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Deoksiriboniikleik asit (DNA) canlilarda genetik bilgiyi olusturan temel molekiildiir.
Bunun yani sira, tamamlayict niikleotid ¢iftlerinin kendilerine has etkilesimleri ve
niikleotidlerin istenilen diziler halinde kolayca iiretilebilmesi nedeniyle nanoteknoloji
uygulamalarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Uzun, tek iplikli DNA molekiiliiniin,
daha kisa iplikli DNA’lar ile birlestirilmesi sonucunda, “DNA Origami” olarak
adlandirilan, istenilen sekillerde iki veya li¢ boyutlu nanoyapilar elde edilebilmektedir.
DNA origami nanoyapilar, ila¢ taginimi, biyoalgilayici, inorganik malzeme sentezi
gibi ¢esitli uygulamali arastirmalarin yani sira tiretim kolayligi nedeniyle, son yillarda
hiz kazanan molekiiler elektronik uygulamalari i¢in de yiiksek potansiyele sahiptir.
Bahsedilen bu uygulamalar i¢in DNA origami kullanilarak cihazlarin iiretilebilmesi ve
uzun stireli dayamikliligi, tasarlanan nanoyapilarmin yapisal kararhiliklarim
korumasina ve ayrica elektronik o6zelliklerinin uygulamaya yonelik olarak
tasarlanabilmesine baghdir.

DNA origami yapisinin kararliliginin geometri, sarmal sayist ve ¢evresel kosullara
bagli oldugu bilinse de bu etkilerin dogas1 simdiye kadar ¢ok az anlasilmistir. Ayrica
yapisal degisikliklerin DNA origamilerin elektronik 6zellikleri tizerindeki etkilerini

anlamak yeni elektronik cihazlarin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Bu tez kapsaminda



AMBER ve NAMD programlari ile molekiiler dinamik simiilasyonlar1 kullanilarak
farklit DNA origami nanoyapilarinin ii¢ boyutlu yapilari modellendi. DNA origami
nanoyapilarinin konformasyonlari iizerinde {i¢ farkli parametrenin etkileri modelleme
yontemleri ile arastirildi: 1) altin (111) yiizeyi, 2) DNA sarmallarinin baglanti
noktalarinin siklig1 ve 3) tuz konsantrasyon farki. DNA origami yapilarini temsil eden
daha kiiciik ¢ift sarmal DNA molekiilleri olusturuldu ve altin (111) yiizeyiyle
etkilesimler nedeniyle meydana gelen yapisal deformasyonlarin elektronik 6zelliklere
olan etkileri GAUSSIAN programi kullanilarak incelendi. Ayrica, biyoelektronik
uygulamalar i¢cin DNA origami nanoyapisinin 1,2-Dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin
(DOPC) lipit cift tabakasi icerisindeki yapisal kararliligi arastirildi. Daha sonra
genisletilmis Hiickel metodu ve yogunluk fonksiyonel teorisi hesaplamalar ile enerji
bant diyagramlari ve molekiiler orbital pozisyonlari arastirildi. DNA origami
yapilarinda elektriksel iletkenligin sarmallar arasindaki iletimi incelendi. Bu
caligmalarn  DNA origamilerin yapisal kararliliklarinin anlagilmasina ve DNA
origami yapilarinin uzun vadeli kullaniminin 6niinii acarak ileride nanoteknolojik yeni

cihazlarin ve uygulamalarin gelistirilmesine katki saglamasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA origami, Molekiiler elektronik, Molekiiler dinamik,
Yogunluk fonksiyonel teorisi, Teori ve modelleme, Yiik taginimu.
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Deoxyribonucleic acid (DNA) is the fundamental molecule that is responsible from
the genetic information in living organisms. It also has a great potential in
nanotechnology applications due to its unique interactions of complementary base
pairs and the ability to be produced easily in a desired sequence. Combination of a
long, single DNA strand with shorter DNA strands can result in desired two- or three
— dimensional nanostructures which is called "DNA Origami". DNA origami
nanostructures have a high potential for various applied research such as drug delivery,
biosensing, inorganic material synthesis, as well as molecular electronics applications,
which have gained momentum in recent years due to their ease of production. DNA
origami nanostructures designed for these applications should maintain their structural
stability and should be able to be designed with desired properties for electronic
applications. Although it is known that the stability of the DNA origami structures
depends on geometry, helix number, and environmental conditions, the nature of these
effects has so far been poorly understood. In addition, understanding the effects of
structural changes on the electronic properties of DNA origami is crucial for the
development of new electronic devices. In this thesis, three-dimensional structures of

different DNA origami nanostructures were modeled by using molecular dynamics



methods with AMBER and NAMD programs. The effects of three different parameters
on the conformation of DNA origami nanostructures were investigated via modeling
methods: 1) gold (111) surface, 2) frequency of junction points of DNA helixes, and
3) salt concentration difference. Smaller double-stranded DNA molecules representing
DNA origami structures were created and the effects of structural deformations due to
the gold (111) surface on electronic properties were inspected using the GAUSSIAN
program. In addition, the structural stability of the DNA origami nanostructure within
the 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) lipid bilayer for bioelectronic
applications was examined. Then, energy band diagrams and molecular orbital
positions were studied with Extended Hiickel and density functional theory
calculations. The transmission of electrical conductivity between the helices in DNA
origami structures was explored. It is expected that these studies will contribute to the
development of new nanotechnological devices and applications in the future by
paving the way for the understanding of the structural stability of DNA origami and

the long-term use of DNA origami structures.

