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ONSOz
Bilinen enzimlerin yarisini teskil eden metaloenzimler biyolojik sistemlerde oksidasyon
fotosentez, solunum ve azot fiksasyonu vb. gibi kritik mekanizmalari kontrol etmektedir. Bu
karmasik ve stabilizasyonu zor olan proteinler taklit edilerek basit ve kararli yapilar
gelistirmek, biyolojik uygulamalar agisindan énemli bir arastirma konusudur. GUnumuzde
enzimlerin katalitik mekanizmalari ve aktif kisimlari kristal yapi analizi gibi tekniklerle
o6grenilmektedir. Bu yontemlerle enzimlerin katalizde aktif olan amino asitlerinin gesit ve
konumlari ya da metal etkilesimleri gibi karakteristik 6zellikleri tespit edilmektedir. Elde edilen
bilgiler dogrultusunda tasarlanan yapay enzim modelleri kararlilik, zaman ve maliyet gibi
acllardan onemli Olcide avantaj saglayabilecek gelecek vadeden arastirma konularindan
biridir. Buradan yola c¢ikarak, bu calismada katalitik yapisi 6nemli &lgide bilinen ve
hicrelerde kalsiyum fosfat birikimini saglayarak kemik olusumunda etkili olan alkalin fosfataz
(ALP) enzimi model olarak alinmistir. Bu projede, kemik olusumunda énemli rol oynayan
alkalin fosfataz enzimi sentetik pepit nanofiberler ile taklit edilmis ve biyomineralizasyon
uygulamalari i¢in kullaniimistir. Bu amagla enzimatik aktivitede rol oynayan imidazol gruplari,
peptit amfifil (PA) nanoyapilar Gzerinde degisik pozisyonlarda konumlandirilarak ALP taklidi
nanosistemler olusturulmustur. PA molekiilleri kullanarak olusturulan nanofiberlerin ylksek
yluzey alani 6zelliginden yararlanarak kiglk bir alanda c¢oklu aktif kisim olusturulmasi
saglanmistir. Organik sisteme tamamlayici olarak ¢inko eklenmesi ile katalitik model
geligtiriimis ve organik fosfat, inorganik fosfata c¢evrilmis ve kalsiyum fosfat nodullerinin
olusumu gosterilmigtir. Boylelikle alkalin fosfatazin iki ana goérevi olan kataliz ve
mineralizasyon yuzeyi olusumunu reglle etme, burada gelistirilen kompleks supramolekuler
nanosistem kullanarak taklit edilmistir. Bulgularimiz sadece kimyasal uygulamalarla
kalmayip, in vitro calismalarla, kok hicre kullanarak kemik olusumu Uzerindeki etkisi biyolojik
uygulamalar ile de gdsterilmistir. Kisaca bu c¢alismada enzim taklidi peptit nanofiberler
katalitik ve iskelet 6zelli§i gostererek kemik benzeri yapi olusumunu hizlandirmisgtir. Bu proje

kapsaminda yapilan biitiin calismalar TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Enzimler, reaksiyonlarin gerceklesmesi icin gerekli aktivasyon enerjisini dugurmeleri
sebebiyle yasam bilimlerinde énemli bir yere sahiptir. Bu Ozellikleri sayesinde reaksiyonlarin
hizi milyonlarca ya da milyarlarca kat artabilmektedir. Reaksiyon hizini arttirmalarinin yani
sira, secici reaksiyon gergeklestirme 0Ozelligine de sahiptirlerdir. Boylece sentez sonrasi
drdnlerin ayrilmasi gibi fazladan iglemlere gerek kalmadan daha az maliyetli reaksiyonlar
gergeklestirilebilmektedir.

GunUmuzde bilinen enzimlerin yaklasik Ugte birini metallerle koordine olan enzimler
olusturmaktadir. Bu tip enzimler, solunum, fotosentez, azot fikslenmesi, hidroliz kimyasi gibi
biyolojik sistemlerde hayati 6nem tasiyan mekanizmalarin gergceklesmesinde gorev
almaktadir. Metal iyonlari, bir ya da daha fazla pargayla koordine olarak yapisal, katalitik ve
elektron transferi gibi gérevleri Ustlenmektedir.

Alkalin fosfataz (ALP) enzimi, nikleotitler ve alkaloidler gibi molekillerdeki fosfat grubunun
hidrolizinde gorev alan bir enzimdir. Bu enzimin ¢inko varliginda aktivitesinin arttidi in vitro ve
in vivo galismalarda gozlemlenmigtir. Bu enzim, ayni zamanda biyomineralizasyon igin
gerekli olan fosfat Uretimine yardimci oldugundan kemik dokuda yer alan hidroksiapatit
dretimini hizlandirir.

Bu projede, ALP aktivitesini taklit edebilen peptit nanofiber sistemleri gelistirilmistir.
Kendiliginden duzenlenerek nonkovalent etkilesimler sayesinde multivalent aktif yilzey
olusturan peptit molekulleri, ALP’nin aktif boélgesindekine benzer sekilde ginkoya baglanan
amino asitler ile aktiflestirilerek hidroksiapatit Gretilmesini saglamistir.

Peptit nanosistemlerinin  kararlihgi, hem hidrofiik hem de hidrofobik kisimlardan
olusmasindan ileri gelmektedir. Hidrofobik kisma eklenen, beta yaprak olusturma &6zelligine
sahip amino asitler sayesinde U¢ boyutlu bir yapi olusturulabilmektedir. Bu 6zellige sahip
amino asit dizininden sonra da, istenilen fonksiyona sahip amino asitler eklenebilmektedir.
Bu projede, ayni stratejiyi kullanarak farkli yapisal O6zellikteki peptit molekillerinin
sentezlenmesi ve bu vyapisal oOzelliklerin katalitik aktiviteye etkisinin arastirilmasi
amaclanmigtir. Boylelikle, yapay enzim yapimina, nanosistemlerle ¢6zim adimlar ileri
vadede saglanacaktir. Sentezlenen yeni peptit nanoyapilarin katalitik aktivitelerinin, canh
organizmalar Uzerindeki etkisi de hiucre Uzerinde yapilacak in vitro deneyler ile gosterilmistir.
Ayrica, sentezlenen yeni peptitler ve bu peptitlerin metal iyonlariyla koordinasyonu sonucu
olusan Uc¢ boyutlu yapilarin modellemeleri de desteklenmistir. Bu tur teorik calismalar,

sonraki supramolekiler yapilarin tasariminda 6rnek teskil edecektir.

Anahtar Kelimeler: Nanoteknoloji, Supramolekiler Kimya, Peptit, Biyomalzemeler, Hicre-
Malzeme Etkilesimleri



ABSTRACT
Enzymes are the proteins that catalyze and decrease the required activation energy for the
chemical reactions. For this reason, they are highly significant in life sciences. This unique
property of enzymes make the reactions millions times faster than the ones which don’t
include enzymes. Beside increasing reaction rate, enzymes can also perform specific
reactions. In this way, low cost reactions can be performed without the need for seperation of
side products after synthesis.
Metalloenzymes constitute approximately one third of the common enzymes known in
literature. This type of enzymes take important roles in the biological mechanisms such as
respiration, photosynthesis, nitrogen fixation and hydrolysis. Metal ions provide structural,
catalytic and electron transfer like properties through coordination with one or more structural
groups.
Alkaline phosphatase is an enzyme which takes role in hydrolysis of phosphate groups from
nucleotides and alkaloid-like molecules. It has previously reported that existence of zinc ion
increase the activation of alkaline phosphatase enzyme. At the same time, this enzyme
accelerates the production of hydroxyapatite crystals which are found in bone tissues by
providing the inorganic phosphate source required for biomineralization.
In this project, alkaline phosphatase enzyme mimicking peptide nanofibers were developed.
These peptide nanofibers present multivalent active surfaces through self-assembly process
which is triggered by non-covalent interactions. Using amino acids which can coordinate with
zinc ions as in natural alkaline phosphatase enzyme is thought to accelerate production of
hydroxyapatite and lead differentiation of osteojenic cells through mineralization.
The stability of peptide nanosystems depends on their both hydrophilic and hydrophobic
characters. They can form 3-D structures due to the B-sheet forming amino acids near the
hydrophobic tail. After these amino acids, different amino acids can be added according to
the desired functions. In this project, peptide amphiphile molecules with catalytic activity will
be designed and synthesized. In this way, peptide amphiphile nanostructures can be used as
artificial enzymes. In addition, the catalytic activity of these novel peptide amphiphiles will be
studied on biological organisms by performing in vitro cell culture experiments. Theoretical
simulations will be utilized for synthesized peptide nanostructures and nanosystems with zinc
ions. These types of theoretical studies will guide the design of future supramolecular
catalytic nanostructures.

Keywords: Nanotechnology, Supramolecular Chemistry, Peptides, Biomaterials, Cell-
Materials Interactions



1. GIRIS

Dogada yuzyillardir var olan sistemleri taklit ederek ya da onlardan ilham alarak yeni
sistemler gelistirmek mumkindur. Ancak bunun igin dogal olarak var olan sistemlerdeki
karmasik mekanizmalarin daha vyakindan incelenmesi, mekanistik basamaklarin
¢ozumlenmesi ve bu sistemlerde bulunan her bir parcanin goérevinin aciga cikariimasi
gerekmektedir. Bu nedenle, dogay! taklit ederek gelistirilen yeni sistemler, var olan karmasik
yaplyl daha yakindan anlamamizi saglayacak, dolayisiyla dodanin yuzyillar boyunca

gelistirdigi sistemleri kendi avantajimiz dogrultusunda kullanmamiza yardim edecektir.

Enzimler de dogadaki en zor reaksiyonlari en verimli reaksiyon hizina ¢ikarmalari ve 6zel
tanimlama mekanizmalariyla énemli katalitik sistemlerdir. Glinimuzde bilinen enzimlerin
yaklagik Ucte birini metallerle koordine olan enzimler olusturmaktadir. Bu tip enzimler,
solunum, fotosentez, azot fikslenmesi, hidroliz kimyasi gibi biyolojik sistemlerde hayati 6nem
tasiyan mekanizmalarin gergeklesmesinde gorev almaktadir. Metal iyonlari, bir ya da daha
fazla pargayla koordine olarak yapisal, katalitik ve elektron transferi gibi goérevleri
ustlenmektedir. Yeni enzimatik sistemlerin dizayninda, var olan bir proteine metal iyonlari
eklenerek katalitik aktivitesinin arttiriimasi yontemi kullanilabilir. Bunun disinda en ¢ok
kullanilan yontem, de novo protein dizaynidir. De novo protein dizayni, metal iyonlar ile
koordine olabilen, alfa sarmali ya da beta dizlemi gibi U¢ boyutlu sekillerde katlanarak
ozgenil ile uygun koordinatlarda baglanabilen yeni bir peptit dizininin tasarimi anlamina
gelmektedir. Bu noktada énemli olan iki unsur: sistemin konformasyonel kararlihdi ve katalitik
aktivitedir. Bu olduk¢a zor bir yontem gibi gorinse de, dogada kullanilan sistemlerin esin

kaynagi olarak kullanilmasi bu dizayni daha kolay hale getirmektedir.

