonu ile yeni arastirilan konformasyon karsilastirilir ve daha

diisiik enerjiye sahip olan konformasyon ile konformasyonel taramaya devam edilir.
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Molekiile tanimlanan farkli dihedral agilarin denenmesiyle degisen yapilarin her bir
asamada  geometri  optimizasyonuyla  diisik  enerji = konformasyonlari

bulunabilmektedir.

Tez i¢in uygulanan konformasyonel taramada her bir amino asit i¢in 1.000 geometri
optimizasyonu yapilmistir ve 1.000 adet diisiik enerji konformasyonu bulunmustur.
Ikili peptitler igin 3.000, ii¢ ve dért amino asite sahip peptitler igin 5.000, bes ve alt1
amino asite sahip peptitler i¢in 7.000 ve yedi amino asit uzunlugundaki sekanslar igin
8.000 adet geometri optimizasyonu yapilarak disik enerjiye sahip peptit
konformasyonlart bulunmustur. Geometri optimizasyonu sayist artan peptit
uzunluguna bagli olarak arttirilmistir. Bunun sebebi yapidaki dihedral agilarinin
miktarinin sekans uzunlugu ile artmasidir. Minimum enerji konformasyonlarina sahip
yapilara ise Onceden anlatilan altin ylizeyi lizerine pozisyonlandirma ve baglanma
enerjilerinin  hesaplanmasi icin enerjilerinin  minimize edilmesi adimlar

uygulanmistir.

2.3 Molekiiler Dinamik

Molekiiler dinamik (MD) atomlart ve olusturduklart molekiillerin iizerindeki
kuvvetleri potansiyel enerji yiizeyleri olarak tanimlar ve molekiillerin minimum
enerjiye sahip geometrisini bulmak i¢in kullanilmaktadir. Bu metotta atomlar ve
aralarindaki baglar sirasiyla top ve yay gibi temsil edilmektedir. Molekiiler dinamikte
enerji terimi molekiiliin dogada sahip oldugu enerjiden farklidir. Molekiillerin
potansiyel enerjileri bagin gerilmesine, biikiilmesine ve burulmasina kars1 direncinin
bir fonksiyonu olarak ifade edilmektedir. Molekiiler dinamikteki potansiyel enerji

yiizeyi su sekilde ifade edilmektedir:

E= Egerilme + Ebukulme + Eburulma + Ebag“lz_olmayan (2.2)
Egerilme = Z Kb (I _IO)2 (23)

baglar
Epikiime = 2, Ky (P~ do)? (2.4)

acuar

Denklem 2.3 ve 2.4’te sirasiyla gerilme ve biikiilme enerjileri gosterilmistir. Denklem
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2.3 bagin gerilmesinden sonraki | uzunlugunu ve 1, dengedeki bag uzunlugunu

icermektedir. Denklem 2.4’te ise bagin biikiillmeden Onceki dengedeki agisi ve

biikiildiikten sonraki agis1 sirasiyla 4, Ve ¢ olarak gosterilmistir.

Epuruima = Z ﬁ(:I-+Cos(n(/’_(p0)) (2.5)

dihedraller

Molekiiler dinamikte burulma enerjisi Denklem 2.5°te gésterilmistir. k, dihedral
kuvvet sabitidir ve N ise Fourier teriminde periyodikligi gosterir. @ Ve g, sirasiyla

dengedeki dihedral ve dihedralin degistikten sonraki halidir.

12 6
0id; Roinii Rmin.ii
Ebag“lz_olmayan = 247IIDJI’-- +Z &ij ( . J _( min,ij ] (2.6)
o'ij

ij ij fij fij

Denklem 2.6 molekiillerin arasindaki elektrostatik ve van der Waals etkilesimlerinin

bir bitiini olarak gosterilmistir. g; ve §j kismi yiikler, p, vakumdaki gegirgenlik

(permittivity) Rypjj denge uzakhigini ve I atomlar arasi uzakligi temsil etmektedir.

Molekiiler dinamik atomlarin ve molekiillerin termodinamik 6zellikleri, dinamik
davraniglar1 ve geometrik konformasyonlari hakkinda bilgi veren bir hesaplama
yontemidir. Molekiiler dinamik metodu Newton’un ikinci hareket yasasina baghdir ve
oncelikle her bir atomun iizerindeki kuvveti zamanin bir fonksiyonu olarak hesaplar.
Her bir kuvvet potansiyel enerjinin negatif gradyani olarak hesaplanir. Denklem 2.7°de
I atomunun potansiyel enerjisi V ile ve pozisyonu r ile gdsterilmistir. Newton’un
ikinci hareket yasas1 Denklem 2.8°deki gibi yazilabilir ve molekiiler dinamik bu yasay1
farkli algoritmalarla (velocity-verlet, beeman’s algorithm, leap frog) ¢ozerek
atomlarin ve molekiillerin zamanla degisen pozisyonlarini, ivmelerini ve sonug olarak

hizlarini hesaplar.

Fo_ v 2.7)
or;
Fl = mial
(2.8)
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d’r (2.9)

(dzrj dv (2.10)
m;

Molekiiler dinamikte atomlarin arasindaki baglarin, dihedrallerin ve van der Waals
etkilesimlerinin tanimlanmalar1 i¢in gerekli parametrelere ihtiyag vardir. Bu
parametreler kuvvet alanlari olarak adlandirilirlar. MM2 (Allinger, 1977), CHARMM
(MacKerell ve dig., 1998), GROMOS (Oostenbrink ve dig., 2004), OPLS (Jorgensen
ve dig., 1956), AMBER (Cornell ve dig., 1995) gibi kullanilan ¢esitli kuvvet alanlari
vardir. Tez ¢alismasinda, peptitler igin AMBER ff14SB (Maier ve dig., 2015), Au
atomlar1 i¢in Interface_ vl 5 (Heinz ve dig., 2013), su molekiilleri igin ise TIP3P

(Jorgensen ve dig., 1983) kuvvet alanlar1 kullanilmistir.