Keywords: DNA origami, Molecular electronics, Molecular dynamics, Density
functional theory, Theory and modeling, Charge transport.
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1. GIRIS

Nanoyapilarin iiretiminde, yukaridan asagi iiretim yontemlerinde, yiiksek maliyet,
vakum ortam1 ve kriyojenik sicakliklar gerektirmesi ve kullanilan cihazlara baglh
olarak ¢Oziiniirlik gibi sinirlamalarla karsilasiimaktadir. Bunlarin aksine, asagidan
yukar1 yontemlerden kendiliginden olusma (self-assembly) yontemi, ilimli ortam
kosullarinda ucuz, paralel nanoyapi sentezi sunan umut verici bir alternatif olarak
ortaya c¢cikmistir. DNA, RNA, protein gibi biyomolekiiller, nano boyutlardan
makroskopik boyutlara kadar, atomik hassasiyet ile kontrollii bir sekilde kendiliginden
olusma 6zelliklerine sahiptirler.

Ik defa, 1980'lerde, Nadrian Seeman, DNA'nin bir boyutlu ¢ift sarmal yerine, iki
boyutta uzanan, nano 6l¢ekli bir yap1 tasi olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikardi
(Seeman vd., 1982). Hareketsiz bir Holliday baglantisinin rasyonel tasarimi ile {i¢
boyutlu periyodik DNA aglarmin olusturulabilecegini gosterdi. Holliday baglantisi
daha once 1964 yilinda, molekiiler biyolog Robin Holliday’in mantarlarda mayoz
boliinme sirasinda meydana gelen gen doniisiim olaylarini agiklamak i¢in 6nerdigi bir

modeldi (Holliday vd., 1964). Sekil 1.1°de, Holliday baglantisinin yapisi verilmistir.
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Sekil 1.1: Temel diziyi gosteren Holliday baglantisinin semasi. Sekilde
gosterilen dizi bir¢ok olasiliktan yalnizca biridir.

DNA’nin bu 6zelligi kullanilarak, 20 nm'den (Park vd., 2006) daha az aralikli iki
boyutlu diizenli yapilarin yani sira kiip (Chen vd., 1991) ve kesik oktahedron (Zhang



vd., 2002) gibi ii¢ boyutlu sekiller de dahil olmak iizere karmasik nanoyapilarin
olusturulabilecegi gosterildi. Bu tiir yapilarin sentezinin ¢ok sayida kisa DNA
zincirleri arasindaki etkilesime bagli olmasi nedeniyle yapilarin veriminin kullanilan
DNA ipliklerinin sayisal oranlarina bagli oldugu ve bu sebeple, daha biiyiik ve
karmagik yapilarin sentezinin ¢oklu reaksiyon asamalart ve saflastirma adimlar
gerektirdigi diisiiniilityordu (Rothemund, 2006). 2004 yilinda yapilan bir ¢calismada
(Shih vd., 2004), uzun tek bir DNA zincirinin bir oktahedron sekline kontrollii bir
sekilde katlanabildigi rapor edildi. 2006 yilinda, Paul Rothemond (Rothemund, 2006),
uzun, tek bir DNA zincirinin, ¢ok sayida kisa tek iplikli DNA zincirleri ile istenilen
iki boyutlu sekillerde, basit ve tek adim ile katlanabilecegi yontemi sundu ve “DNA
Origami” alan1 ortaya ¢ikt.