Daha 6nceki galismalarimizda konformasyonal kararlligi bilinen, katalitik olarak da aktif hale
getirilmis bir peptit nanosistemi sayesinde enzim benzeri katalitik aktivite gosterilmistir (Guler,
2007) Buradaki peptit molekdlleri, serin proteazlarin katalitik olarak aktif kisminda bulundugu
bilinen serin, aspartik asit ve histidinden olusan “katalitik triat” sisteminden esinlenilerek

histidin amino asiti eklenerek asetil kolin esteraz enzimi gibi asetil esterlerini hidroliz etmigtir.

Alkalin fosfataz enzimi, nulkleotitler ve alkaloidler gibi molekillerdeki fosfat grubunun
hidrolizinde gorev alan bir enzimdir. Bu enzimin ¢inko varliginda aktivitesinin arttidi in vitro ve
in vivo calismalarda gozlemlenmigtir. Bu enzim, ayni zamanda biyomineralizasyon igin
gerekli olan fosfat Uretimine yardimci oldugundan kemik dokuda yer alan hidroksiapatit

dretimini hizlandirir.



Cinko, pek ¢ok yasam formunda bulunan énemli bir metaldir (Vallee, 1984; Lipscomb, 1996;
Coleman, 1992). Ozellikle gelisim ve biyiimede, sitma, zatiirre gibi salgin hastaliklara kargi
korunma ve bu hastaliklarin tedavisinde (Hambidge, 1999) soguk alginhgi tedavisinin
hizlanmasinda (Eby, 1997) 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Cinko metalinin
sahip oldugu bu 6nemli etki, onun enzim aktivitesinde sahip oldugu 6nemli gbrevden ileri
gelmektedir. Ginimuizde bilinen yaklasik 300 adet ¢inko iceren metaloenzim vardir (Vallee,
1992). Cinkonun, diger metallerle karsilastinldiginda, enzimlerde vyaygin olarak
kullaniimasinin pek cok nedeni vardir. Oncellikle ginko iyonu azot, oksijen, kikirt gibi
metabolizmamizda yaygin olarak bulunan atomlarla gigli bir sekilde etkilesime
girebilmektedir. Bu da onu proteinlere baglanabilir hale getirmektedir. Ayrica, Zn (ll) iyonu
yukseltgenme ve indirgenmelere kargi direnclidir. Bu nedenle reaksiyonlarda degismeden
kalabilmektedir. Dahasi ¢inko iyonu tetrahedral koordinasyonu sectidi icin kendi Lewis asidite

ozelliginin yaninda suyun da Brgnsted asit aktivitesini gu¢lendirmektedir.

Cinko iceren metaloenzimlerin, metabolizmamizdaki en ©nemli gdrevini peptidazik ve
amidazik aktiviteler olusturur. Peptidaz enzimleri ikiye ayrilir; endopeptidazlar, peptit
zincirinin ortasindaki peptitler arasindaki bagi kiran enzimler, ve ekzopeptidazlar, peptit
zinciri sonundaki amino aside ait peptit bagini kiran enzimlerdir. Ekzopeptidazlar, peptitin N-
uclu amino asidini ya da C-uglu amino asitini kirabilir. Sekil 1°’de amino asitler gosterilmistir.
Amid bagini kiran enzimler, B-laktamlardaki amid baginin hidrolizinde ve matriks

proteinazlari olarak hucreler arasi ortama ait bilesenlerin yikiminda gorev alirlar.

Sekil 1. Kirmizi ile gosterilen N uglu amino asiti, mavi ile goésterilen C uglu amino asidi olusturmaktadir.

Cinko iceren metaloenzimlerin bir diger énemli rolu ise fosfoester baginin kirilmasidir.
Fosfoester baglari, genetik bilgiyi aktaran deoksiribonukleik asit (DNA) ve ribonikleik asit
(RNA) molekillerinde bulundugu igin ayri bir 6nem tasimaktadir. Cinko, amidaz, peptidaz ve
fosfatazlarda gérev almasinin yaninda, karbondioksitin hidrasyonunda gérev alan karbonik
anhidrazin, alkollerin oksidasyonunda gorev alan alkol dehidragenazlarin da katalitik

bélgelerinde bulunmaktadir. (Sekil 2 ve 3)
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Ekzopept1 daz

Endopeptidaz Ekzopeptidaz

Sekil 2.Cinko iceren metaloenzimlerin peptidazik aktivitesi (Simonson, 2002).

X=H or OH, R= Adenin, guanin, sitozin, urasil, timin

Sekil 3. Cinko iceren metaloenzimlerin nikleazik aktivitesi (Simonson, 2002).

Cinko iceren metaloenzimlerde en sik rastlanan katalitik yapi, ic amino asit ve bir su ya da
hidroksil grubunun ¢inkoya baglanmasiyla olusmaktadir (Sekil 4). Cinko iceren
metaloenzimlerde, c¢inko iyonuna baglandigi sikga gorulen amino asitler histidin, glutamik
asit, aspartik asit ve sistindir. Bu amino asitler arasinda histidin, katalitik bolgede en c¢ok
kullanilan amino asit olmasi dolayisiyla ayri bir 6neme sahiptir. Histidin, imidazol grubundaki
azotun eslenmemis elektron cifti ile nétral yikte ligand olarak kullaniimaktadir. Aspartik asit
ve glutamik asit ise fonksiyonel gruplarindaki protonlarini kaybetmis karboksilat gruplari ile
anyonik ligandlari olusturmaktadir. Sistin amino asitindeki fonksiyonel grubun protonlanmis
ya da protonunu kaybetmis halde ginko iyonuyla kompleks olusturdugu bilinmese de yapilan
teorik hesaplamalar, sistin iceren enzimlerin ¢inko ile baglanan kisimlarindaki sistinlerin

protonlarini kaybetmis durumda oldugu ydénindedir (Simonson, 2002). Asagidaki tabloda
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cinko igeren metaloenzimler, c¢inko iceren amino asitlere gore Ozetlenmis sekilde
bulunmaktadir. (Tablo 1)

|\\\\\ >

B = 7 !l— OH,,

C

Sekil 4. Cinko iceren metaloenzimlerdeki ginko iyonunun olusturdugu kompleks (Simonson, 2002).

Tablo 1: Cinko iceren metaloenzimlerin katalitik gruplarindaki amino asitlere gore siniflandirilmasi (Simonson,

2002).
A,B,C Enzimin ismi Enzimin Fonksiyonu
His, His, His Karbonik Anhidraz Karbondioksit hidrasyonu
His, His, Glu | Karboksi Peptidaz Ekzopeptidaz
Thermolisin Endopeptidaz
Notral Peptidaz Endopeptidaz

His, His, Asp | Proteaz from Streptomyces caespitosus Endopeptidaz

His, His, Cys | Bakterofaj T7 lizozom Polisakkaritlerdeki L-alanin ve N-asetilmuramat

arasindaki amit baginin kirilmasi

His, Asp, Cys | Farnesil Protein Transferaz Farnesil isoprenoidin sistinin fonksiyonel grubuna
aktariimasi
His, Cys, Cys | Alkol dehidrogenaz Alkollerin aldehit ve ketonlara ylkseltgenmesi
Sistidin molekilindn amino grubunun
Sistidin deaminaz koparilmasiyla uridine dénustirilmesi
Cys,Cys, Cys | 5-aminolevulinat dehidrataz 5-aminolevulinik asitin porfobilinojene

donistirilmesi

Cinko iceren metaloenzimleri mekanistik olarak incelersek, ¢inko ile koordine olmus H,O
molekulinin Lewis asidik 6zellige sahip Zn (ll) ile hidroksite dénismesinin énemli bir etkisi
oldugu goérilmektedir (Sekil 5). lyi bir Lewis asidi olan Zn (l1) koordine oldugu su molekiliin
nétral pH’da gigclu bir nikleofil olan hidroksite donistirebilmektedir. Bu mekanizmaya daha
cok karbonik anhidraz enziminde rastlanmaktadir (Coleman, 1986). Bir diger aktivasyon
cesidi ise karboksipeptidazlardaki anyonik glutamatin katilimi ile gerceklesir. Bu durumda,
¢inko iyonuna bagh su molekilinin proton vermesi nétral pHda zorlasacaktir. Cinkoya
komsu eksi yukli glutamat sayesinde ise su molekllu polarize olur, protonu glumatin
karboksilat kismi ile paylasilir. Bir diger durumda ise, ¢inko ile koordine olmus su molekulu
substrat ile yer degistirir. Bu mekanizma ise katalitik bolgesinde iki adet sistin bulunan

karaciger alkol dehidragenazinda gérulur (Vallee, 1994). Metaloenzimlerde ¢inko iyonunun




suyu aktiflestirmesi disinda sistindeki tiol gruplarini da aktive ettigi bilinmektedir (Myers,
1993; Matthews, 1997) .
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Sekil 5. Metaloenzimin katalitik bélgesinde bulunan su ile koordine olmus ¢inko iyonunun gergeklestirdigi olasi
mekanizmalar. (Coleman, 1986)

Alkalin fosfatazlar, fosfat monoesterlerdeki fosfat grubunun kirilmasini saglayan katalitik
bélgesinde c¢inko iyonu bulunan metaloenzimlerdir (Wicox, 1996; Holm, 1996; Jedrzejas,
2001; Gani, 1995). Reaksiyon monofosfatin iki ¢inko iyon merkezi ile koordine olup suyun
hidrolizi ile baslar. Sonrasinda bir serin amino asidinin fonksiyonel grubundaki deprotone
olmus hidroksil grubunun fosfat grubunundaki fosfora saldirmasiyla, ester baginin kirilip
grubun enzime baglanmasiyla devam eder. Cinkoya baglanan alkoksit grubu bir stire sonra
hidroliz olup hidroksite dénusur. Guglla bir nikleofil olan hidroksit grubu, serine bagh fosfor
merkezine saldirarak fosfatin enzimden ayrilmasini saglar. Son basamakta ise ¢inko iyonuna
bagh olan fosfat grubu su molekdilleri ile yer degistirerek reaksiyon tamamlanir. Mekanistik
basamaklar asadidaki semada gdsterilmistir (Parkin, 2004).
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Sekil 6. Alkalin fosfataz enziminin temel mekanistik basamaklari. (Parkin, 2004).

Metalloenzimlerde metal ve ligand etkilesimi asagida gdsterilmistir. Metal iyonlari ligandlarla,
birincil baglanma katmanlari ya da ikincil baglanma katmanlari olmak Uzere iki sekilde
koordine olabilir (Rosati 2010, 1994; Collot, 2003). Birincil baglanma katmani elektron alici
ligandlar ve elektron verici metal iyonlarindan olusur. Ikincil baglanma katmani kovalent
olmayan baglarla birincil baglanma katmanina baglanan molekullerden olusur. Koordinasyon

katmanlari sematik olarak Sekil 7°de gosterilmistir.

Sekil 7. Metal ve ligand arasindaki etkilesimi gésteren sema. Siyah olan birincil baglanma katmanini, gri olan ise
ikincil baglanma katmanini géstermektedir. (Vallee, 1994; Collot, 2003).