Tez calismasinda, literatiirde altina iyi baglandigi bilinen peptitlerin ve tasarlanan
peptitlerin altin yiizeyi ile etkilesimleri, Su molekiilleri varliginda molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 ile arastirilmistir. Molekiiler dinamik simiilasyonu oncesinde tiim
sistemin dengeye gelmesi ve bozulmamasi igin minimizasyon adimi yapilir. Ilk
adimda altin hareketi sabitlenmistir ve peptitin hareketi ise kisitlanmistir.
Simiilasyonun ilk adiminda sadece su ve iyon molekiillerinin enerjileri minimize
edilmistir. Ikinci adimda protein, su ve iyon molekiilleri minimize edilmistir.
Sonrasinda sistem, yalniz altin hareketsiz iken 315 K’e kadar 1 ps araliklarla 5 K
arttirilarak 1sitilmig ve molekiiler yapilar kaydedilmistir. Ardindan, 7, 12 ve 14 amino
asit uzunlugundaki peptitler i¢in sirasi ile 50 ns, 80 ns ve 110 ns’lik molekiiler dinamik

simiilasyonlar1 yapilmistir.

2.4 Kiimeleme Analizleri

Molekiiler dinamik simiilasyonu boyunca birbirinden farkli olan peptit
konformasyonlarindan sistemi en ¢ok domine eden peptit konformasyonu baglanma
enerjisi hesaplar1 i¢in secilmistir. Bu islem VMD (Visual Molecular Dynamics)
(Humphrey ve dig., 1996) programinda eklenti olan bir yontem olan kiimeleme

(clustering) ile yapilmistir. Kiimeleme metodu molekiilleri RMSD (Root Mean Square
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Deviation) degerlerine gore smiflandirma ydntemidir. Bu metotta yakin RMSD
degerlerine sahip olan molekiil konformasyonlari ayni kiimede Siniflandirilir. RMSD
degerleri birbirinden ¢ok farkli olan molekiil konformasyonlar1 segilen bir sinir
(cutoff) degerine gore farkli gruplara ayrilir. RMSD ise molekiillerin ortamda ne kadar
kararli kaldiklarinin bir 6l¢iisiidiir. Bunu zaman igerisinde molekiiliin hareket eden
atomlarin pozisyonlar1 arasindaki mesafeyi oOlgerek yapar. Boylece yapinin ve
yapidaki atomlarin pozisyonlarinin zamanla ne kadar yer degistigini gosterir. Denklem

10’da RMSD’nin nasil hesaplandig1 verilmistir.

N atoms

atoms

Denklem 2.11°de i bir degisken, t, ve T, zamam N, 15€ atom sayisini temsil eder.

2.5 Peptitlerin Altina Baglanma Enerjilerinin Hesaplanmasi

Literatiirde peptitlerin altina baglanma enerjileri hesaplama metotlar1 degisiklik
gostermektedir. Peptitlerin platinyum (Pt) kristal yiizeylere baglanma enerjileri (Oren,
E. E., ve dig., 2005) ve Au {111}-yiizeyine baglanma enerjileri (Yu, J., ve dig., 2011)
peptitin baglandig1 durumdaki sistemin enerjisi ile baglanmadig1 durumdaki sistemin
enerjisi arasindaki fark hesaplanarak bulunmugstur. Diger bir calismada Guo ve
digerleri farkli proteinlerin grafen yilizeye baglanma enerjilerini MMGBSA ile
hesaplamiglardir (Guo, J., ve dig., 2014). Bu ¢alismada, peptitler tasarlanirken
baglanma enerjileri Denklem 2.1 kullanilarak hesaplanmistir (Oren, E. E., ve dig.,
2005).
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

Bu boliimde, hem literatiirde deneysel olarak altina (Au {111} yilizeyine) yiiksek
afinite ile baglandigi gosterilmis olan peptitlerin hem de metot boliimiinde detaylart
verilen yontem ile tasarlanan peptitlerin altin ile etkilesimlerinin molekiiler dinamik

simiilasyonlar1 ve analizleri paylasilacaktir.

3.1 Konformasyonel Tarama Analizleri

Bu tez kapsaminda, oncelikli olarak literatiir taramasinda da bahsedildigi tizere, altina
(Au {111}) yiiksek afinite ile baglandigi bilinen AuBP1, AuBP2 ve GBP peptitlerinin
altin  yiizeyi ile etkilesim mekanizmalart molekiiler mekanik kullanilarak
incelenmistir. Bunun i¢in AuBP1, AuBP2 ve GBP’nin molekiiler yapilart HyperChem

programi ile olusturulmustur.

Bu peptitlerin amino asit sekanslar1 Cizelge 3.1°de peptitlerin icerdigi amino asitler
farkli renklerde olacak sekilde verilmistir. Tezin ilerleyen boliimlerinde HyperChem
ve MD simiilasyonlarinin irdelendigi goriintiilerde de peptitler bu renklere gore

renklendirilecektir.

Cizelge 3.1: Peptitlerin amino asit dizilimleri ve yapilan MD

simiilasyonlarinin siireleri

Peptit Amino Asit Dizilimi Simiilasyon Siiresi (ns)
AuBPl1 WAGA"RLVLRRE 80
AuBP2 WALRRSIRRQSY 30

GBP HGKTQATSGTIQS 110
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Ardindan, bu peptitlerin yap1 tahminleri HyperChem programinin konformasyonel
tarama yontemi kullanilarak vakum altinda (implicit water) yapilmigtir. Bu programda
peptitler igerisinde farkli burulma (torsion) agilar1 segilmis ve bu agilar rastlantisal
olarak degistirilerek enerji minimizasyonlar1 yapilmistir. Yapilan 10.000
minimizasyon adimi sonunda en diisiik enerjiye sahip konformasyon segilerek bu
konformasyonun Au {111} ylizeyi ile olan etkilesimi incelenmistir. Burada Sekil
2.2’de gosterilen yontem ile peptit Au {111} ylizeyi lizerine 36 farkli sekilde
konularak enerji minimizasyonlar1 yapilmis ve enerjiler karsilastirilarak en iyi
baglanma konformasyonu belirlenmistir. Bu konformasyonlar AuBP1, AuBP2 ve

GBP igin sirasi ile Sekiller 3.1, 3.2 ve 3.3’te verilmistir.