DNA’nin ¢ift sarmal 6zelliklerinden (Sekil 1.2 a) yararlanan bu yontemde, iskelet
(scaffold) adi verilen uzun DNA’lar, baglayici (stample) adi verilen kisa DNA
zincirleri ile Sekil 1.2 b’de gosterildigi gibi hibridizasyon yapmaktadir.
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Sekil 1.2: DNA Origami yapilarinin iki ve {i¢ boyutlu tasarimlarinin sematik
gosterimi (Bu sekil Kearney vd.’nin caligmasindan (Kearney vd., 2016)
alinmustir.). a) B-form DNA molekiiliiniin geometrik dzellikleri. b) Iki boyutlu
origami tasarimlari i¢in paralel DNA sarmallar1 arasindaki gegis bolgesi. ) Bal
petegi kafes yapisinda gecis agilar1 ve gerekli baz cifti parametreleri. d) Siki
paketlenmis kare kafes yapisinda ge¢is agilar1 ve gerekli baz ¢ifti parametreleri.
e) Esnek diizlem dist DNA origami gegisleri i¢cin 1 bp araliklarla erisilebilir
acilar. f) Komsu sarmallarda gegis bolgesi araliklarindaki baz ¢ifti sayis1 esit
olmamasi durumunda DNA origami yapilarinin biikiilmesi.
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2005 yilinda Seeman'in grubu tarafindan tanimlanan altigen bir DNA tlipiinden
(Frederick vd., 2005) esinlenen Shawn Douglas ve meslektaslari, 6zel ti¢ boyutlu DNA
yapilarinin bal petegi seklinde kafes yapisi kullanilarak 10 ila 100 nm arasinda hassas
kontrol edilen boyutlarda tasarlanabilecegini gosterdiler (Douglas vd., 2009). Ayni1 yil,
Yongang Ke ve calisma arkadaglari ise tek adimli tavlama islemi ile kare bir kafes
yapist  lizerinde paketlenmis, daha yogun DNA origami yapilarinin
olusturulabilecegini raporladilar (Ke vd., 2009). Bu iki ¢alisma iizerine DNA origami
tasariminda kullanilan ana iki kafes yapis1 ortaya ¢ikarilmis oldu. Buna gore bal petegi
kafes yapisi i¢in, her 7 baz ¢iftinde bir en yakindaki DNA sarmali ile gecis baglantisi
kurulabilirken, kare kafes yapisinda her 8 baz c¢iftinde bir bu baglanti
kurulabilmektedir (Sekil 1.2 ¢ ve d). DNA origaminin, farkli araliklarla sarmallar
arasina gegisler yerlestirilerek kivrilip ve biikiilebildigi de gosterildi (Dietz vd., 2009).
Sekil 1.2 E’de origami yapisinda DNA’nin her bir baz ¢ifti degisimine gore hangi
konumlarda baglant1 yapabilecegi gosterilmistir. Buna gore farkli baglanti bolgelerine
gore DNA origami yapisina egrilik verilebilir. Sekil 1.2 F’de ise, iki DNA sarmali
arasinda farkli baz ¢ifti araliklariyla yapilan baglanma sonucunda olusan egrilige 6rnek
verilmistir.

Normal ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile ilgili, uzunluga bagl olarak Guanin (G) —
Sitozin (C) eslesmelerinin Adenin (A) — Timin (T) eslesmelerinden daha kararli
oldugu ve bundan dolay1 G-C igerigi yiiksek olan DNA’larin daha yiiksek erime
sicakligima (Tm) sahip olacagi tahmin edilmektedir (SantaLucia, 2004). dsDNA
olusurken hidrofobik bazlar birbirleri ile etkileserek yapinin i¢ kismina katlanirlar. Bu
katlanma sirasinda baz istiflemesi (base stacking) gerceklesir. Baz istiflenmesi ve
karsilikli baz c¢iftleri arasindaki hidrojen bagi olusumu ile yapi minimum enerji
durumuna geger ve ¢ift sarmal DNA yapisini olusturur. DNA origaminin olusumu ise
normal dsDNA olusumundan ¢ok daha karmagsiktir. Tasarimi yapilan sekle ve
baglayict DNA’larin bulundugu konuma bagli olarak, uzun iskelet DNA’nin katlanma
mekanizmasi1 degisebilir. Hala DNA ipliklerinin bir araya gelme mekanizmasi
bilinmemektedir. Baglanti noktalar1 arasindaki baz ¢ifti uzunluklarina gore yapi
icerisinde olusacak kalic1 gerilimler, origami yapisinin olusma serbest enerjisini
etkileyebilir. Bu gibi etmenlerden dolayi, tasarlanan origami yapis1 verimli bir sekilde

deneysel olarak iiretilemeyebilir.



Origami yapilarinda verim, mikroskopide tasarlanan sekle sahip yapilarin sayisi
(goriintiileme verimi, imaging yield), baglama kusurlarinin sayist (baglayici verimi,
staple yield) ya da tasarlanan fonksiyonel birimlerin goriintiilenen yapilarda tasarima
uygun olma yiizdeleri (fonksiyonel verim, functional yield) olarak tanimlanmaktadir
(Majikes vd., 2021). Bunlar arasindan baglayici verimi hem olgiilmesi en zor
olanlardan biri hem de diger iki verimi dogrudan etkileyen bir faktordiir. Sekil 1.3°te
gosterildigi gibi, baglayic1 kusurlar1 genellikle eksik ya da fazla baglayict DNA
zincirlerinden kaynaklanmaktadir (Majikes vd., 2021). Bu kusurlar genellikle
goriintliileme yoluyla tespit edilmesi olduk¢a zordur ve fonksiyonellestirilmis origami
yapilarinda, fonksiyonu etkilemeyecek sekilde de olusabilir. Bu yiizden ¢ogu zaman
fark edilmeyebilirler. Ancak, farkli iiretim parametreleri ve ¢cok sayida baglayict DNA
miktari ile tiretim problemlerinin 6niine gegilebilecegi yapilan ¢alismalarda (Sheheade

vd., 2019; Dunn vd., 2015) gosterilmistir.