Bu projede sentezlenen, histidin amino asitleri ile aktiflestiriimis peptit nanosistemlerin
degisik konfiglrasyonlari ve ¢inko metali ile koordine edilmis alkalin fosfataz enzimini mimik
eden peptit tabanli malzemeler kullanilarak osteojenik hucre aktivitesi enzimatik yolla
arttinlmis hucreler arasi matrise benzeyen yapay ortamlar olusturulmustur. Halihazirda
kemik doku rejenerasyonunda ve mineralizasyonunda kullaniimak Uzere U¢ boyutlu
nanoyaplilar olusturan, peptit tabanlh nanoyapili malzemeler olusturulmaktadir (Sekil 8). Daha
once, fosfat grubu eklenmis serin amino asiti iceren peptit amfifiller, alkalin fosfataz enzimi
varhginda dogal kemik doku ortaminda oldugu gibi hidroksiapatit olusumuna ve kalip olarak
kullanilan bu peptitlerin GUzerinde kalsiyum fosfat minerallerinin blylimesine olanak

saglamistir (Spoerke, 2009). Yine baska bir ¢calismada, alkalin fosfataz enzimi fibronektin
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iskele ylzeylerine kovalent olarak baglanmis ve Uzerinde inkibe edilen primer kemik
hicrelerinin mineralizasyonunu dnemli dlcide arttirdigi gézlemlenmigtir (Osathanon, 2009).
Bu sebeplerle bu galismada gelistirilen olan peptit nanofiber sistem, alkalin fosfataz enzim
aktivitesinin de etkisiyle daha 6nce gelistiriimis olan malzemelerden daha etkin bir sekilde

biyomineralizasyonu tetiklemigtir.

Sekil 8. Programlanabilir peptit molekiillerinden olusan nanoyapilar. (Spoerke, 2009).

2. GEREC ve YONTEM

2.1 Peptit sentezi:

Fmoc ve Boc korumali amino asitler, MBHA Rink amid rezini ve HBTU NovaBiochem ve
ABCR’dan alinmistir. Diger kimyasallar, Fisher, Merck, Alfa Aesar ya da Aldrich gibi
firmalardan alinmig ve saf olduklari igin herhangi bir saflastirma islemine tabi
tutulmamislardir. Peptit MBHA Rink amid rezini tGzerinde yapilandiriimisgtir (Sekil 9). Amino
asitleri birbirilerine ekleme reaksiyonlari 2 esdeder mol Fmoc korumali amino asite, 1,95
esdeger mol HBTU ve 3 esdeger mol DIEA ile 2,5 saat siiresince gergeklestiriimistir. Fmoc
koruma gruplari, %20 Piperidin/DMF ¢ozeltisi ile 20 dakika sirede ayriimistir. Sentezlenen
peptitlerin rezinden ayrilmasi, %95:2,5:2,5 oranlarinda TFA:TIS:H,O c¢oézeltisi ile 3 saatte
gerceklestiriimistir. Fazla TFA, doénen buharlastirici ile uzaklastirimistir. Elde edilen
peptitlerin toz halinde ¢okturilmesi, disuk sicaklikta dietil eter ile yapiimis ve olusan beyaz
cOkelek soguk-kurutucu ile kurutulmustur. Peptitler, quadrupol-ugus zamanh kiitle
spektrometresiyle karakterize edilmistir (Q-TOF MS). Kitle spektrumunda gézlenen kiitle,
peptidin dogru kutlesidir ve RP-HPLC ile analiz edildiginde %95den daha saf oldugu
gorulmustar.



2.2 Sivi Kromatografi- Kiilte Spektrometresi (LC/MS):

1 mg peptit amfifil, 1 mL saf suda ¢6zilmis ve 15 dakika oda sicakliginda sonike edilmistir.
LC/MS élgumleri Agilent Technologies 1200/6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS ile yapilmis,
Agilent Zorbax Extend-C18 kolonu (hizli ¢ézindrlik HT 2,1 x 50 mm 1,8-mikron)
kullaniimistir. Hareketli faz olarak asamali (A) Su (%0,1 formik asit) ve (B) Asetonitril (%0,1

formik asit) karisimi kullaniimistir.

2.3 Dairesel Dikroizm (CD):

%1 (agirlik) peptit ¢ozeltisi su icinde ¢ozuldikten sonra, jel olusumu 0,1 M NaOH c¢ozeltisi ile
elde edilmistir. Sonrasinda peptit ¢ozeltisi pH 7’deki seyreltik NaOH ¢ozeltisi ile 5 x 10* M’a
seyreltiimistir. Olclim icin Jasco J-815 CD spektrofotometresi kullaniimistir. 300 nm ile 190
nm arasindaki dalga boylari 0,1 veri hatvesi, 100 nm/dk tarama hizi ve 1 nm bant genigligi ile

Olgulmustur. Her 6lgum Ug kez tekrarlanmig ve dl¢gimlerin ortalamasi alinmistir.

2.4 izotermal Titrasyon Kalorimetresi (ITC) ile Metal Baglanma Analizi :
0,2 mM peptit ¢ozeltisi, 2 mM ZnCl, ¢dzeltisi ile 25 °C’de, 5 pcalls referans gucu ile 500 rpm
hizda titre edilmigtir. Codzeltiler pH 8de hazirlanmistir. Olgiimler MicroCal 200

mikrokalorimetrisi ile yapiimigtir

2.5 p-nitrofenil asetat Hidroliz Deneyi:
Hidroliz deneyleri, pH 7,4’teki 50 mM TRIS tampon ¢ézeltisindeki 0,028-1,2 mM p-nitrofenil
asetatin 15 yM peptit amfifil ve 10 uM ZnCl, varlidinda ve yoklugunda gergeklesmistir. p-

nitrofenil asetatin stok ¢dzeltisi asetonitril icinde hazirlanmistir.

2.6 CaP olusum deneyleri:

Cam yizeyler, 400 yM ZnCl, ¢ozeltisi varliginda ve yoklugunda pH 7,4’teki 600 pM peptit
cozeltileri ile kaplanmigtir. Kaplanan yuzeyler 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilmistir. Kontrol
gruplari olarak da, sadece ZnCl, ¢ozeltisi ile kaplanmis ve higbir sey ile kaplanmamis cam
yuzeyler kullaniimistir. Sonrasinda da her bir kuyucuga 24 mM CaCl,, 14,4 mM B-gliserol
fosfat iceren pH 7,4’teki 50 mM TRIS tampon ¢dzeltisi ilave edilmistir.

2.7 Raman Spektrometresi:

WITec Alpha300S Raman modili olan taramal yakin-alan optik mikroskobu, Nd:YAG 532
nm lazer kaynagi, 0,53492 s integrasyon suresi, 50 toplanma sayisi ile karakterizasyonda
kullaniimistir. Raman spektral gortintilemesi icin 150 uym x 150 pym’lik alanlar her gérinti 50
¢izgi, her ¢izgi 50 nokta ile 10,610 s/gizgi hizi ve 0,2122 s integrasyon suresi ile

kullanilmistir.
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2.8 Taramali Elektron Mikroskobu/Enerji Dagitici X-lgin1 Analizi (SEM/EDX):
FEI Nova 600i Nanolab taramali elektron mikroskobu, EDAX enerji dagitici spektrometresi ile

kulanilmigtir. Gerekli durumlarda numuneler, 3 nm Au/Pd ile kaplanmistir.

2.9 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM):

Seyreltiimis numuneler Lacey ultra ince karbon kapl bakir gridler Gzerine alinmis, organik
numuneler %2’lik uranil asetat ile 5 dakika boyanmigtir. inorganik numuneler, kalsinasyon
isleminden sonra etanol igine alinmis, bu etanoldaki suspansiyondan gridlerin Uzerine
damlatilarak, herhangi bir boyama yapilmadan bakilmistir. FEI Tecnai G2 F30 marka

Gegirimli Elektron Mikroskobu kullaniimistir.

2.10 X-lsin1 Sagilim Spekroskopisi (XRD):
Kalsiyum fosfat kristallerinin kristalografik karakterizasyonu igin Panalytical X-Pert MPD Pro
Multi-Purpose marka X-Isini Sacilim Spektrometresi 16 s donme hizi, 20° ile 70° arasindaki

tarama alani ve 0,0525° adim boyu ile kullaniimigtir.

2.11 p-nitrofenil fosfat Hidroliz Deneyi:
Hidroliz deneyleri, pH 7,4’teki 50 mM TRIS tampon ¢dzeltisindeki 0,3-10 mM p-nitrofenil
fosfatin yizende 1 mM peptit amfifi ve 200 yM kapli ZnCl, varhidinda ve yoklugunda

gerceklesmistir. p-nitrofenil fosfatin stok ¢ézeltisi Tris iginde hazirlanmistir.

2.12 Yiizey hidrolizi:
pH 7,4’teki 50 mM TRIS tampon ¢ézeltisindeki 200 yM p-nitrofenil fosfatin hidrolizi yizeyinde
kapli olan 1 mM peptit amfifil ve 100 uM ZnCl, varhginda/yoklugunda gerceklesmistir.

2.13 Hiicre Kiiltiiri Galigmalari:

Hucre kultird galismalarinda kullanilmak Uzere hicre kualturtu tabaklarinin yizeyleri 1 mM
peptit amfifil ve DMEM kullanilarak pH degisimi sonucunda olusan jel ile kaplanmis ve
hemen ardindan c¢eker ocak igerisinde kurumaya birakilmistir. Hlcre ekimi oncesi kapli
hidcre kultiri tabaklar 2 saat UV altinda sterilize edilmistir. Mineralizasyon ve kRT-PZR
deneylerinde Saos-2 hicreleri (insan osteoblast hicre hatti, ATCCR HTB-85TM)
kullaniimistir. Hicreler %10 Fetal Bovin Serumu (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin ve 2 mM
L-glutamin ile tamamlanmig DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) besi yeri
icerisinde 37 °C’de ve %5 CO; altinda kuilturlenmigtir. Hucreler yeterli yogunluga ulastiktan
sonra besi yerleri bir grup 10 mM [-gliserofosfat, 50 ug/mL askorbik asit ve 10 nM
deksametazon ile diger bir grup ise sadece 10 mM B-gliserofosfat desteklenmis %10 FBS

iceren DMEM osteojenik besi yeri ile degistirilmigtir
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2.14 Hiicrelerin Canlilik Testi:

Saos-2 hicrelerinin canlilik testleri, Alamar blue boyamasi ile belli araliklarla yapilmistir (1.,
3. ve 6. giinler). Bu amagcla, 5 x 10° hiicre/lcm? yogunlugundaki hiicreler PA kaplanmis ve
kaplanmamis 24 kuyucuklu hicre tabaklari Uzerinde inkube edilmistir. 1. ve 2. gunler
sonrasinda, besi yeri kaldirilip; hucreler PBS ile yikanmis ve FBS'siz besiyeri igerisindeki
Alamar Blue ile 3 saat oda 37 °C’de inkibe edilmistir. Son olarak, mikroplaka okuyucuda 600

nm'de olgum alinmigtir.

2.15 istatiksel Analiz:

Batun kantitatif degerler ortalama * s.e.m (ortalamalarin standart hatasi) olarak gosterilmigtir
ve tum deneyler her grup igin en az 3 replka ve en az 3 badimsiz tekrar ile
gergeklestirilmistir. iki yénli Varyans Analizi (ANOVA) veya t-testi istatistiksel analiz igin

kullaniimistir ve 0,05’ten kiicik p-degeri istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.