€« £ €1 4 £ £ £ L £E
ADABAD DAL 2D
AN RADABRAB 2B 2B 200

2 % 2 2 2 2 2 2 2 2 %
% % £ £ 2 2 2 2 2 2 %

hhhhh X % £ & &
- - S

_ 3 3 : S 2 2 8

L Y 3 £ £
> % »
.3 W
kD % -
 * 2 & 2 2 2 2
£ 2 2 & £ & &£ & & & =&
3 W O W W S W W S W W

Sekil 3.1. AuBP1 (WWAGA! RLVLRRE) baslangi¢ yapisi (a) onden, (b)

sagdan ve (c) listten goriiniimii.

HyperChem sonuglarindan elde edilen en iyi baglanma konformasyonu enerji
minimizasyonu yapilarak incelendiginde (Sekil 3.1) 12 aa uzunlugundaki AuBP1
peptitinin 2. (alanin, A), 3. (glisin, G), 4. (alanin, A), 6. (arjinin, R), 9. (16sin, L), 10.
(arjinin, R), 11. (arjinin, R) amino asitlerinden baglandig1 gbzlenmistir. 12 amino
asitlik AuBP2 peptitinin ise (Sekil 3.2) 1. (triptofan,W), 2. (alanin, A), 3. (16sin, L), 4.
(arjinin, R), 10. (glutamin, Q) ve 11. (serin, S) amino asitlerinden baglandig

gdzlenmistir.
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Sekil 3.2 (a) AuBP2 (WALRRSIRRQSY) baslangi¢ yapisi (a) onden, (b)

sagdan ve (c) listten goriiniimii.

Sekil 3.3: GBP (MHGIKTQATSGTIQS) baslangic yapisi (a) onden, (b)

sagdan ve (c) Ustten goriniimii.

HyperChem sonuglarindan elde edilen en iyi baglanma konformasyonu enerji
minimizasyonu yapilarak incelendiginde (Sekil 3.3) 14 aa uzunlugundaki GBP
peptitinin 1. (metiyonin, M), 5. (treonin, T), 6. (glutamin, Q), 10. (glisin, G), 11.

(treonin, T), 12. (izoldsin, I) amino asitlerinden baglandigi1 gozlenmistir.
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Bir sonraki boliimde bu baglanma davranisinin hem su varliginda (explicit water
TIP3P) incelenmesi hem de zamana bagh kararliliginin gozlenmesi i¢in Molekiiler

Dinamik simiilasyonlar1 yapilmis ve sonuglari irdelenmistir.
3.2 AuBP1, AuBP2 ve GBP Peptitlerinin MD Simiilasyonlar:

HyperChem analizleri sonucunda altin yiizeyine en yiiksek afiniteyle baglanan peptit
konformasyonlar1 su varliginda (explicit water TIP3P) molekiiller dinamik
simiilasyonu i¢in baslangi¢ yapisi olarak kullanilmistir (Sekiller 3.1, 3.2 ve 3.3).

] 10 20 30 40 50 60 70 8O
15 ; ; ; ; ; ; -

=12
a9
AuBP1 G
-
'
-
(b) S
=
o
AuBP2
2
) 2
=
A
GBP

0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100 110
Zaman (ns)

Sekil 3.4. (a) AuBP1, (b) AuBP2 ve (¢) GBP i¢cin RMSD grafikleri.

Kullanilan NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) molekiiler dinamik programi

icin yontem ve kuvvet alanlari metot kisminda detayli bir sekilde anlatilmistir.

AuBP1 ve AuBP2 icin 80 ns’lik simiilasyonlar yapilmis GBP i¢in ise 110 ns’lik
simiilasyon yapilmistir. Simiilasyonlarin RMSD grafiklerinde platoya ulasildig
goriiliince tamamlandig1 kabul edilmistir. Sekil 3.4’te her ii¢ peptit icin RMSD

grafikleri verilmistir.
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AuBP1, RMSD grafigine gore simiilasyonun ilk 5 ns igerisinde, minimizasyon
konformasyonunu Au {111}-yiizeyine uyarlamis ve sonrasinda simiilasyon siiresince
kararli bir sekilde yiizeye bagh kalmistir (Sekil 3.4.a). Benzer bir sekilde AuBP2’nin
de minimizasyon konformasyonu ylizeye adapte olduktan sonra kararli bir yapiya
ulagmistir (Sekil 3.4.b). Diger taraftan GBP peptiti hizla yilizeye uyum saglamis ancak
sekil zaman igerisinde yavas yavas degisiklige ugrayarak 75. ns sonunda kararli bir

yapiya ulagmustir (Sekil 3.4.c).

Molekiiler Dinamik simiilasyonlar1 sirasinda her bir kosu i¢in her 1 ps’de molekiiler
yapilar kaydedilmistir. Daha sonra bu yapilar (frame) kiimeleme analizi ile
incelenmistir. Kosu sirasinda alinan yapilar her bir peptit i¢in ayr1 ayr1 analiz edilmis
ve en yiiksek yogunluga (yap1 sayisina) sahip 15 kiimeye ayrilmistir. Asagida, bu 15
kiimenin ve bu kiimelere dahil olmayan kiimesizler grubunun yogunluklar1 AuBP1,

AuBP2 ve GBP peptitleri i¢in sirast ile Cizelgeler 3.2, 3.3 ve 3.4 te verilmistir.

Cizelge 3.2: AuBP1’in kiimeleme analiz sonuglart.

Kiimeler Konformasyon .
Esik Degeri = 1.5 sayisl d Yiizde %

1 40967 5121
2 8002 10.00
3 4446 556
4 4140 518
5 3891 486
6 3482 435
4 2480 3.10
8 1367 171
9 1304 163
10 1303 1.63
11 1097 137
12 826 1.03
13 652 0.82
14 615 0.77
15 602 0.75

Kiimesiz 4826 6.03

Cizelge 3.2 ve 3.3 AuBpl ve AuBP2 peptitleri i¢in tek bir baskin kiime oldugunu

gosterirken GBP i¢in Cizelge 3.4 iki baskin kiimenin oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 3.3: AuBP2’nin kiimeleme analiz sonuglari.

Kiimeler Konformasyon .
Esik Degeri = 2 sayist Y Yiizde %

= 54520  [6845
2 9018 11.27
3 4800 6.00
4 3472 4.34
5 2119 2.65
6 2033 2.54
I 1830 2.29
8 429 0.54
9 427 0.53
10 313 0.39
11 219
12 164
13 130
14 127
15 95

Kiimesiz 304 0.38

Cizelge 3.4: GBP nin kiimeleme analiz sonuglari.