Tasarlanan Baglayici  Eksik Baglayici Fazla Baglayici
Yapisi DNA Kusuru DNA Kusuru

A 4

Sekil 1.3: Temel diziyi gosteren Holliday baglantisinin semasi. Sekilde
gosterilen dizi birgok olasiliktan yalnizca biridir.

DNA origami nanoyapilari, ilag taginimi (Jiang vd., 2012; Zhang vd., 2014; Wang vd.
2018; Ijas vd., 2019) biyoalgilayici (Kielar vd., 2018; Wang vd., 2020), plazmonik
uygulamalar (Liu vd., 2018; Kuzyk vd., 2018), inorganik malzeme sentezi (Gopinath
vd., 2016; Ramakrishnan vd., 2016), nanoelektronik (Teschome vd., 2016; Geng vd.,
2013) ve nanorobotik (Thubagere vd., 2014) gibi cesitli uygulamalar igin
arastirmalarin odaginda olmustur. Bahsedilen bu uygulamalarin siirdiiriilebilirligi i¢in
tasarlanan DNA origami nanoyapilarinin yapisal kararliliklarimi korumasi gerekir.
Ozellikle ilag tasinimi uygulamalarinda, DNA origami farkli biyolojik ortamlara
maruz kalabilir. Ote yandan, yeni gelistirilecek uygulamalarda kullamlmak iizere

tasarlanan yapilarin, istenilen 6zellikleri gostermesi i¢in ¢evresel kosullarin kontrol



edilmesi gerekebilir. Literatiirde bulunan c¢alismalardan DNA origami yapisinin
kararliliginin geometri, sarmal sayis1 ve ¢evresel kosullara bagli oldugu bilinse de bu
etkilerin dogas1 hala tam olarak anlagilamamistir. Bu tlir yapiya bagh etkilerin
molekiiler mekanizmalarmi aydinlatmak, nanoteknolojide genis bir uygulama
yelpazesi i¢in istenilen Ozelliklerde, siirdiiriilebilir DNA origami nanoyapilarinin
tasarlanmasi i¢in 6nemlidir.

Bu tezin amaci atomik boyutta molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlar1 kullanarak,
DNA origamilerin yapisal kararliliklarinin farkli parametrelere gére nasil degistigini
aragtirmak ve kuantum mekanik hesaplamalar ile nanoelektronik ve biyosensor
uygulamalar1 igin tasarlanacak DNA origami yapilarindaki kararlilik-elektriksel
ozellik arasindaki iligkiyi incelemektir. Bu kapsamda, farkli ortam kosullar1 altinda ve
farklit DNA origami tasarimlari kullanilarak MD simiilasyonlar1 gerceklestirildi ve
daha sonra bu simiilasyonlardan segilen temsili yapilar ile yogunluk fonksiyonel
teorisi (DFT) hesaplamalart yapildi. MD simiilasyonlarinda yap1 analizleri i¢in farkli
yontemler gelistirildi ve DFT ve yiik tasinim hesaplamalar1 ile DNA origami
yapilariin elektronik 6zelliklerinin ¢ift sarmal DNA’ya gore nasil farklilastigi aciga

cikarildi.

1.1  DNA Origami Yapisi ve Tasarim

Bir DNA origami yapis1 tasarlamanin ilk adimu, iskelet zincirin katlanma geometrisine
karar vermektir. Normal bir DNA sarmalinda yarigap 2 nm, sarmallarin bir tam doniisii
10,5 baz zincirinden olusup yaklasik 3,4 nm’dir. Origami yapisindaki birden fazla
sarmal olmasi nedeniyle aralarinda bir elektrostatik itme meydana gelecektir. Bu
yiizden, origami yapisi tasarlanirken, bir sarmalin yarigapi 3,5 nm genisliginde, bir tam
doniisliniin ise 3 — 3,5 nm uzunlugunda bir olabilecegi géz Oniine alinmalidir. Buna
gore tasarlanan sekillerden sonra iskelet ve baglayici DNA’larin pozisyonlar
belirlenmelidir. DNA origami seklinin ve DNA dizilerinin tasarimi igin gelistirilen
farkli yazilimlar bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar1 6zellikleri
ile Cizelge 1.1°de sunulmustur. Bunlar arasinda en ¢ok kullanilan caDNAno
programidir. Bu program DNA origami yapilarinin geometrilerini, baglant noktalarini
ve niikleotid dizilimlerini belirlemek i¢in gelistirilmis grafik ara yiizli bir yazilimdir.

Bu tez kapsaminda caDNAno programi kullanilmstir.