2.16 Alizarin Kirmizisi Boyamasi:

Saos-2 hicrelerinin PA nanofiber kapli ve kaplanmamis hicre kiltlirG tabaklari Gzerinde
mineralize nodul olusturabilme ve kalsiyum biriktirme becerileri Alizarin Kirmizisi boyamasi
ile incelenmistir. Ozetle, PA nanofiber kaplanmis ve kaplanmamis 24 kuyucuklu hiicre
tabaklarina 3 x 10* hiicre/kuyucuk yogunlugunda hiicreler ekilmistir. Ertesi giin, eski besiyeri
osteojenik destek (10 mM B-gliserofosfat, 50 ug/mL askorbik asit ve 10 nM deksametazon)
iceren ve sadece yeni osteojenik besi yeri ile degistirilerek hiucreler 14 gin boyunca inkibe
edilmistir. Hucreler daha sonra PBS ile yikanmis ve oda sicakhdinda ¢ok soduk etanol ile 1
saat suresince fiksasyonlari yapilmistir. Daha sonra, fikse edilen hicreler ilk olarak distile su
ile yikanip, 40 mM Alizarin Kirmizisi (pH 4.2) ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 20 dakika boyunca
bir karigtirici Gzerinde boyanmistir. Nonspesifik baglanmalardan kurtulmak igin distile su ile
4-5 kez yikandiktan sonra, kalsiyum noduller mikroskop altinda go6zlenmistir.
Gorintilemelerden sonra kantitatif analiz igin hicrelerin tGzerine Cetylpyridinium eklenmistir,
bu sekilde Alizarin kimizisi ¢ézunur hale getiriimis ve mikroplaka okuyucu ile abzorbans
Olgimleri alinmistir.  Okunan degerler daha ©6nce hazirlanmis olan kalsiyum
konsantrasyonlari standart grafiginden elde edilen denkleme yerlestirilerek hiicre yizeyinde

depozit edilen kalsiyum konsantrasyonlari saptanmigtir.

2.17 kRT-PZR Gen ifade Analizi:
Hucrelerin peptit nanofiberler Gzerindeki farklilagsmalarini incelemek igin kemige 6zgl
genlerin ifadelerine bakilmistir. Saos-2 hiucrelerinin  farkli nanofiberler Uzerindeki

farkhlagsmalari, gen ifade oranlarinin kRT-PZR ydntemi ile incelenmesiyle analiz edilmistir. Bu
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deneyde Kollajen-l ve Runx2 gibi kemik spesifik genlerin primerleri kullaniimistir. Hicreler
yukarida bahsedildigi gibi peptit nanofiberler ile kaplandiktan sonra yine 5 x 10* hiicre/cm?
yogunlugunda 3. ve 6. gun icin paralel hicre tabaklarina osteojenik destek iceren ve
icermeyen besi yerlerinde ekilmistir. RNA izolasyonu i¢in 3. ve 6. gunlerde hucreler 1 mL/cm?
miktarinda Trizol ile hicre tabagindan kaldinimig, patlatimis ve eppendorf tlplere
aktariimistir. Sonrasinda Trizol ile esit hacimde kloroform trizolin Uzerine eklenmis ve
karismalari i¢cin hizlica calkalanmistir. Hucre igeriklerinin fazlara ayriip RNA’nin izole
edilebilmesi igin 6érnekler 15000 rpm’de 17 dakika 4 °C’de santriflj edilmistir. Santrif(j
sonrasinda Ust saydam faz RNA igerdigi icin yeni eppendorf tiplere aktariimis ve RNA’nin
cOkturtlmesi icin isopraponol eklenmis ve karistirilmistir. Oda sicakhginda 10 dakika
bekletildikten sonra drnekler 15000 rpm’de 12 dakika 4 °C’de santrif(ij edilmistir. Santrif(j
sonrasinda ¢Oken RNA eppendorf tlplerin alt kisminda beyaz pelletler olarak
g6zlemlenmistir. RNA pelletleri tiplere 1 mL 70% ethanol eklenerek ve 15000 rpm’de 8
dakika 4 °C’de santrifij edilerek yikanmistir. Bu islem 2 kere tekrar edilmistir. Yikama
isleminden sonra ethanolleri ugurmak icin pelletler akis kabininde 20 dakika bekletilmigtir.
Sonrasinda pelletler 30 yL distile su ile ¢ézllmus ve Nanodrop kullanilarak konsantrasyonlari
belirlenmigtir. RNA 6rnekleri -80 °C’de saklanmistir. kRT-PZR reaksiyonu Tablo 2'de
gosterilen primer sekanslari kullanilarak yapilmistir. RNA orneklerinden cDNA sentezi ve
kRT-PZR reaksiyonu “SuperScript Il Platinum SYBR Green One-Step gRT-PCR Kit”
kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon sartlari ise su sekildedir; 5 dakika 55 °C, 5 dakika 95 °C,
40 kere 15 saniye 95 °C, 30 saniye 60 °C ve 1 dakika 40 °C, sonrasinda erime egrisi analizi
olacak sekildedir. Elde edilen Ct degerleri GAPDH genine gore karsilastirmali CT metoduna

gore normalize edilmigtir.

SAOS-2 ifade analizinde kullanilan primerlerin sekanslari asadida gosterildigi gibidir.

Tablo 2. Kol I: Kollajen I, Runx2: Runx2

Gen Primer Sekansi

Kol I||5'-AAGAGGAAGGCCAAGTCGAG-3'
3'- AGATCACGTCATCGCACAA -5’

Runx2|| 5'-TCTGGCCTTCCACTCTCAGT-3'
3'- GACTGGCGGGGTGTAAGTAA -5’
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rMKH ifade analizinde kullanilan primerlerin sekanslari asadida gosterildigi gibidir.

Tablo 3: Kol I: Kollajen |, OP: Osteopontin

Gen Primer Sekansi

Kol I || 5-GAATATGTATCACCAGACGCAGA-3'
3'- GGACATCTGGGAAGCAAAGT -5’

Runx2|| 5-GGACATCTGGGAAGCAAAGT-3'
3'- CCCTAAATCACTGAGGCGGT-5'

OopP 5-GCCGAGGTGATAGTGTGGTT-3’
3- GTGGGTTTCAGCACTCTGGT -5’

3. BULGULAR
3.1 Peptit amfifil molekiillerinin sentez ve karakterizasyonu

Projede kullanilmak Uzere sentezlenmis olan peptit amfifii molekdllerinin (PA) kimyasal
yapilari Sekil 9’de verilmistir. Lauryl-VVAGK(H-Ac)H-Am (1) ve Lauryl-VVAGHH-Am (2)
peptit amfifil molekdlleri sentezlenmis, karakterize edilmis ve ¢inko iyonu ile olan etkilesimleri
incelenmistir. 1 ve 2 no'lu peptit amfifil molekilleri kati faz peptit sentez yontemi ile
sentezlenmistir. Peptit amfifiller sentezlendikten sonra, safliklari sivi kromatografi cihazi ile
kontrol edilmistir. Kiitle spekrometrisi sonuglari ile peptitlerin varligi ispatlanmistir. (Sekil 10-
13)

Sekil 9. Kullanilan peptit amfifil molekdillerinin kimyasal yapisi. Ust: Lauryl-VVAGK(H-Ac)H-Am (1) ve Alt: Lauryl-
VVAGHH-Am (2)
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Sekil 10. 1 nolu peptit amfifilin 220 nm’deki sivi kromatogrami.
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Sekil 11. 1 nolu peptit amfifilin kiitle spektrumu. Deneysel; M= 969.6890, [M+H]"=970.6890, teorik; M= 970.21,
[M+H]"= 971.21.
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Sekil 12. 2 nolu peptit amfifile ait sivi kromatogrami.
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Sekil 13. 2 nolu peptit amfifile ait kiitle spektrumu. . Deneysel; M= 799.5694 [M+H]" =800.5694, teorik; M=
799.51, [M+H]'= 800.51.

Dairesel dikroizm analizinde 1 ve 2 nolu peptit amfifillerin pH 7 civarinda jel olusturduklari, bu
jelin de beta-dizlemsel yapidaki peptit dizinlerinden ileri geldigi kanitlanmistir. (Sekil 14 ve
15) Belirtilen oranlardaki Zn" iyonu varliginda da peptit amfifillerin beta-diizlemsel yapisini

korudugu gosterilmigtir.

— znll
— 105 PA:Zn"
20x10° — 115 PA:Zn"
al — 124 PA:Zn"
€
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—
[e]
E 4
T 2,0x10
(o)}
[}
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0 T T 1
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Sekil 14. 1 nolu peptit amfifil molekilinin zn" titrasyonu ile ikincil yapisindaki degisiklikler.
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Sekil 15. 2 nolu peptit amfifil molekulinin zn" titrasyonu ile ikincil yapisindaki degisiklikler.
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3.2 izotermal Kalorimetre

1 ve 2 nolu peptit amfifillerin Zn" iyonu ile etkilesimi, izotermal titrasyon kalorimetresi ile
gOsterilmistir. Sekil 16, sirasiyla 1 ve 2 nolu peptit amfifillerin pH 7,4'teki ZnCl,
solusyonundaki izotermal titrasyon kalorimetresi kullanarak yapilan analizini gostermektedir.
Bu sonuglarda, 1 nolu peptit amfifilin Zn" iyonu ile etkilesiminin 2 nolu peptit amfifile gére

daha fazla oldugu goériimustar.

Zaman (dk) Zaman (dk)

4
Ll L} L 4 T

1T |“||”,.

100 «

*.'_.1; ’

2% 4

| .
— p—p———— f ey

0 5 10

RS L S
..

Kcal/Enjecte Edilen Maddenin Molii
Kcal/Enjecte Edilen Maddenin Moli
b

Molar Oran Molar Oran

Sekil 16. 1 nolu peptit amfifilin ZnCl. ile izotermal titrasyon egrisi.

K (M) Baglanma Orani (PA:Zn)

pAa1 | 4.35x10° 21

paz | 1.73x10° 11

Tablo 4. Cinkonun peptit amfifillere baglanma sabiti ve baglanma oranlari.
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3.3 Gegirimli Elektron Mikroskobu Nanofiber Goriintiileri
1 ve 2 nolu peptit amfifillerin pH 7,4’te olusturduklari 3 boyutlu nanoyapilar, gegirimli elektron
mikroskobu ile incelenmistir. Sekil 17°de, olusan 10 nm c¢apindaki peptit amfifil nanofiberleri

gorulmektedir. Bu sonuglarla peptitlerin ikincil yapi olugsumlari kanitlanmistir.

Sekil 17. a) 1 ve b) 2 no'lu peptit amfifilerin gegirimli electron mikroskobu ile gekilen mikrograflari.