Kiimeler Konformasyon .
Esik ])ueg:r;3= 2.5 sayisl d Yiizde %

1 39813
2 34192
3 13770 12.52
4 7513 6.83
5 4147 3.77
6 3339 3.04
7 2971 270
8 979 0.89
9 837 0.76
10 586 0.53
11 432
12 333
13 232
14 213
15 172

Kiimesiz 471
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Bu kiimelerin yiizey baglanma davraniglarini incelemek i¢in her bir kiime i¢in temsilci
yapilar hesaplanmig ve bu yapilarin ylizeye baglanma konformasyonlar1 asagida

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.5 AuBP1 (WAGA ' RLVLRRE) i¢in en yogun kiimenin temsilci yapist
(@) 6nden goriiniimii (b) sagdan goriiniimii (c) Ustten goriiniimii (d) temsilci yapinin

simiilasyondaki zamansal konumu kirmizi ¢izgi ile gosterilmistir.

AuBP1 ve AuBP2 icin en yogun kiimenin temsilci yapist yani kiime merkezindeki
yapilar Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da verilmistir. Sekil 3.5°te AuBP1’in en yogun
kiimesinin temsilci yapisinda sirasi ile 2. (alanin, A), 3. (glisin, G), 4. (alanin, A), 6.
(arjinin, R), 9. (16sin, L), 10. ve 11. (arjinin, R) amino asitlerinin peptitin yiizeye
baglanmasinda rol aldig1 belirlenmistir. Diger yandan, bu peptit i¢in 1. (triptofan, W),
5. (lizin, 1), 7. (16sin, L), 8. (valin, V), 12. (glutamik asit, E) ylizey etkilesimlerinde
rol almadig1 gozlenmistir. Sekil 3.6’da ise ayni1 analiz AuBP2 i¢in yapilmis ve 1.
(triptofan, W), 2. (alanin, A), 3. (16sin, L), 4. (arjinin, R), 10. (glutamin, Q), 11. (serin,
S) ve 12. (tyrosin, Y) amino asitlerinin baglanmada rol alirken 5. (arjinin, R), 6. (serin
S), 7. (izoldsin, 1), 8. ve 9. (arjinin, R) amino asitlerin simiilasyon siiresince yiizeyle

etkilesmedigi gozlenmistir.
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Sekil 3.6: AuBP2 (WALRRSIRRQSY) i¢in en yogun kiimenin temsilci yapisi
(@) 6nden goriiniimii (b) sagdan goriiniimii (c) Ustten gériiniimii (d) temsilci yapinin

simiilasyondaki zamansal konumu kirmizi ¢izgi ile gosterilmistir.

GBP i¢in yapilan MD simiilasyonu ve takip eden kiimeleme analizi (Cizelge 3.4) ise
AuBPl ve AuBP2’den farkli olarak iki farkli yapi kiimesinin yogun olarak
bulundugunu gostermistir. Bu kiimelere ait temsilci yapilar sekil 3.7 ve 3.8°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.7: GBP (MHGIKTQATSGTIQS) i¢in en yogun kiimenin temsilci
yapisi (a) onden goriiniimii (b) sagdan goriiniimii (c¢) istten goriinimi (d) temsilci

yapinin simiilasyondaki zamansal konumu kirmiz1 ¢izgi ile gosterilmistir.
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GBP’nin en yogun kiimesinde temsilci konformasyonda yiizeyle etkilesen amino
amino asitler 1. (metiyonin, M), 5. (treonin, 1), 6. (glutamin, Q), 7. (alanin, A), 8.
(treonin, T), 9. (serin, S), 10. (glisin, G), 11. (treonin, T), 12. (izol6sin, I) numarali
amino asitleridir (Sekil 3.7). GBP’nin birinci yogun kiimesinde ise temsilci yapida 2.
(histidin, H), 3. (glisin, G), 4. (16sin, <), 13. (glutamin, Q) ve 14. (serin, S) yiizeye
temas etmemektedir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8: GBP (MHGKTQATSGTIQS) icin en yogun ikinci kiimenin
temsilci yapist (a) 6nden goriiniimii (b) sagdan goriiniimii (c) listten goriinimii (d)

temsilci yapinin simiilasyondaki zamansal konumu kirmizi ¢izgi ile gosterilmistir.

GBP’nin ikinci kiimesinde temsilci yapida asitler 1. (metiyonin, M), 2. (histidin, H),
5. (treonin, T), 6. (glutamin, Q), 7. (alanin, A), 8. (treonin, 1), 9. (serin, S), 10. (glisin,
G), 11. (treonin, T), 12. (izolosin, I), 13. (glutamin, Q) ve 14. (serin, S) amino
asitleridir (Sekil 3.8). GBP’de ikinci temsilci yapida 3. (glisin, G) ve 4. (16sin, )

ylizeye temas etmemektedir.

GBP’nin zaman igerisinde, Au {111}-ylizeyi ile 9 amino asit ile etkilestigi 1. temsilci
yapidan 12 amino asit ile etkilestigi ve daha kararli olan 2. temsilci yapiya evrildigi
goriilmektedir. Bu yapisal degisimi daha iyi gosterebilmek icik GBP’nin enerji
minimizasyonu sonucu elde edilen baslangic yapisi ile en yogun ilk iki kiimenin

temsilci yapilart Sekil 3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.9: GBP (MHGKTQATSGTIQS) nin (a) baslangi¢ yapisi, (b) en
yogun kiimenin temsilci yapisi, (c) en yogun ikinci kiimenin temsilci yapisi ve (d)

yapilarin simiilasyondaki zamansal konumlari.

Sekil 3.9’da da goriildiigii tizere, GBP peptiti simiilasyon siiresinCe giderek altin
ylizeyine dogru agilarak baglanmis ve sonunda kararli bir baglanma konformasyonuna

ulagmustir.