Cizelge 1.1: DNA origami tasariminda kullanilabilecek yazilim/programlar

Yazilim Ozellikleri Dezavantajlari
* Bal petegi veya kare kafes | ..
caDNAno yapisinda  DNA  origami 3 .b'o yuﬂ.u yapllar o
gelistirilmis bir ara yiizi
(Url-1) tasarimi bulunmuvor
*  Yaygin kullanim y
*  Gegis bolgeleri secilirken bir
. « Kafes veya iskelet sirlama - yok - - gercekei
Tiamat olmayan tasarimlar
sinirlamalart olmadan DNA -
(Url-2) olusturulabilir
nanoyapi tasarimi o . o
» lleri seviye tasarim bilgisi
gerekli
. + 0xDNA program icin ) Cf)k.. katmanli origami_gibi
oxView A . biiyilk ve karmagsik yapilar
gelistirilmis online ..
(Url-3) Srintiileme aract sifirdan  tasarlamak  igin
8 uygun degil
ATHENA | ° Karmagik ii¢ boyutlu yapilarin | » Tasarimlarda  kullanilacak
otomatik tasarimi sarma sayisi
(Url-4) v : y
* caDNAno ile kullanilabiliyor degistirilemiyor
« Cok kapsaml1 tasarim | © Bazi oOzellikler igin {icretli
Adenita program tyelik isteniyor.
(Url-5) * Dahili molekiiler dinamik | « Ug¢ boyutlu tasarimlar i¢in
simiilasyon araciyla katlamay1 heliks sayist
tahmin etme secenegi degistirilemiyor.

DNA origami i¢in kullanilacak iskelet DNA dizisinin se¢imi, istenen yapinin boyutu
ve karmagikligina gore belirlenir. Cogunlukla yaygin olarak, M13 fajindan izole edilen
7249 niikleotid uzunlugundaki m13mpl8 viral genomu DNA origami yapilarinda
kullanilmaktadir. Bunun yaninda yine M13'ten izole edilen, p7308, p7560 ve p8064
genomlart da tercih edilebilmektedir. Bu diziler, genellikle DNA iireten bir
biyoteknoloji sirketlerinden satin alinmaktadir. Bunun disinda, 6zel boyutlu ve
dizilimli iskelet DNA zincirlerinin tasarimi yapilabilir. Ancak bunlarin tasariminin
zahmetli, Uretiminin de gorece pahali olmasi sebebiyle arastirmacilar tarafindan
nadiren tercih edilmektedir.

DNA origami yapist tasarlandiktan sonra tasarima uygun olan ortam kosullarinda
tretilmeleri gerekir. DNA origami yapilarinin {iretim verimliliginin biiylik 6l¢iide
iginde bulunduklari soliisyonun katyon konsantrasyonuna bagl oldugu bilinmektedir
(Dey vd., 2021). Cogu iiretim protokolii 5 — 20 mM MgCl; iceren ve pH’1 8 olan
tampon c¢ozeltilerinde gerceklestirilir (Dey vd., 2021). DNA origami yapilarinin



karmasikligma gore soliisyon igerisine eklenmesi gereken Mg?* konsantrasyonu
kontrollii bir sekilde ayarlanmalidir. Genellikle kompleks ti¢ boyutlu sekiller i¢in daha
yiiksek katyon konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyulur. Uretimde genellikle Mg?* iyonlar
kullanilsa da yapilan ¢alismalarda Na* gibi farkli iyonlar ile de DNA origami
katlanmasinin gergeklesebilecegi raporlanmistir (Martin vd., 2012). Ayrica, tiretilen
origami yapilarinin iyon konsantrasyonu farkli olan bir ortama alindiginda yapilariin
bozuldugu gosterilmistir (Dey vd., 2021). Bu nedenle, yapilar olusturulurken tasarim
ve fonksiyon arasindaki baglanti g6z 6nilinde bulundurulmalidir. Sekil 1.4°te DNA

origami teknolojisinin 6zeti sematik olarak gosterilmistir.

Baglayici

DNA Katlanma: DNA Origami $ematik Yapisi:
_ iskelet
>~ B e‘et /)
I\
Tavlama Q¢
iskelet s é{@d

DNA

(@)

(b) (c)

Sekil 1.4: DNA origami teknolojisi. a) Klasik DNA origaminin prensibi. Uzun,
tek sarmalli bir iskelet DNA's1, birden ¢ok kisa baglayict DNA (mavi) ile
tavlanir. Baglayict DNA’lar, iskelet sarmalin uzak bolgelerini baz eslestirme
yoluyla bir araya getirebilir ve sonug olarak tasarlanan bir sekil elde edilir. b)
Temsili 2D diizlemsel DNA origami sekilleri. ¢) bal petegi kafes yapisi,
karmasik egrilige sahip bir yap1 ve keyfi bir sekle sahip bir 3D nanoyapi. d)
Coklu DNA origami yapilarindan hiyerarsik olarak bir araya getirilmis tist yap1
ornegi (Dey vd., 2021’°den uyarlanmistir).