3.4 Enzim Kinetigi Hesaplamasi (p-nitrofenil asetat siibstrati ile)

Enzim kinetigi deneylerinde ilk dnce hidroliz edilmesi daha kolay olan asetil ester grubunu
bulunduran p-nitrofenil asetat kullanilmistir. p-nitrofenil asetat ester hidrolizi deneylerinde
oncelikli olarak kullaniimakta olan bir stbstrat olup, ester grubu imidazol katalist varhginda
hidroliz edilebilmektedir. Slbstratin Gzerindeki nitrofenil grubu enzimatik kataliz sonrasi
emisyon vererek katalitik verimin hesaplanmasina olanak saglamaktadir. PA katalizérler ve
farkli konsantrasyonlardaki p-nitrofenil asetat varliginda hidroliz deneyi ve enzim kinetigi
hesaplamalari yapilmistir. Zn" iyonu varliginda ve yoklugunda peptit amfifil molekiillerinin
Michealis-Menten (enzimlere &6zgu sifirinci derece reaksiyon) denklemine uydugu
g6zlemlenmistir, yani subtrat hidrolizi belli bir konsantrasyondan sonra dogal enzim
varliginda oldugu gibi satlire olmustur. (Sekil 18-21) Bdylece, peptit amfifil molekillerinin
enzimatik aktiviteleri oldugu disiiniilmektedir. Sadece Zn" iyonu varliginda ise p-nitrofenil
asetatin hidroliz kinetigi dogrusal regresyona uymaktadir. Ayrica, p-nitrofenil asetatin hidrolizi
de dogrusal regresyondadir yani enzime baglh hidroliz karakteri goéstermemektedir. (Sekil 22)

Hidroliz deneylerine ait veriler Tablo 5’de 6zetlenmigtir.
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Sekil 18. 1 nolu peptit amfifil varliginda p-nitrofenil asetatin hidroliz kinetigi.
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Sekil 19. 1 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu varliginda p-nitrofenil asetatin hidroliz kinetigi.
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Sekil 20. 2 nolu peptit amfifil varhdinda p-nitrofenil asetatin hidroliz kinetigi.
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Sekil 21. 2 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu varliginda p-nitrofenil asetatin hidroliz kinetigi.
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Sekil 22. p-nitrofenil asetatin, zn" iyonu varliginda hidroliz kinetigi.
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Sekil 23. p-nitrofenil asetatin hidroliz kinetigi.

Tablo 5: p-nitrofenil asetatin hidroliz kinetigi.

Kullanilan .

Km (mM) kcat (S- ) Vmax
katalizor
PA1 2,436+0,7223 0,002783+0,0006000 | 4,175 x10°
PA1+Zn" 2,032+0,6621 0,003412+0,0007744 | 3,412x107°
PA2 1,587+0,7853 0,001737+0,0005487 | 2,605x10°
PA2+Zn" 1,625+0,5558 0,002807+0,0006179 | 2,807x10°

3.5 CaP mineralizasyonu ve mineral analizi (RAMAN, SEM, XRD)

Peptit amfifillerin Zn" iyonu varliginda ve yoklugunda hidrolitik aktivitelerini kanitiamak
amaciyla, cam yiizeyler, 1 ve 2 nolu peptit amfifiller, pH 7,4’te, Zn" iyonu ile karistirilarak ve
karistiimadan kaplanmistir. Ayrica, kontrol olarak sadece Zn" iyonu ile kaplanan ve higbir sey
kaplanmamis cam yuzeyler de kullaniimistir. Bu cam ylzeyler, CaCl, ve B-gliserol fosfat
iceren pH 7,4’teki 50 mM TRIS tampon ¢o6zeltisi ortaminda 1 ve 3 gin boyunca muhafaza
edilmistir. Bu sureler sonunda kalsiyum fosfat kristallerinin olustugu gézlemlenmistir. Olusan
kristaller, Raman spektrometre, taramali elektron mikroskobu, elektron kirinim
spektrometresi ve X-1sin1 kirinim spektrometresi ile karakterize edilmistir. Kullanilan peptit
nanofiberlerin enzimatik aktiviteleri sonucu olusan kalsiyum fosfat kristallerinin, optik ve
konfokal Raman gériintiileri alinmistir (Sekil 24 ve 26). Sekil 24’te 1 nolu peptit amfifil ve Zn"
iyonu ile, Sekil 26'da 2 nolu peptit amfifil ve Zn" iyonu ile kaplanmis yiizeylerde olusan

kalsiyum fosfat kristallerinin optik (20X) ve konfokal Raman gdéruntuleri gérilmektedir. Sekil
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25'te fosfat grubunun, 402, 437, 476 ve 490 cm™de ciftli dejenere biikilme modu
goriilmektedir. Ayrica, 969 cm™"’de tetrahedral fosfat grubunun simetrik gerinme modu vardir.
1034, 1064 and 1080 cm™deki titresimler ise fosfat grubunun Uglii dejenere asimetrik
gerinme modunu gdstermektedir. Sekil 27°de ise 403, 444, and 484 cm™deki titresimler,
fosfat grubunun iftli dejenere biikiilme modunu belirtmektedir. 1035 and 1076 cm™deki
titresimler de fosfat grubunun Gcli dejenere asimetrik gerinme modunu temsil etmektedir.
Tdm bunlarin yanisira, hidroksil grubunun varligini kanittayan Raman titregiminin olmamasi,

olusan kalsiyum fosfat kristallerinin B-trikalsiyum fosfat benzeri oldugunu géstermektedir.

Sekil 24. 1 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu ile kaplanmis ylizeylerde olusan kalsiyum fosfat kristallerinin a. Optik
(20X) ve b. Konfokal Raman géruntileri.
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Sekil 25. 1 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu ile kaplanmis ylzeylerde olusan kalsiyum fosfat kristallerinin 150x150

um? alanda ortalama Raman spektrumlari.

22



Sekil 26. 2 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu ile kaplanmis ylzeylerde olusan kalsiyum fosfat kristallerinin a. Optik
(20X) ve b. Konfokal Raman goérintuleri
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Sekil 27. 2 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu ile kaplanmis ylzeylerde olusan kalsiyum fosfat kristallerinin 150x150

um? alanda ortalama Raman spektrumlari.

Cam ylzeylerde olusan kalsiyum fosfat kristalleri, taramali elektron mikroskobu ile
goruntilenmistir. Goéruntlulere goére, 3. gunde olusan kalsiyum fosfat kristalleri 1. ginde
olusanlardan daha biyiiktiir. (Sekil 28 ve 31) Zn" iyonu ile kaplanmis cam yiizeylerde ise
kalsiyum fosfat iyonlari goézlenmemistir. (Sekil 29) Kristallerin elementel oranlari elektron
kirlnim spektrometresi ile karakterize edilmistir. Bu sonuglara goére, kristallerin Ca/P oranlari
0,7’dir. (Sekil 29 ve 32) Ayrica, kristallerin elementel haritalari da ylzeydeki Ca, P ve O

yogunlugunu ortaya koymaktadir. (Sekil 30) Ca/P orani olusan kristallerin dikalsiyum fosfat
dehidrat olabilecegini belirtmektedir. [2]
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Sekil 28. a.1 nolu peptit b. 1 nolu peptit ve zn", c. 2 nolu peptit ve d. 2 nolu peptit ve zn" iyonu ile kaplanmig cam

yuzeylerde 1. giin sonucu olusan kalsiyum fosfat kristallerinin taramali elektron mikroskobu ile gekilen gértntuleri.

P

o Ca
e [c
% Cl
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Na cl llCa
I\ | i Zn
0 2 4 6 8 10
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Sekil 29. 1 nolu peptit amfifil ile kaplanmis ylizeyde olusan kalsiyum fosfat kristallerinin elektron kirinimi

spektrumu.
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, 5 overlay

Sekil 30. 1 nolu peptit amfifil ile kaplanmis ylizeyde olusan kalsiyum fosfat kristalinin elemental haritalamasi.

Sekil 31. a.1 nolu peptit b. 1 nolu peptit ve zn" iyonu, c. 2 nolu peptit ve d. 2 nolu peptit ve zn" iyonu ile
kaplanmis cam yuzeylerde 3. glin sonucu olusan kalsiyum fosfat kristallerinin taramali elektron mikroskobu ile

cekilen goéruntuleri.
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Sekil 32. 2 nolu peptit amfifil ile kaplanmis ylizeyde olusan kalsiyum fosfat kristallerinin elektron kirinimi

spektrumu.
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Sekil 33. Zn" iyonu ile kaplanmis yiizeyin 3. giin sonucundaki taramali elekron mikroskobu gériintiisii (sol) ve

elektron kirinimi spektrumu (sag).

X-1s1n1 kinnnim  spekrometresi kalsiyum fosfat katilarinin oldukga yiksek kristal yapida
oldugunu godstermistir. Olugan kristallerdeki baskin ylzeyler ise (111) ve (211) yUzeyleridir.
(Sekil 34-37)
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Sekil 34. a. 1 nolu peptit ve b. 1 nolu ve zn" iyonu ile kaplanmis ylzeylerin 1. giin sonundaki X-igini kirmim

motifi.
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ekil 35. a. 2 nolu peptit ve b. 2 nolu ve zn" iyonu ile kaplanmis ylzeylerin 1. giin sonundaki X-isini kirmim motifi.
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Sekil 36. a. 1 nolu peptit ve b. 1 nolu ve zn" iyonu ile kaplanmis ylzeylerin 3. giin sonundaki X-isini kirmim

motifi.
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Sekil 37. a. 2 nolu peptit ve b. 2 nolu ve Zn" iyonu ile kaplanmis yiizeylerin 1. giin sonundaki X-1gini kirinim
motifi.
Bu agsamada malzeme sentezi, karakterizasyonu ve enzimatik Ozellikleri takiben
nanoyapilarin mineralizasyonu ve depozit edilen minerallerin kristal yapilari ¢ahgilmistir.
Mineral birikimi mikroskop gdruntilemeleri ile gdsterilmis ve elemental analiz (EDX) yontemi
ile olusan mineralin kalsiyum fosfat oldugu kanitlanmigtir. Buna ek olarak, olusan kristallarin
kalsiyum ve fosfat dagihm haritalamasi Raman spektrometresi yéntemiyle yapilmis ve bu
yolla minerallerin icindeki element dagilimi gdsterilmistir. Olusan kristallerin  birikme
karakterlerileri X-isini kirinim motif yéntemi ile belirlenmis ve hidroksiapetitin literatlrdeki

kirinim datalari ile uyumlu paternler bulunmustur. (JSPDS card no 73-0293)

3.6 Taramali Elektron Mikroskobu/Enerji Dagitici X-lsin1 Analizi (SEM/EDX)
1 ve 2 nolu peptit amfifillerin pH 7,4’te olusturduklari 3 boyutlu nanoyapilar ve organik fosfat
ve kalsiyum iyonu varhginda olusturdulari CaP nodulleri, gecirimli elektron mikroskobu ile

incelenmistir. Sekil 38'de, olusan peptit amfifil nanofiberleri ve CaP nodiilleri gérilmektedir.
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Sekil 38. A. 1 ve B. 2 nolu peptit amfifiler Gizerindeki CaP birikiminin gecirimli electron mikroskobu ile ¢ekilen

mikrograflari C. CaP nodillerinin EDX'le elemental analizi.

3.7 Enzim Kinetigi Hesaplamasi (p-nitrofenil fosfat siibstrati ile)

Hidroliz deneylerinde Zn" iyonu varhiginda ve yoklugunda peptit amfifil molekiillerinin
Michealis-Menten denklemine uydudu gézlemlenmistir. (Sekil 39-42) Bdylece, peptit amfifil
molekullerinin enzimatik aktiviteleri oldugu dusUnulmektedir. Sadece p-nitrofenil fosfat
hidrolizi de dogrusal regresyondadir. (Sekil 43) Hidroliz deneylerine ait veriler Tablo 6’da

Ozetlenmistir.
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Sekil 39. 1 nolu peptit amfifil varliginda p-nitrofenil fosfatin hidroliz kinetigi.

PA1+2Zn

1,0x10° ™
[ ]

5,0x10° ™

Hiz (mM/s)

© 1 2 3 4 85 67 8 9 10 11
Konsantrasyon (mM)

Sekil 40. 1 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu varliginda p-nitrofenil fosfatin hidroliz kinetigi.
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Sekil 41. 2 nolu peptit amfifil varliginda p-nitrofenil fosfatin hidroliz kinetigi.