Peptitlerin altin yiizeyi ile etkilesimlerini gézlemleyebildigimiz baska bir analiz de
peptit atomlarinin yiizeye olan yakinliklarini incelenmesidir. Bu amagla, her bir frame
i¢in peptit atomlarindan kag tanesinin yiizeye belirlenen esik degerinden (5 A) yakin
oldugu hesaplanmistir. Sonuglar AuBpl, AuBP2 ve GBP icin sirast ile Sekiller 3.10,
3.11 ve 3.12’de verilmistir.
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Sekil 3.10: AuBP1 (toplam atom sayisi: 217) atomlarinin, Au {111}-ylizeyine

5A mesafeden daha yakin olanlarinin sayisinin zamana gore degisimi.
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Sekil 3.10’da 217 tane AuBP1 atomlarinin yaklasik 100 tanesinin (% 46’sinin) altin
ylizeyi ile kararlt bir sekilde temas ettigi gozlenmistir. Sekil 3.11°de ise 231 tane
AUBP2 atomunun yaklasik 125 tanesinin (% 54’iliniin) altin yiizeyi ile etkilesim

halinde oldugu belirlenmistir.

150

125 4
w100 4
=3
m
w1 75 4
§
g ]

1 Toplam=231 atom
[+} T T T T T T T
o 10 20 30 40 50 60 i) 80

Zaman (ns)

Sekil 3.11: AuBP2 (toplam atom sayisi: 231) atomlarinin, Au {111}-yiizeyine

5A mesafeden daha yakin olanlarmin sayisinin zamana gére degisimi.

Sekil 3.12°de ise 200 tane GBP atomunun 6nce yaklasik 125 tanesinin (% 62.5 unun)
ylize yayilim sonrasinda ise yaklasik 160 tanesinin (%80’inin) altin {111}-yiizeyi ile

etkilesim halinde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.12: GBP (toplam atom sayisi: 200) atomlarinin, Au {111}-ylizeyine

5A mesafeden daha yakin olanlarmin sayisinin zamana gére degisimi.

Yapisal analizler i¢in ayrica, peptitleri olusturan amino asitlerin kiitle merkezlerinin
Au {111}-yiizeyine olan uzakliklar1 hesaplanmis ve zamana gore degisimleri AuBP1,

AuBP2 ve GBP peptitleri i¢in sirastyla Sekiller 3.13, 3.14 ve 3.15’te verilmistir.
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Sekil 3.13: AuBP1’nin yapisindaki amino asitlerin kiitle merkezlerinin Au
{111}~ yiizeyine olan uzakliklar1 (A).
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Sekil 3.14: AuBP2’nin yapisindaki amino asitlerin kiitle merkezlerinin Au

{111}- yiizeyine olan uzakliklar1 (A).

Bu sekiller peptitlerin her bir amino asitinin zamanla Au {111}-yiizeyine baglanma

siirecini de gostermektedir.
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Sekil 3.15: GBP’nin yapisindaki amino asitlerin kiitle merkezlerinin Au {111} -
yiizeyine olan uzakliklari (A).

Bu bulgular, Tang ve dig., (2013) tarafindan AuBP1, AuBP2 ve GBP ile yapilan
simiilasyon ¢aligsmalari ile biiyiik oranda ortiismektedir. Ayni calismada yapilan QCM
analizleri ile de her li¢ peptitin yaklasik olarak benzer baglanma enerjilerine sahip
oldugu gosterilmistir. Cizelge 3.5’de bu calismada bulunan baglanan amino asitler
literatiirde belirtilen amino asitleri igermekle birlikte uzun simiilasyon siiresi

sonucunda diger amino asitlerin de yiizeye yaklastig1 gdzlenmistir.

Cizelge 3.5: Peptitlerin amino asit dizilimleri ve yapilan MD

simiilasyonlarinin stireleri

Baglanan Amino Baglanan Amino - ——
. . . Baglanma Enerjileri
Peptit Asitler Asitler Tane ve diz.. 2013
Bu ¢aligma Tang ve dig., 2013 & £
AuBP1 WAGAKRLVLRRE WAGAKRLVLRRE -37.6 £ 0.9 kJ/mol
AuBP2 WALRRSIRROSY WALRRSIRRQSY -36.4 £ 0.3 kJ/mol
GBP MHGKTQATSGTIQS MHGKTQATSGTIQS -37.6 £ 1.0 kJ/mol

Tezin bir sonraki boliimiinde ayr1 ayri amino asitlerin baglanmalar1 incelenerek yeni

peptitler tasarlanacaktir.

35



3.3 Peptitlerin Tasarim

Bu boliimdeki amacimiz, tek tek amino asitlerden baslayip adim adim 7 amino asit
uzunlugunda altina afinite gosteren peptitler tasarlamaktir. Peptitlerin Au {111}-
yluzeyi etkilesimleri su molekilleri igerisinde enerji minimizasyonlar1 ile
gerceklestirilmistir. Bu tasarim yonteminde, Oncelikle peptitin (su igerisindeki) en
diisiik enerjiye sahip konformasyonu bulunmus (Au yiizeyine 20 A uzaklikta) daha
sonra da bu en diisiik enerjili peptit konformasyonunun Au {111} ylizeyindeki
etkilesimleri (Au yiizeyine 5 A uzaklikta) incelenmistir. Peptitler altin yiizeyine
yaklastirildiginda farkl yiizeylerin etkilesimlerini karsilagtirabilmek i¢in 60 derecelik
acilarla dondiriilmiis (rotation) ve egilmistir (tilt). Her bir peptit i¢in 36 farkli
etkilesim i¢in minimizasyonlar yapilip en diisiik enerjili yapilar bulunarak bu

yapilardan baglanma enerjileri hesaplanmustir.