1.2  DNA Origami Sentezi

DNA origami sentez yontemlerini anlamak, yapilarin kararliliklarint modellemek i¢in
olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle bu bolimde DNA origami sentezi ile ilgili bilgiler
verildi.

DNA origami nanoyapilar1 tipik olarak pH 7,8 ile 8,3 arasinda ve 12,5 mM
magnezyum tuzu i¢ceren Tris bazli tampon ¢ozeltisinde sentezlenir (Rothemund, 2006).
Tuz molekiilleri (Na*, K*, Mg?*) ortaya ¢ikacak DNA origami yapisini ve kararliligimi
degistirebilir. Iskelet DNA ile baglayict DNA sarmallariin diizgiin bir sekilde bir



araya gelip birlesebilmesi icin, baglayict DNA konsantrasyonu uzun tek iplikli iskelet
DNA konsantrasyonundan en az 2 kat fazla olmalidir. Bunun nedeni sarmallar arasi
baz c¢iftlerinin olusup deformasyonlar1 en aza indirmektir. Soliisyon hazirlandiktan
sonra her sey 95 °C’ye 1sitilir ve ardindan 25 °C’ye sogutulur ve bu sekilde tavlama
islemi gerceklestirilir. Boylece, DNA bazlar1 arasinda dogru hibritlesme (baz
ciftlerinin olusmasi) saglanir. Uygulanmasit gereken sogutma hizi hedef DNA
origamiye (sekans ve yapi) gore ayarlanmasi gerekir ve genellikle 35-70 °C/saat
olarak uygulanir. Tiim bu adimlar yaklasik olarak 1-2 saat igerisinde tamamlanir ve
bir sonraki adima gecilir. Sarmallarin bir araya gelmesi ile origami yapilarinin
olusturulmasi ardindan, soliisyon igerisinde kalan fazlalik baglayici DNA iplikleri Jel
filtreleme yontemi kullanilarak ¢ozeltiden ¢ikartilir. Wickham ve digerleri tarafindan
2011°de raporlanan (Wickham vd., 2011) bu yontemde, Sephacryl S-300 boyut ayirma
recinesi ile, sentezlenen origami yapilari ve baglayict DNA iplikleri birbirinden ayrilir.
Bu yonteme alternatif olarak santrifijjlii filtreleme kullanilabilir (Douglas vd., 2012),
ancak bu her zaman etkili bir yontem degildir. Eger santrifiijleme hiz1 ¢cok yiiksek

olursa DNA origami nanoyapilari zarar gorebilir (Arbona vd., 2013).

1.3 DNA Origami Karakterizasyon Yontemleri

DNA origami yapilar liretildikten sonra ¢esitli deneysel teknikler ile karakterize edilir.
Bunlardan Agaroz jel elektroforezi (Linko vd., 2015), DNA origaminin istenildigi gibi
katlanip katlanmadigin1 dogrulamak i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden birisidir. Bu
yontemde, sentezlenen DNA Orneklerinin ve boyutunu (baz gifti sayilar1) bilinen
kontrol DNA’larin bulundugu sivi, elektrik alan altinda, negatif uctan pozitif uca
olacak sekilde, yiiriitiilerek yiiklerine ve dolayisiyla boyutlarina gére ayrilirlar. Bu
sayede, sentezlenmesi hedeflenen DNA’lar ayirt edilir. Fakat, burada elde edilen
sonuglar ile origaminin diizgiin katladigina dair kesin bir sonuca varilamaz, ¢ilinki
origami yanlis katlansa da yiikii degismeyecegi icin jel lizerinde ayn1 noktalara hareket
edebilir. Ya da DNA origami nanoyapilarinin agregasyonu sonucunda dogru katlanmig
yapilar yanlis yiikte veya yanlis katlanmis fakat bir arada duran yapilar nedeniyle
dogru yiike sahip olabilirler. Burada yapilar yiike gore ayrildiklar1 igin, origaminin
tasarlanan yapiya katlanip katlanmadigin1i dogrulamak adina Atomik kuvvet

mikroskobu (AFM) (Sekil 1.5), transmisyon elektron mikroskobu (TEM) (Sekil 1.6)



ya da kriyojenik elektron mikroskopisi (Cryo-EM) (Sekil 1.7) kullanilarak ek bir
karakterizasyon yapmak gereklidir.