PA2 +2Zn
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Sekil 42. 2 nolu peptit amfifil ve zn" iyonu varhiginda p-nitrofenil fosfat hidroliz kinetigi.
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Sekil 43. p-nitrofenil fosfatin hidroliz kinetigi.
Tablo 6. p-nitrofenil fosfatin hidroliz kinetigi.
Kullanilan Katalizér | Vo (mM/s) Km (mM) Keat (1/s)
PA1 8,842x107 2,146 8,84x1072
PA1 +Zn 1,993x107° 2,89 1,99x10™
PA2 7,861x10° 1,15 7,86x107
PA2 +Zn 1,035x107° 2,098 1.04x10™
Only PnPP 6,240x107

3.8 Peptit Yiizeyler Gizerinde Hidroliz Analizi

Bu deneyde peptitler sollisyon icinde degilde, hiicre tabaklarinin yiizeyinde, SEM ve hicre
deneylerinin yapildigi kosullarda yapilmistir. Yizeyde yogun peptit nanofiber varligi p-
nitrofenilin hidrolizini 6nemli dl¢tide arttirdigi gézlemlenmistir. Sollisyon igindeki sonuglarda

oldugu gibi 1 numarali peptit nanofiber sistemlerin daha iyi calistigi gdézlemlenmistir.
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Sekil 44. p-nitrofenil fosfatin peptit kapli ylizeyler Gizerinde zamana bagh hidrolizi.

3.9 Peptit Yiizeyler Gizerinde SaOS-2 Hiicrelerinin Canhlik Analizi

Alamar blue boyamasi ile yapilan canlilik analizine goére, peptitlerin hicre deneyleri igin
herhangi bir toksik etkisi olmadidi, 1-3 ve 6 gunler i¢in kontrol edilmistir. Farklilasmaya
baglayan hicrelerin 3. gunden sonra ¢godalmadigi gézlemlenmigtir. Hucrelerin gogalmamasi

beklenen bir sonugtur ve ayni zamanda bir farklilagsma gdstergesidir.
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Sekil 45. Peptit amfifiller Uzerindeki hicrelerin canlilik analizi.

3.10 Sa0S-2 Alizarin Kirmizi Boyamasi Goériintilleme ve Biriken Kalsiyum Miktarinin
Saptanmasi

Osteoblast benzeri hiicrelerin mineral biriktirme becerilerini test etmek amaciyla, Zn"
varliginda ve yoklugunda Alizarin Kirmizisi boyamasi uygulanmistir. Alizarin Kirmizisi Ca*?

iyonunu selat eder ve bu boyama mineralizasyon igin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
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Mineralize nodul olusumu 6ncesinde, osteoblastlarin gé¢ ve agregat olusturmasi 6nceden
gosterilmistir. Osteojenik besi yeri (B-gliserofosfat-askorbik asit-deksametazon) ile veya
osteojenik olmayan sadece B-gliserofosfat iceren besi yeri ile 3 ve 6 glin boyunca inkiibe
edilen Saos-2 hicreleri alkaline fosfataz benzeri peptit nanofiberleri (izerinde mineralize
kemik-benzeri nodiller olusturmuslardir (Sekil 46-48). Bununla birlikte, nanofiber igcermeyen
hicre kultiri tabaklarinda nodil olusumu gézlenmemistir. Kontrol grubu olarak Gzerinde
imidazol aktif grubu bulundurmayan sadece yuk etiklesimini saglayarak fiber olusturan
glutamik asit eklenmis E-PA (Lauryl-VVAG-E) ve lisin eklenmis K-PA (Lauryl-VVAGK-Am)
karigtirilarak olusan  nanofiberler (E+K)  kullanilmistir. Bu kontrol fiberleri (zerinde
kiltdrlenen hacreler ile karsilastirildiginda, ALP benzeri nanofiberler Gzerinde daha g¢ok
mineralize nodiller olusmustur ve osteojenik destek olmadan da CaP birikimi, nodullerin
olusumu godzlemlenmigtir. Mineralize nodul olusumu osteojenik destek varlidinda ve
yoklugunda gozlenmistir. Bununla birlikte, mineralize nodul olusumu 6 giin sonunda, PA kaph

olmayan kontrol ylizeylerde gézlenmemistir.
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Osteojenik Olmayan Besi Yeri
Sekil 46. Alkalin Fosfataz Benzeri peptitler Gzerinde a. Osteojenik besi yeri variginda b. sadece B-gliserofosfat

varliginda Alizarin kirmizi boyamasi c. d. Alizarin kirmizi boyamalarinin cetylpyridinium kullanilarak kalitatif

analizi.
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Sekil 47. Kontrol grubu E-PA ve K-PA peptitler Gzerinde a. Osteojenik besi yeri varlijinda b. sadece B-

gliserofosfat varliginda Alizarin kirmizi boyamasi.
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Osteojenik Olmayan Besi Yeri
Sekil 48. Alkalin Fosfataz Benzeri peptitler Gizerinde a. Osteojenik besi yeri varliginda b. sadece B-gliserofosfat

varliginda Alizarin kirmizi boyamasi c. d. Alizarin kirmizi boyamalarinin cetylpyridinium kullanilarak kalitatif

analizi.
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Sekil 49. Kontrol Grubu E-PA ve K-PA peptitler iizerinde a) Osteojenik besi yeri varliginda b) sadece $-

gliserofosfat varliginda Alizarin kirmizi boyamasi.

3.11 Kemige Ozgii Gen Expresyon Analizleri

Saos-2 hicrelerin peptit nanofiberlere olan tepkisi osteojenik besi yeri varliginda ve
yoklugunda takip edilmistir. Runx2 gen ekspresyon agisindan 3. gliinde peptit olmayan
kontrol gruplarina gore istatiksel olarak 6énemli derecede farkllik gdstermistir. Runx2 nun
hicrelerin kemik hicrelerine transformasyonunun erken markeri olmasi sebebi ile 3. ginde
gbzlemlenen artis, Saos-2 hicrelerinin osteoblast hicrelerine dénismeye basladigi
anlamina gelmektedir. Calismanin 6. giin sonuglari analiz edildiginde gen ifadesinin azalmig
oldugu gérulmustir. Bunun sebebi kullanilan markerin erken asamalardaki farklilagmalarin
goOstergesi olmasidir, osteoblastlarin olgunlasmaya dogru gittigi ileriki asamalarda ifadesinin
azalmasi beklenen bir sonugtur. Ayni sekilde Kollajen-I ekpresyonununda kontrol gruplarina
goére arttigi gdzlemlenmistir. Hicrelerde Kollagen-I birikimi kemik olusumu igin énemli bir
parametredir. Bu ylzden artisinin istatiksel farklar ile gézlemlenmesi 6nemli bir sonugtur. 6.
gune gelindiginde Runx2 dan farkli olarak yalnizca osteojenik destek bulunan kontrol
grubunda Kollajen-I birikiminde artis gézlemlenmistir. Bu sonug literatirdeki calismalarla
paralel olarak, osteojenik besi yerinin etkisinin 7. gunden sonra goérilmeye baslandigi
sonucunu desteklemektedir. Sonug¢ olarak bu c¢alismada kullanilan peptit amfifillerin
osteojenik destek olmadan, osteojenik destek olan kontrol grubuna nazaran daha erken bir
asamada kemik olusumu surecine girdigi gézlemlenmistir. Bagka bir deyisle kullanilan

peptitlerin kemik olusumunu hizlandirici bir etkisi mevcuttur.
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Sekil 50. 3.ve 6. glinlerde osteojenik destek olmadan peptit Gizerinde kemige 6zgu genlerin ifade analizleri.

3.12 Peptit Yuzeyler iizerinde rMKH'lerin Canlilik Analizi

In vitro hicre deneyleri Oncesi hucrelerin kullanilacak sentetik maddeye gosterecegi
reaksiyon ve toksisite Oykulleri oncelikli olarak kontrol edilmelidir. Bu nedenle Sa0OS-2
hicrelerinde oldugu gibi ilk olarak peptit kapli yizeylerin rMKH’lerin canlihdina olan etkisi test
edilmigtir. Alamar Blue boyamasi ile yapilan canlilik analizine gore, peptitlerin bu hucrelerin
canliliklarina negatif etkisi olmadigi, 1, 3 ve 6. gunler i¢in kontrol edilmistir (Sekil 51). Peptit
ortamina konulan hucrelerin gogalmadi§i goézlemlenmistir ve calcein boyamasi ile hicrelerin
hala canli oldugu onaylanmigtir. Calcein boyamasi hucrelerin canliigini goérsellestirmek
acisindan 6nemli bir yontemdir ve Sekil 52°de gdésterildigi gibi yesille boyanan hucreler
canliliklarini hala devam ettirmektedirler ve Olu hucreleri temsil eden az miktarda kirmizi
boyamalar da goézlemlenmigtir. Bu oran sentetik ortamlarda 6zellikle kok hicre gibi bir¢cok

hicreye donisme potansiyeli bulunduran hdcreler icin kabul edilebilir dizeydedir. Bunun
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yaninda hicrelerin gogalmamasi farklilagsma gostergesi olabilecedi icin, hicrelerin cok erken

kemik hicresi donusimune baglamasi géz dninde bulundurularak, beklenen bir sonugtur.

0.4

0.3+

0.2+

Abzorbans

0.1+

0.0-
PA1 PA1+Zn PA2 PA2+Zn TCP

0.5

0.4+

0.3+

0.2

Abzorbans

0.1+

0.0-
PA 1 PA1+Zn PA2 PA2+Zn TCP

Sekil 51. Cinko varliginda ve yoklugunda PA nanofiberleri GUzerinde 24 saat (altta) ve 48 saat (Ustte) Alamar blue

hicre canlilik deneyi.
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Sekil 52. Cinko varliginda ve yoklugunda PA molekiilleri izerinde rMKH lerin 24 saat (Ustte) ve 48 saat (altta)

Calcein Ethidium Bromiir boyamasi ile 6l ve canli hiicrelerin gorsel analizi.