Cizelge 3.6: 20 temel amino asitin Au {111}-yiizeyine baglanma enerjileri.

i i BaasAu Eaa +Eau Eba glanma
AMINOASIL | (ycaimol) | (keallmol) | (kcalimol)
Pro (P) -72679.9 -72360.9 -319.0
Ala (A) -72685.4 -72375.6 -309.8
Ser (S) -72693.5 -72412.9 -280.7
Gly (G) -72759.4 -72490.8 -268.6
Asn (N) -72785.4 -72560.2 -225.2
His (H) -72610.6 -72387.6 -223.1

e (1) -72613.5 -72425.4 -188.1
Tyr (Y) -72537.1 -72351.2 -185.9
Asp (D) -72718.8 -72533.1 -185.7
Arg (R) -72784.9 -72599.9 -185.0
Cys (C) -72675.4 -72520.6 -154.8
GIn (Q) -72651.1 -72502.0 -149.1
Lys (K) -72564.8 -72430.4 -134.4
Glu (E) -72730.3 -72600.2 -130.1
Val (V) -72621.3 -72492.7 -128.6
Met (M) -72592.0 -72486.2 -105.8
Trp (W) -72535.1 -72440.0 -95.1
Phe (F) -72531.3 -72446.8 -84.5
Thr (T) -72771.3 -72720.4 -50.9
Leu (L) -72585.1 -72552.8 -32.4
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Baglanma enerjileri (Cizelge 3.6) karsilagtirildiginda altin yilizeyine goreceli olarak en
yiiksek afinite ile baglanan iki amino asit prolin (P) ve alanindir (A). En zayif baglanan
amino asitler ise 16sin (L) ve treonin (T) olarak belirlenmistir. Bahsedilen amino
asitlerin konformasyonel arastirma sonrasi a¢iga c¢ikan yapilar1 sekil 3.16°de

gosterilmistir.

AIanm(A

< Losin(L)
Prolin(P)

Treonin(T)

Sekil 3.16: Prolin (P), alanin (A), treonin (T), 16sin (L) amino asitlerinin

baslangi¢ yapilari.

Buradan en i1yi baglandigi bulunan iki amino asit segilip arkasindan her birine 20
amino asit tek tek eklenerek 40 farkl iki amino asitlik peptit iiretilmistir. Bu peptitlerin
her biri i¢in 6nce Au yilizeyi ile etkilesmeden ve sonra da Au ylizeyi ile etkilesim
halindeki konformasyonlart NAMD de enerji minimizasyonlari ile hesaplanarak en iyi

baglanma enerjisine sahip ikili peptitler secilmistir.

7 amino asitlik tiim olas1 peptitlerin enerjilerinin hesaplanmasi i¢in astronomik siireler
gerekmektedir. 7 amino asit uzunlugunda 20’ = 1.280.000.000 farkli sayida peptit
olusturulabilir ve her birinin hesaplanmasi pratik olarak miimkiin degildir. Bu nedenle
bu tez kapsaminda kullanilan tasarim metodu, gorece c¢ok kisa siirelerde peptitler
tasarlamamizi saglamaktadir. Bu peptitlerin tasariminda, her ne kadar her olasilik
denenmemis, dolayisi ile en yiiksek afiniteye sahip peptit bulunamamis olsa da elde

edilen peptitlerin yiiksek afiniteye sahip olmasi beklenmektedir.

Bu tasarim algoritmasi ile daha sonra 3’li, 4’1, 5°li, 6’11 ve son olarak 7°1i peptit

sekanslart bulunmustur. Sekil 3.17°de bu sekanslarin olusum basamaklar1 verilmistir.
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Sekil 3.17: Tasarim basamaklar1 ve her bir basamak icin en iyi baglanan

sekanslar.

Tez calismasinda gelistirilen ekleme metodu sonucunda 7 amino aside sahip
peptitlerin tasariminda her bir basamak ayri ayr1 verilmemis olmakla birlikte Cizelge
3.7°de en iyi baglanma enerjisine sahip olan ilk iki 6’11 sekansa eklenen amino asitlerin

hesaplanan baglanma enerjileri gosterilmistir.

Tablolarda gosterilen “?” sembolii altina goreceli olarak yiiksek afinite ile baglanan,
ekleme metodunun uygulandig bir 6nceki peptite eklenen her bir amino asiti temsil

etmektedir.

Cizelge 3.7’ye gore altin yiizeyine kuvvetli baglanan 7 amino asite sahip peptitler
arasindan en iyi baglanma enerjisine sahip ilk ikisi sirasiyla PFTQSTV ve PEFTQSDI

peptitleridir.
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Cizelge 3.7: 7 amino asit uzunlugundaki peptitlerin baglanma enerjileri

PFTQST +? Ebaglanma PFTQSD + ? Ebaglanma
(kcal/mol) (kcal/mol)
Val -401.9 lle -401.8
Ala -386.9 Lys -284.3
Pro -327.2 Ser -259.8
Gln -304.9 Asn -253.9
Trp -297.6 Met -241.6
Met -297.4 Cys -237.0
Gly -277.7 Phe -234.1
Asp -261.7 Glu -221.8
Asn -261.0 Leu -208.6
Glu -228.8 Val -200.6
Arg -222.8 Pro -196.2
Leu -213.7 Asp -194.9
Phe -204.0 Trp -177.3
Thr -166.0 Thr -167.7
Cys -131.0 Arg -138.8
Lys -101.9 His -129.9
lle -81.2 Gly -119.2
Tyr -65.3 Gln -115.5
Ser -38.6 Ala -99.0
His -33.3 Tyr -93.8

3.4 Tasarlanan Peptitlerin MD Simiilasyonlari

Tez galigmasinin bu boliimiinde daha once literatiirde Au {111} yiizeyine yiiksek
afinite ile baglandig1 bilinen AuBP1, AuBP2 ve GBP peptitlerine yapilan MD
analizleri bir 6nceki boliimde tasarlanan 7 amino asite sahip peptitlere uygulanmistir.
Cizelge 3.8’de, tasarlanan ve molekiiler dinamigi yapilan peptitlerin amino asit

dizilimleri ve molekiiler dinamik simiilasyon siireleri gosterilmistir.

Cizelge 3.8: Tasarlanan peptitler ve molekiiler dinamik siireleri.

Peptit Amino Asit Dizilimi | Simiilasyon Siiresi (ns)
T1 PFTOSTV 50
T2 PFTQSDI 50
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Tasarlanan Tas-1 (PFTQSTV) ve Tas-2 (PFTQSDI) peptitlerinin, pozisyonlandirma
ve minimizasyon agamalarindan sonra elde edilen en diisiik enerjili pozisyonlar1 ve
dolayistyla molekiiler dinamik simiilasyonlarindaki baslangi¢ yapilari sirastyla sekil

3.18 ve 3.19°da verilmistir.

(c)

Sekil 3.18: (a) PETQSTV baslangi¢ yapisi (a) onden, (b) sagdan ve (c) iistten

gorunumul.