Dedektor ve
Geri Besleme
Elektronigi

Fotodiyot ' Lazer

Prob

=

Ornek Yizeyi

| Piezo Tarayici I

Sekil 1.5: Atomik Kuvvet Mikroskobu Prensibi (6l¢ekli degil). Nano olgekli
bir ug, bir yay olusturan kii¢iik bir konsola tutturulmustur (prob). Ug ylizeyle
temas ettiginde etkilesim kuvvetlerinden dolay1 bu konsol hareket eder ve bir
lazer yardimi ile fotodiyot tizerinde tespit edilir. (Url-6)

AFM, iki boyutlu DNA origami nanoyapilarini goriintiilemek i¢in neredeyse idealdir,
fakat uygulanan kuvvetten dolay1 iic boyutlu yapilara uygun olmayabilir. Bu tiir
origami yapilarinda genellikle TEM tercih edilir. TEM’de goriintii olusturmak i¢in
yiksek enerjili bir elektron demeti ¢ok ince bir numuneden gegirilir. Biyolojik
numunelerde, numunelerin kalinliklar1 ve kiitlelerindeki farklardan dolay1r kontrast
elde edilir. Numunenin daha fazla kiitleye ve kalinliga sahip bolgeleri, goriintiide daha
yogun alanlar olarak goriiniir. Fakat, DNA’y1 olusturan elementler (C, H, N, O, P)
diisiik atom numarasina sahip oldugundan, TEM ile gorsellestirilmesi olduk¢a giigtiir.
Bu sorunu agmak i¢in, DNA niikleotidleri daha yiiksek atom numarasina sahip atomlar

ile etiketlenebilir.
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Sekil 1.6: Transmisyon Elektron Mikroskobu Prensibi (6lgekli degil). Bir
elektron kaynagi, ultra ince bir numuneden bir elektron demeti gonderir.
Elektronlar numuneye niifuz ettiklerinde, asagidaki merceklerden gecerler. Bu
veriler, bir kamera kullanarak dogrudan bir fliloresan ekranda veya bir
bilgisayar ekraninda goriintiiler olusturmak i¢in kullanilir. (Url-7)

Cryo-EM'nin ii¢ boyutlu DNA origami yapilarini yiliksek ¢oziiniirliikle goriintiilemek
i¢in biiyiik bir potansiyel sundugu gosterilmistir (Bai vd., 2012).

1- Géruntileme:
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Sekil 1.7: Cryo-EM c¢alisma adimlari. Donmus ¢6zeltinin bir elektron
mikroskobu kullanilarak goriintiilenmesi gercgeklestirilir ve ayn1 kompleksin
farkli yonlerde bir¢ok goriintiisii tiretilir. Her goriintii 6nce kutulama yoluyla
ayrilir. Tiim kutulu goriintiiler daha sonra kiimelenir. Sinyal-giiriiltii oranim
tyilestirmek i¢in her kiimedeki goriintiilerin ortalamasi alinir. Bu ortalama

goriintiilerin her birinin 3B yonii bulunur. Bu yonler kullanilarak, goriintiiler
bir 3B elektron yogunluk haritas1 olusturulur. (Url-8)
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Bu yontem, DNA origami ¢ozeltisinin saflagtirilmasi, ¢ozeltinin bir 1zgaraya
yerlestirilmesi, dondurulmasi (kriyojenik olarak) ve ardindan donmus filmin bir
elektron mikroskobu kullanilarak goriintiilenmesi adimlarini igerir. Sekil 1.7°de
gosterildigi gibi, ayn1 yapinin farkli yonlerde bir¢cok goriintiisii elde edilir.

Sekil 1.8’de deneysel olarak iiretilen ve farkli karakterizasyon yontemleri ile elde
edilen DNA origami nanoyapilarinin goriintiileri verilmistir.

Gortildiigii gibi DNA origami nanoyapilarinin iiretilmesi ve ardindan karaterizasyonu

nanoyapilarinin kararliliklarini anlamak i¢in atomik ¢oziiniirliikte bir bilgi sunamaz.

&)
ﬁn h”"? ‘:

g; ['iy"f gm

© ’i’* b} A

Sekil 1.8: Farkli yontemlerle karakterizasyon 6rnekleri. DNA origami a) TEM
(Kiviaho vd., 2016), b) AFM (Url-9) ve c) Cryo-EM (Bai vd., 2012) goriintiisii.

Ayrica gevreyle olan etkilesimleri hakkinda bilgi veremez. Bu nedenle hem DNA
origami tiretiminde verimliligi arttiracak hem de yapilarinin kararliliklarinin optimize

edecek bilgisayarli hesaplamali yontemlerine ihtiyag vardir.