3.13 rMKH Alizarin Kirmizi Boyamasi Goriintilleme ve Biriken Kalsiyum Miktarinin
Saptanmasi

Hicre ylzeyindeki kalsiyum fosfat birikimi hlcrelerin osteoblasta baskalasmasinin en énemli
goOstergelerinden biridir ve kemigin yapi taslarini olusturur. Ortamda kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin artmasi bu surecin devamini saglamasinin yaninda, énemli bir destek olarak da
goérev yapar. Dénusuim silrecinin baslangicinda sentezlenen alkalin fosfataz proteini fosfat
iyonunun ortamda artmasini saglamaktadir. Bizim projemizde ortama konulan alkalin
fosfataz benzeri yapilar tipki dogal ALP'deki gibi inorganik iyon artisini destekleyerek,
hicrelerin  kemik hucrelerine donusimund saglayan gen bazindaki yolaklarin  ve
mekanizmalarin agilmasini hizlandirmaktadir. Osteoblasta donisen hucrelerin  mineral
biriktirme becerilerini test etmek amaciyla, Zn" varliginda ve yoklugunda Alizarin Kirmizisi
boyamasi uygulanmistir. Alizarin Kirmizisi Ca*? iyonunu selat eder ve bu boyama

mineralizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Mineralize nodul olusumu Oncesinde, osteoblastlarin go¢ ve agregat olusturmasi dnceden
gosterilmistir. Osteojenik besi yeri (B-gliserofosfat-askorbik asit-deksametazon) ile veya
osteojenik olmayan sadece [(B-gliserofosfat igeren besi yeri ile 3, 7 ve 12 glin boyunca inkiibe

edilen rMKH'leri alkalin fosfataz benzeri peptit nanofiberleri (zerinde kalsiyum fosfat
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depozisyonuna bagli olarak mineralize kemik-benzeri noduller olusturmuslardir (Sekil 53-54).
Hlcrelerin ve nodullerin kirmiziya boyanmasi hlcreler Uzerindeki kalsiyum birikimini ifade
etmektedir. Cetylpyridinium kullanilarak hticre yutzeyindeki kalsiyumlara tutunan boyalar
¢bzunebilir hale getirildikten sonra absorpsiyon spektrasi gruplar arasinda kantitatif
karsilastirma yapabilmek igin élgilmustir. Bu élgiimler sonunda, nanofiber igermeyen hiicre
kultarda tabaklarinda nodul olusumu gozlenmemistir. Peptit yapilar tzerinde mineralize nodul
olusumunun osteojenik destek varliginda ve yoklugunda gozlenmesi dikkate deger bir
sonugtur. Osteojenik destek 6zellikle kdk hicre cgalismalarinda 6nemli bir yer teskil
etmektedir. KOk hucrelerin baska hucre tiplerine ¢oklu bagkalasim kapasiteleri g6z dnunde
bulunduruldugunda bu tarz destek solusyonlarinin kullaniimasi, kok hucrelerin  kemik
hlcresine bagkalagimi icin gereklidir. Burada kullandigimiz peptit sisteminde bu desteklere
ihtiyag kalmadan hcrelerin kemik hicresine bagkalasimi ve kalsiyum fostat birikimi
gozlemlenmigtir. Bu sonuglara gore peptit sistemlerin kemik rejenerasyon kapasiteleri kok

hlcreler kullanarak da kanitlanmis olmustur.
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Sekil 53. Alkalin Fosfataz Benzeri peptitler Uzerinde sadece [-gliserofosfat varliginda

boyamalarinin cetylpyridinium kullanilarak 3, 7, 12. giin kalitatif analizi.
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Sekil 54. 25 yM Zn ile desteklenmis Alkalin Fosfataz benzeri peptitler Gizerinde sadece 3-gliserofosfat varliginda

Alizarin kirmizi boyamalarinin cetylpyridinium kullanilarak 3., 7. ve 12. glinde kantitatif analizi.
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Sekil 55. Alkalin Fosfataz benzeri peptitler Uzerinde sadece B-gliserofosfat varliginda Alizarin kirmizi

boyamasinin kalitatif mikroskop analizleri.

3.14 rMKH Kemige Ozgii Gen ifade Miktari1 Analizleri

Projenin bu kisminda rMKH’lerin kemik hicrelerine dénisiiminde peptit nanofiberlerin etkisi
osteojenik besi yeri varliginda ve yoklugunda kRT-PZR ydntemi ile incelenmigtir. Runx2 gen
ekspresyon acisindan 3. ve 7. glnlerde peptit olmayan kontrol gruplarina goére istatiksel
olarak az miktarda farklilk gdstermistir. Runx2’nun hicrelerin  kemik hucrelerine
baskalasiminin erken markéri olmasi sebebi ile bir hafta icinde gézlemlenen artig, rMKH
hicrelerinin osteoblast hiucrelerine dénusimunin baslangici olarak kabul edilebilir. Runx2
kemik olusumunda rol alan bircok 6nemli genin (kolajen | ve osteopontin gibi)

regllasyonunda 6nemli rol oynamasindan dolayi erken asamada ifadesi artan 6énemli bir
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faktordir. Bu faktorin artis gdéstermesi diger genlerin ekpresyonu agisindan énemli bir durum
teskil etmektedir. Calismanin 12. gun sonugclari analiz edildiginde gen ifadesinin yaklagik
olarak sabit kaldig1 goralmustir, Runx2'nun ekspresyonunun devam ediyor olmasi hlcrenin
farklilasmasini tamamlamasi agisindan gerekli oldugunu gdstermektedir. Runx2 ifadesi,
Sa08S-2 hdcreleri kullanilarak yapilan analizlerde oldugu gibi azalmak yerine, farklilasma
surecinde sabit kalmistir. Bunun en birincil sebebi kdk hicrelerin bagskalagsmalarinin daha
uzun periyotlarda olmasidir ve osteoblastlarin olgunlagsmaya dogru gittigi ileriki asamalarda

ifadesinin azalmasi beklenen bir sonugtur.

Ayni sekilde Kolajen-I ekspresyonunun da kontrol gruplarina gore arttiyi gézlemlenmigtir.
Hucrelerde Kolajen-I birikimi kemik olugsumu i¢in 6nemli bir parametredir. Bu yluzden artisinin
istatiksel farklar ile gézlemlenmesi énemli bir sonuctur. 12. gine gelindiginde Kolajen-I
ifadesi 6zellikle PA2 molekili igin dikkate deger sekilde artmigtir. PA molekilleri, rMKH'lerle
yapilan gen ifadesi analizlerinde farkliliklar gostermislerdir, erken asamada PA1 molekulu
daha iyi géranurken 12. gune gelindiginde PA2 molekult énemli bir artis géstermigstir. PA2
molekulinin PA1’e gbére daha yavas hidroliz géstermesinde daha kontrollii dozda inorganik
fosfat saglayarak gecikmis ama etkili bir sonug veriyor olmasinin etken olmasi mimkunduir.
Ek olarak 12. gunde tum gruplarda gorulen artig, literatirdeki calismalarla paralel olarak,
osteojenik besi yerinin etkisinin 7 gunden sonra gorulmeye baslandigi sonucunu

desteklemektedir.

Erken markérlere ek olarak, osteoblastlarin ge¢ asamalarinda ifade edilen osteopontin (OP)
geni de kRT-PZR metodu ile analiz edilmistir. Kolajen-I ile tutarli olarak, OP ifadesinde 12.
gunde istatistiksel olarak énemli bir artis gdstermistir. Osteopontin hiicrenin kemik hiicresine
olgunlagsmasinin son asamasinda hiicre disina verilerek CaP minerallerine baglanarak
mineral birikimini ve kemik farklilasmasini sonlandirir. Bu ylzden osteopontin hicrelerin
olgunlugunu test edebilmek icin gerekli bir gendir. Hicre modelimizde OP goérlimesi,

hdcrelerin olgunlagsma yolunda oldugunun gdstergesidir.

Sonug¢ olarak, bu calismada kullanilan peptit amfifillerin osteojenik destek olmadan,
osteojenik destek olan kontrol grubuna paralel olarak kemik olusumu surecini farkhilasmasi
daha zor olan kok hucrelerde destekledigi gozlemlenmistir. Bagka bir deyigle kullanilan

peptitlerin kemik olusumunu hizlandirici bir etkisi mevcuttur.
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Sekil 56. Alkalin Fosfataz benzeri yapilar Gzerinde osteojenik destek varliginda ve yoklugunda 7 ve 12. guinlerde

gen ifade profil degisimi.

44



7. Giin +OM

3
mieln

2« 2In

Grubuna Oranli ifade

Kontrol
Degisimi

Colt Osp
7. Gin -OM

Col1 Osp
12. Giin +OM

Colt Osp

12. Gin -OM

Runx2
Tem
= - A
< BN A2+ In
il
o) 3
©
C
>
2 _
—
1S
0w
o))
[0
50
—
£3
o8 -
Runx2
C
Tam =
_ eI
< N2+ 2n
g 1 -
o -
e
3 Iq
2 _
—_
1S
0w
o) 1
[0
50
—
=S
SE o
- Runx2
"1C -
- -l AT I
< L - a2 s
o I”-
—
(@]
' g
o ‘
C
3
2 M
0w
T 2
30
=)
S
2e ¥

Runx2

Colt Osp

Sekil 57. 25 uM Zn ile desteklenmis Alkalin Fosfataz benzeri yapilar tizerinde osteojenik destek varliginda ve

yoklugunda 7 ve 12. giinler kemige 6zel gen ifadesinin kantitatif analizi.
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3.15 Kemik Spesifik DMP1 Protein Sentezinin Takibi

DMP kolajenik olmayan asidik bir proteindir ve mineralize olmus matriste transkripsiyon
faktorligi ve matris proteinligi gibi 6nemli goérevleri vardir. DMP-I kemik hicresine
donusmemis hucrelerde genellikle gekirdekte bulunur ve mineralizasyon sirasinda hucreler
arasindaki kalsiyum miktarinin artmasi proteinin hicreden digar ¢ikarilimasini tetikler. Bu
proteinin disarida bulunmasi hucrelerin olgun kemik hicresine farklilagsmasinin énemli bir
goOstergesidir. Bu sebeple kikirdak farklilasmasini karakterize etmek igin peptit nanofiberler

Uzerinde buyutulen rMKH ler kemige 6zgu DMP-1 antibadisi ile boyanmisgtir.

-
pae=J R4
S0pm S0 um

Sekil 58. 7. gunde alkalin fosfataz taklidi peptitler Gizerinde immunositokimya yéntemi ile hiicreler tizerinde DMP-

1 ekspresyonunun gosterilmesi. a. PA1 lzerinde, b. PA2 (zerinde, c. Kontrol peptitsiz ortam, d. PA1 + Zn, e.PA2

+ Zn, f. Cinkolu peptitsiz ortam.

imminositokimya deneylerine gére ginkolu ve ginkosuz yiizeyler (izerinde DMP-1 proteini
uretimi ve huicre digina salgilandigir gozlemlenmistir. 7. glnde kontrol gruplarinin aksine
peptit kaph ylzeylerde DMP-1’e 6zgl antibadi boyanmasi peptitli ylzeylerin kék hicrenin

kemik hicresine farklilasmasinda stimule edici ve hizlandirici bir etkisi oldugu kanitlanmigtir.
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3.16 Molekiiler Hesaplamalar

Projede PA1, PA1+Zn ve 2PA1+Zn molekdillerinin yari-ampirik yontemlerden birisi olan PM3
yontemi ile geometri iyilemeleri yapilarak, molekullerin minimum enerji konfigurasyonlari
belirlenmigtir (Sekil 59). Geometri iyilemelerinden sonra Yogdunluk Fonksiyoneli Teorisi
(Density Functional Theory, DFT) B3LYP (Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr) degisim
ve korelasyon potansiyelleri ve 6-31G(d) baz seti ile “Tek Nokta Enerjisi (Single Point
Energy, SPE)” hesabi yapilmis olup, molekiillerin enerji diizeyleri ve elektrostatik 6zellikleri

bu hesaba gére bulunmustur.