Sekil 3.19: (a) PFTQSDI baslangig yapisi (a) 6nden, (b) sagdan ve (¢) tistten

gOorunimul.
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Enerji minimizasyonlar1 sonucu elde edilen elde edilen en iyi baglanma
konformasyonu incelendiginde (Sekil 3.18) 7 aa uzunlugundaki Tas-1 peptitinin 1.
(prolin, P), 2. (fenilalanin, ¥) ve 3. (treonin, T) amino asitlerinden baglandigi
gbzlenmistir. 7 amino asitlik Tas-2 peptitinin ise (Sekil 3.19) 2. (fenilalanin, F), 3.

(treonin, T) ve 4. (glutamin, ©) amino asitlerinden baglandigi gozlenmistir.

Yukarida verilen baslangi¢ baglanma konformasyonlar1 kullanilarak bu baglanma
davraniginin hem su varliginda (explicit water TIP3P) incelenmesi hem de zamana
baglh kararliligmin goézlenmesi i¢in Molekiiler Dinamik simiilasyonlart (NAMD:

Nanoscale Molecular Dynamics) yapilmis ve sonuclar1 agagida irdelenmistir.

Tas-1 ve Tas-2 peptitleri i¢in 50 ns’lik simiilasyonlar yapilmistir. Simiilasyonlarin
RMSD grafiklerinde platoya ulasildig: goriiliince tamamlandigi kabul edilmistir. Sekil
3.20°de her ti¢ peptit icin RMSD grafikleri verilmistir.

(a)

PFTQSDV

(b)

PFTQSDI

0 10 20 30 40 50
zaman (ns)

Sekil 3.20: Tas-1 (PFTQSTV) ve Tas-2 (PFTQSDI) peptitlerinin RMSD
degerleri.

Tas-1, RMSD grafigine gore simiilasyonun ilk 1-2 ns igerisinde, minimizasyon
konformasyonunu Au {111}-yiizeyine adapte etmis ve sonrasinda simiilasyon
stiresince kararl bir sekilde yiizeye bagl kalmistir (Sekil 3.20.a). Diger taraftan Tas-
2 peptitinin yiizey adaptasyonu 30. ns civarinda tamamlanmis ve sonunda kararli bir

yapiya ulagmustir (Sekil 3.20.b).
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Molekiiler Dinamik simiilasyonlar1 sirasinda her bir kosu i¢in her 1 ps’de molekiiler
yapilar kaydedilmistir. Daha sonra bu yapilar (frame) kiimeleme analizi ile
incelenmistir. Kosu sirasinda alinan yapilar her bir peptit i¢in ayr1 ayr analiz edilmis
ve en yiikksek yogunluga (yapi sayisina) sahip 15 kiimeye ayrilmistir. Asagidaki
cizelgelerde bu 15 kiimenin ve bu kiimelerden hi¢ birine dahil olmayan kiimesizler
grubunun yogunluklar1 Tas-1 ve Tas-2 peptitleri i¢in sirasi ile Cizelgeler 3.9 ve 3.10°da

verilmistir.

Cizelge 3.9: Tas-1’in kiimeleme analizi sonuglari.

Kiimeler Konformasyon .
Esik Degeri =1.5 sayisi y Yiizde %

1 23200 46.40
2 9261 18.52
3 6740 13.48
4 3626 705
5 2633 527
6 1371 274
7 679 136
8 474 0.95
9 421 0.84
10 362 0.72
11 346 0.69
12 215 0.43
13 177 0.35
14 136 0.27
15 87 0.17

Kiimesiz 272 0.54

Cizelge 3.9 ve 3.10 Tas-1 ve Tas-2 peptitleri i¢in tek bir baskin kiime oldugunu
gostermektedir. Simiilasyonlarin dengeye geldikleri gz oniine alininca simiilasyon
sirelerinin ~ uzatilmast bu  baskin  kiimelerin  yogunluklarmi  arttiracagi

diistiniilmektedir.
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Cizelge 3.10: Tas-2’nin kiimeleme analizi sonuglart.

Kiimeler Konformasyon N
Esik Degeri =2 sayisi Y Yiizde %

1 17763 3553
2 5810 11.62
3 5670 11.34
4 5032 10.06
S 4414 3.83
6 2904 581
7 1246 249
8 997 1.99
9 985 1.97
10 944 1.89
11 738 1.48
12 672 134
13 514 1.03
14 504 1.01
15 450 0.90

Kiimesiz 1357 271

Bu kiimelerin yiizey baglanma davranislarini incelemek i¢in daha 6nce yapildig
sekilde her bir kiime i¢in temsilci yapilar hesaplanmis ve bu yapilarin ylizeye

baglanma konformasyonlar1 asagida degerlendirilmistir.

Tas-1 ve Tas-2 i¢in en yogun kiimenin temsilci yapis1 yani kiime merkezindeki yapilar
strast ile Sekil 3.21 ve Sekil 3.22°de verilmistir. Sekil 3.21’de Tas-1’in en yogun
kiimesinin temsilci yapisinda sirasi ile 1. (prolin, P), 2. (fenilalanin, F), 3. (treonin, T),
4. (glutamin, ©Q), ve 5. (serin, S) amino asitlerinin peptitin yiizeye baglanmasinda rol
aldig1 belirlenmistir. Sekil 3.22°de ise ayn1 analiz Tas-2 peptiti i¢in yapilmis ve 1.
(prolin, ), 2. (fenilalanin, F), 3. (treonin, T), 4. (glutamin, ©), 6. (aspartik asit, D) ve

6. (izoldsin, I) amino asitlerinin simiilasyon siiresince yiizeyle etkilestigi gozlenmistir.
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Sekil 3.21: Tas-1 (PFTQSTV) i¢in en yogun kiimenin temsilci yapisi (a) tstten

gbriiniimii (b) 6nden gdriiniimii (¢) sagdan goriiniimii (d) simiilasyondaki yeri.
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Sekil 3.22: Tas-2 (PFTQSDI) i¢in en yogun kiimenin temsilci yapisi (a) istten

goriiniimii (b) 6nden gdriinliimii (¢) sagdan goriiniimii (d) simiilasyondaki yeri.