Sekil 60. Zn baglanmis PA1 molekulinin PM3 yéntemi ile enerji iyilemesi
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Sekil 61. Zn baglanmis iki PA1 molekilinin PM3 yontemi ile enerji iyilesmesi

Yapisal Ozellikler:

PA1 + Zn molekdll i¢cin Zn ve N atomlari arasindaki bad uzunluklari 15N-29Zn= 2,64 A° ve
22N-29Zn= 2,59 A°® olup bu ¢ atom arasindaki agi ise 15N-29Z-22N= 89° dir. (Sekil 60) Bu
bag uzunluklarinin ve agi deney/teorik sonuglarla uyusmamakta oldugu gézlemlendi. Bu
yuzden tek peptitin ¢inko koordinasyonu igin uygun olmadigi hesaplandi. Bu sonuglarin
onceki raporumuzda goésterdigimiz ¢inko baglanmasini gdsteren izotermal titrasyon (ITC)

deneyleri ile uyumlu oldugu gézlemlenmistir.

2 PA1+ Zn molekill icin ise bu degerler 50N-57Zn= 1,90 A°, 22N-57Zn= 1,91 A° ve
50N-57Z- 22N= 154° dl¢ulmis olup deneyle uyumludur (Sekil 61). Deneysel sonuglarda,
teorik hesaplamalarda oldugu gibi sonuglarda bir peptitde iki ¢inko baglanmaktadir. Eneriji
iyilesmelerine gore iki peptidin geometrisi metal koordinasyonu igin bir peptitden daha

uygundur.

Elektronik Ozellikler:

Sinir Molekuiler Orbitalleri (HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) = Dolu olan en
yuksek molekuler orbital ve LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) = Bos olan en
disuk enerjili molekuler orbital) DFT/B3LYP/6-31G (d) ile yapilan SPE hesaplarina gore
HOMO-LUMO arasindaki enerji boslugu PA1 icin 5.91 eV, 1 tane PA1+Zn icin 3.87 eV ve
2PA1+Zn igin ise 2.90 eV olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gére PA1 molekull kinetik

olarak diger yapilardan daha kararl olurken, 2PA1 + Zn molekuli kimyasal olarak daha
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reaktiftir. Bu bulgular yapilan deneylerle de uyum gdstermektedir, yani ¢inkonun varhgi

molekullin reaktivitesini arttirmistir.

Ayrica 3-boyutlu HOMO ve LUMO cizimleri de her bir yapi i¢in sunulmustur (Sekil 62). Bu

gizimlere gére: PA1 icin HOMO genel olarak molekiliin sol kisminda bulunan imidazol ve

ona bagl atomlar Uzerinde lokalize olurken, LUMO asagidaki gérsel molekilin sag kisminda

lokalize olmustur (Sekil 62 a,b). PA1 + Zn molekilinde HOMO Zn atomu ve ona bagl

imidazollerde bulunan N atomlari tizerinde lokalize olurken, LUMO genel olarak Zn atomu ve

molekilin sag tarafinda bulunan Imidazol disinda kalan bélgeye yayilmistir (Sekil 62 c,d).

2 PA1 + Zn yapisinda ise HOMO Zn atomuna bagli her iki imidazol grubu izerinde lokalize

olurken, LUMO Zn atomunu da icine alarak yine ayni bdlgelerde lokalize oldugu gézlenmistir

(Sekil 62 e,f).

LUMO (MO:119)

e)

HOMO (MO: 222)

f)

LUMO (MO: 223)

Sekil 62. 3-boyutlu HOMO ve LUMO gizimleri
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Molekiiler Elektrostatik Potansiyel (MEP):

Molekuler Elektrostatik Potansiyel (MEP) haritasi, molekullerin elektron-sever ve proton-
sever bolgelerini gostererek, molekulin kimyasal aktivitesinin belirlenmesinde ve bir
molekulin diger molekillerle nasil etkileseceginin anlasilmasinda 6nemli bir aractir. MEP
haritasinin negatif (kirmizi) bdlgesi proton-sever, pozitif (mavi) bolgesi elektron-sever

kisimlarini gostermektedir.

PA1, PA1+Zn, 2PA1+Zn, PA2, 2PA2+Zn ve 2PA2+Zn molekdllerinin her biri icin ayri ayri
B3LYP/6-31G (d) duzeyinde Tek Noktada Enerji hesabi (Single Point Energy, SP) ile MEP
haritalari olusturulmustur (Sekil 63-64). Bu haritalara gére her ¢ molekulin elektron-sever
en pozitif bolgeleri O atomu ile ¢ift bag yapmis C atomlari (yani karbonil karbon atomlar)
Uzerinde bulunup, elektrostatik potansiyel degerleri karbon atomlari i¢in +0,55 ile +0,60 a.u.
arasinda degismektedir. Molekulin proton-sever en negatif bdlgeleri ise molekdllerdeki N
atomlari GUzerinde olup, burada potansiyelin degeri -0,49 ile -0,74 a.u. arasinda degismektedir
PA1, PA1+Zn, 2PA1+Zn, PA2, ve 2PA2+Zn molekullerindeki Zn ve N atomlar tzerindeki

yuklere bakildiginda ise sekildeki sonuglar gorulmektedir.

2 PA1 + Zn molekull ise N atomlarinin yukleri -0,69 a.u, Zn atomunun yuku ise +0,64 a.u.
(Sekil 3b) olup Zn atomunun 2 tane PA1 molekull ile baglandiginin géstergesidir. Yani, Zn 2
PA1 molekuiliine baglandiginda daha elektronegatif 6zellik kazanir. 2 PA1 + Zn molekili ise
N atomlarinin yikleri -0,69 a.u, Zn atomunun yukl ise +0,64 a.u. (Sekil 64) olup ¢inko

atomunun 2 tane PA2 molekulu ile baglandiginin gostergesidir.

50



PA1

HOMO

LUMO

ESP

Sekil 63. Cinkosuz eklenmis molekillerin HOMO-LUMO,Molekdler Elektrostatik Potansiyel Haritalari
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2PA1+Zn 2PA2+Zn

HOMO

LUMO

ESP

PA1+Zn

Sekil 64. Cinko eklenmis molekiillerin HOMO-LUMO,Molekuler Elektrostatik Potansiyel Haritalari
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PA1+Zn ve 2PA1+Zn molekillerinin dipol momentlerini su molekilinin dipol momenti (PM3
seviyesinde = 1,74 Debye) ile kiyaslayarak 2 PA1+Zn molekulinin suya gére daha az polar
oldugunu, PA1 + Zn molekdilinln ise suya kiyasla ¢ok daha fazla polar oldugunu goririz.
Yani, 2PA1+ Zn molekilleri suya atildigi zaman zaman kendi aralarindaki etkilesim kiguk
olurken su ile etkilesimleri buyuk olacagi anlamina gelmektedir. PA1 + Zn molekulinde ise
tersi durum s6z konusudur, yani kendi aralarindaki etkilesim su ile etkilesimlerinden daha
buyuk olacaktir (yani su ile etkilesimi daha kugluk olacaktir) (Tablo 7). Ayrica her 3

molekulin toplam enerji degerleri de Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7: Molekdiler Enerji Degerleri

PA1 PA1+Zn 2PA1+Zn
Toplam Eneriji -1361,85 au -3140,96 au -4504,03 au
Dipol Moment (SP) 3,46 Debye 5,27 Debye 0,82 Debye
(Dipol Moment(PM3)) (3,85 Debye) (6,45 Debye) (1,13 Debye)

Bu sonuglardan da ¢inkonun iki peptit tarafindan koordinasyonunun tek peptide oranla daha
olasi oldugu elektrostatik potansiyel haritalari ile de kanitlanmigtir. Ayni zamanda peptitlerin
suyla etkilesimlerinin daha iyi olmasi, suyun Zn tarafindan derprotone edilmesi ile aktiflesen
ve deprotone olmus suyun ester bagdini kirmasi ile tamamlanan katalitik mekanizma igin
onemli bir parametredir. Tek peptidin koordine ettigi ¢cinko bu agidan da iki peptitten geri

kalmaktadir.

4. SONUG

Bu calismada cesitli fosfataz proteinlerinden esinlenilerek sentezlenmis katalitik 6zellik
gbstemesinin yaninda mineral olusumunu destekleyen peptit nanofiber iskeleleri tretilmis ve
bu multifonksiyonel sistemin kullanilabilirligi gerek kimyasal, gerek in vitro ydntemler
kullanilarak kanitlanmigtir. Kisaca proje suresince; malzeme sentez ve karakterizasyonlari,
enzim kinetigi deneyleri ve hesaplamalari, peptitlerin katalitik ve molekuler 6zelliklerinin teorik
hesaplamalarla ac¢iklanmasi, yuzeyler Uzerinde mineral kristallerinin olusturulmasi ve
kristallerin yapi analizi ve model hicreler Uzerinde (SaOS-2 ve rMKH) in vitro 2D
biomineralizasyon c¢alismalari yapilarak gelistirilen peptitlerin fosfataz gibi davrandigi
gOsterilmistir.

Gelistirdigimiz sentetik peptit amfifil enzim benzeri yapilarin nétr pH'ta fiberlesmeleri, kolay

modifiye edilebilirligi, metal koordinasyon kapasiteleri, kataliz i¢in yiksek yilizey alani

53



saglamasi ve fiberlerin olusturdugu jellerin B-dizlemsel yapilarinin kalsiyum fosfat birikimi
icin fiziksel iskelet goérevi gdrmesi gibi 6zellikleri arastirmamizda hedefledigimiz ¢ok
fonksiyonlu kemik rejenerasyonunun katalizden mineral birikimine kadar bir cok agsamada
simule edilebilmesine olanak saglamistir. Bu biyo-taklit yontemi ile ¢ok karsilasilan kemik
hasar tedavileri i¢in etkili, kolay uygulanilabilir, kisa zamanli, ucuz ve dolayisiyla 6nemli bir

yontem gelistirilmigtir.

In vitro uygulamalarda kullanim olanagi saglayan enzim takliti peptit nanofiberler literatirde
ilk olmakla birlikte, mineralizasyon ve osteojenik tetikleme igin oldukga Umit vaadetmektedir.
Bugune kadar yapilan enzim taklidi yapilar genellikle biyouyumlu olmayan kimyasallardan
tiretiimelerinden dolayi, terapi amaci ile denenmeleri mimkin olmamistir. Clnku bu
yapilarin  vucutta toksik Ozellik gostermelerinin  yaninda, ¢odu zaman vlcuttan
atilamamaktadirlar. Bu projemizde enzim aktivitesini taklit eden biyouyumlu peptitler ilk defa
biyomineralizasyon icin kullaniimistir. Uygulamadan sonra iglevleri biten peptit yapilarin
vicuttan kolaylikla atilabilmesi, peptit bazli biyomolekll taklitlerini saglik alaninda

uygulamalar igin gekici kilmaktadir.

Yukarida bahsi gecen bu Ozellikler daha farkh enzimlerin taklidi olanagi saglanmasinin
yaninda ileri vadede endustride kullanilan katalizorlerin taklidine de olanak saglayabilecek
niteliktedir ve klinik uygulamalar icin potansiyel teskil etmektedir. Ozellikle giniimiizde
cogunlukla karsilasilan kemik deformasyonu, kiriima yada osteoporoz gibi tamamen
iyilesemeyen, uzun vadede terapi ve ilag kullanimi gerektiren rahatsizliklar igin, etkili ve
duguk maliyetli bir tedavi yontemi ¢ok gereklidir. Bu amagla gelistirdigimiz etkin, Gretimi kolay
ve maliyeti dusik yontem, hem hasta saghg: icin hem uzun sureli tedavilerin suresinin
kisaltimasi ve ayni zamanda ekonomik kilfetinin azaltilmasi igin dnemli olabilecek
niteliktedir.
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