Tasarlanan peptitlerin altin yiizeyi ile etkilesimlerini gozlemleyebilmek icin peptit
atomlarinin yiizeye olan yakinliklar1 incelenmistir. Burada, her bir frame i¢in peptit
atomlarindan kag tanesinin yiizeye belirlenen esik degerinden (5 A) yakin oldugu
hesaplanmistir. Sonuglar Tas-1 ve Tas-2 igin siras1 ile Sekiller 3.23 ve 3.24’te

verilmisgtir.
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Sekil 3.23: Tas-1 (toplam atom sayisi: 109) atomlarinin, Au {111}-ylizeyine 5

A mesafeden daha yakin olanlarinin sayisinin zamana gore degisimi.

Sekil 3.23’te 109 tane Tas-1 atomlarinin yaklasik 72 tanesinin (% 66’sinin) Au {111}-
yiizeyi ile kararli bir sekilde temas ettigi gozlenmistir. Sekil 3.24°te ise 110 tane Tas-
2 atomunun yaklasik 90 tanesinin (% 82’sinin) Au {111}-yiizeyi ile etkilesim halinde

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.24: Tas-2 (toplam atom sayisi: 110) atomlarinin, Au {111}-ylizeyine

5A mesafeden daha yakin olanlarinin sayisinin zamana gore degisimi.

Yapisal analizler i¢in ayrica, peptitleri olusturan amino asitlerin kiitle merkezlerinin
Au {111}-yiizeyine olan uzakliklar1 hesaplanmis ve zamana gore degisimleri Tas-1 ve

Tas-2 peptitleri i¢in sirasiyla Sekiller 3.25 ve 3.26’da verilmistir.
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Sekil 3.25: Tas-1"in yapisindaki amino asitlerin kiitle merkezlerinin Au {111}-

yiizeyine olan uzakliklar1 (A).
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Sekil 3.26: Tas-2’nin yapisindaki amino asitlerin kiitle merkezlerinin Au

{111}- yiizeyine olan uzakliklar1 (A).

Bu sekiller peptitlerin her bir amino asitinin zamanla Au {111}-yiizeyine baglanma

stirecini de gostermektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda, peptitlerin altin {111}-yiizeyi ile etkilesimleri ve
baglanma mekanizmalar1 incelenmistir. Literatiirde altina iyi baglandigi deneysel
olarak gosterilmis AuBP1, AuBP2 ve GBP peptitlerinin molekiiler dinamik
simiilasyonlar1 ve bu simiilasyonlarin analizleri yapilmistir. Bu peptitlerin hangi amino
asitlerden ylizeye baglandig1r irdelenmistir. Ayn1 zamanda gelistirilen ekleme
metoduyla 7 amino aside sahip peptitler tasarlanmistir. Tasarlanan peptitlerin

molekiiler dinamik simiilasyonlari yapilmustir.

Sonug olarak, literatiirde altina iyi baglandig1 bilinen peptitlerin her birinin molekiiler
dinamik simtiilasyonlarinda zaman gectik¢e daha kararli yapilara ulastigi gozlenmistir.
AuBP1 ve AuBP2 peptitleri yaklasik 5 ns’de kararli yapilarina gegerken, GBP peptiti
hizla yiizeye uyum saglamis ancak yapi zaman igerisinde yavas yavas degisiklige
ugrayarak 75. ns sonunda kararli bir yapiya ulasmistir. Bunun sebebi GBP peptitinin
gorece daha fazla amino aside sahip olmasi ve minimizasyon siirecinin vakum
ortaminda yapilmasindan dolayr genel minimaya diger peptitlere oranla daha az
yakinlagmasi olabilir. Sonug olarak, her bir peptit simiilasyon sonunda kararli yapiya
ulagmistir ve bu yapilardaki altin ylizeyine baglanan amino asitler elde edilmistir. Bu
amino asitlerin ayn1 peptitler ile yapilmis diger simiilasyon ¢aligmalar ile uyumluluk
gosterdigi  belirlenmistir: Bu amino asitler, Tang ve digerlerinin ¢alismasiyla
karsilastirildiginda her iki calismada da AuBP1°deki 4. (alanin, A), 6. (arjinin, R), 10.
ve 11. (arjinin, R) amino asitlerinin altin {111}-yiizeyine baglandigi goriilmiistiir.
AuBP2 peptitinde ise ortak olan amino asitler 1. (triptofan, W), 4. (arjinin, A), 12.
(tyrosin, Y)’dir. GBP’de ortak olan amino asitler ise 1. (metiyonin, M), 2. (histidin, H)
ve 6. (glutamin, Q) amino asitleridir.

Yedi amino asit uzunlugunda bir sekans tasarlamak i¢in, 20 amino asit kullanilarak,
normalde 1 milyar 280 milyon simiilasyon yapilmasi gerekirken bu say1 tez

calismasinda uygulanan metot ile 240 simiilasyona diigiiriilmiistiir. Tasarlanan Tas-1
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ve Tas-2 peptitlerinin arasindan altin (111) yiizeyine ortak olarak baglanan amino
asitler (prolin, P), 2. (fenilalanin, F), 3. (treonin, T) amino asitleridir. Bu amino asitler
arasindan fenilalanin varhigi literatiirle korelasyon icindedir. Vera ve digerleri

fenilalaninin altin yiizeyine baglanmada etkili oldugunu géstermislerdir.

Gelecek calismasi olarak, bu ¢alismada gelistirilen ekleme metodu, daha fazla amino
asit sayisina sahip peptitlerin altin ylizeyine baglanmasi i¢in uygulanabilecegi gibi
farkli inorganik yiizeyler i¢in de kullanilabilir. Bu metot es zamanli olarak bir
malzemeye (6rnegin altin) baglanan ama baska bir malzemeye baglanmayan (6rnegin

silika) dolayisi ile malzemeye spesifik peptitlerin tasarimi i¢in de kullanilabilir.

Bu caligmada tasarlanan peptitlerin ya da tasarim metodunun gelistirilmesi ile
ilerlendiginde biyogoriintiileme, biyosensorler, kanser tedavisi ve ila¢ taginimi gibi
pratik uygulamalarda kullanilabilecek olast uygun peptitlerin  kullanilmasi

saglanabilir.
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