1.4  Cift Sarmal DNA’nin ve DNA Origaminin Yapisal Kararh@ina Etki
Eden Faktorler

Bilgisayarli hesaplama yontemleri ile gerceklestirilen simiilasyonlari ve hesaplamalari
analiz edebilmek i¢in gergek sistemi iyi anlamak gerekir. Bu nedenle, bu boliimde,
DNA molekiillerinde yapisal kararlig1 belirleyen faktorler ele alinmistir. Cift sarmal
DNA’nin yapisal kararliligi, baz ciftleri arasindaki hidrojen baglari, bazlar ve
cevresindeki su molekiilleri arasindaki hidrojen baglar1 ve yan yana baz ciftleri
arasindaki istifleme etkilesimlerinin ince bir dengesine baglidir. DNA origami
nanoyapilarinda bu etkilesimlerin tamamu etkili bir faktdr olurken, bunlara ek olarak
DNA sarmallar1 arasindaki etkilesimler ve sarmallar arasindaki ge¢is noktalarinin

siklig1 ve konumlarmin da etki etmesi beklenir.
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1.4.1 Hidrojen bag:

Hidrojen bagi, daha elektronegatif bir atom veya atom gruba kovalent olarak bagli bir
hidrojen atomu ile yalniz bir ¢ift tasiyan baska bir elektronegatif atom arasindaki
birincil elektrostatik ¢ekim kuvvetidir. Hidrojen baglari, dipol-dipol ve dispersiyon
kuvvetlerinden daha gii¢lii iken, kovalent ve iyonik baglardan daha zayif baglardir. Bir
DNA molekiiliinde, Adenin (A) ve Timin (T) arasinda N-H---O ve N---H-N olmak
tizere iki hidrojen bagi olusurken, Guanin (G) ve Sitozin (C) arasinda O---H-N, N-—
H---N ve N-H:--O olmak iizere ii¢ hidrojen bagi olusur (Sekil 1.9). DNA’da baz
ciftleri arasindaki bu hidrojen baglari, DNA sarmallarini bir arada tutar ve baz ¢iftleri
arasindaki 6zgiil eslesmeyi saglar. DNA’nin her bir niikleotidi, su gibi dis ortamdaki
molekiillerle de hidrojen baglar1 olusturabilir. DNA molekiilii igerisinde veya dis
ortamla olusan bu baglar olduk¢a zayif olmasina ragmen, hepsinin olusturdugu
biitiinliik DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapisin1 olusturur ve yapry1 dengede tutar. Bu

nedenle, yapisal kararlilik i¢in hidrojen bagi olduk¢a 6nemlidir.

Hidrojen Bagi

Sitozin (C) Guanin (G)

Y 43

Timin (T) Adenin (A)

Sekil 1.9: DNA baz ciftleri arasinda olusan hidrojen baglarinin sematik
gosterimi.

1.4.2 Baz istiflenmesi

DNA'daki baz istiflenmesi (base stacking), DNA sarmali boyunca bitisik niikleotidler
arasindaki kovalent olmayan etkilesimleri ifade eder. Diiz, diizlemsel azotlu bazlarin
(A, G, C ve T) birbirinin iizerine kararli bir sekilde istiflenmesi hidrofobik ve
elektrostatik  etkilesimlerle miimkiindiir. Bazlar arasindaki istiflenme giici,
niikleotidlerin aromatikligine ve dipol momentlerine bagl olarak degisebilir. Baz

istiflenmesi, DNA sarmallarinin yapisini stabilize etmede kritik bir rol oynar.
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Tamamlayict sarmallar arasindaki baz eslesmesinin olusumuna da katkida bulunur.
Daha oOnce yapilan calismalarda, DNA sarmallarindaki yapisal kararliliginin,
niikleotidler arasindaki baz istiflenmesinden dolayi farkli sekanslar arasinda degisiklik
gosterebilecegi sunulmustur (Yakovchuk vd., 2006). Fakat, hangi baz istiflemesinin
en ¢ok kararliligi sagladigi hala tam olarak bilinememektedir. Bunun nedeni baz
istiflenmesinin sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu gibi ortam kosullarina ve DNA nin

kendi uzunluguna bagl olmasidir.

Sekil 1.10: DNA baz iftleri arasinda olusan baz istiflenmesinin sematik
gosterimi.
1.4.3 DNA origami sarmallar arasi etkilesimler
DNA omurgasi negatif yiiklii fosfat gruplarindan olusur. Bu yiik nedeniyle, DNA
sarmallar1 arasinda itici bir kuvvetin olugsmasi beklenir. Ancak, genomik DNA'nin
hiicre ¢ekirdegi ve viral kapsidler i¢inde yogun bir sekilde paketlendigi bilinmektedir.
Bunun gerc¢eklesebilmesi i¢in ortamda bulunan karsit iyonlar veya molekiiller ile DNA
sarmallarinin dengelenmesi gerekir.
Literatiirde yapilan ¢esitli caligmalarda, {ii¢ degerlikli ve dort degerlikli
elektrolitlerdeki DNA sarmallar1 arasindaki etkilesim deneysel olarak gosterilmistir
(Deng vd., 1999; Yang vd., 2005; Besteman vd., 2007). Ayrica bir baska yapilan X-
1511 sagilimi deneylerinde MgCl, elektrolitinde kisa DNA fragmanlarinin birbirini
cekebilecegi raporlanmistir (Qiu vd., 2007). Bu nedenle, sarmallar arasindaki
etkilesimlerde tuz molekiillerinin 6nemli bir rolii oldugu diistiniilmektedir.
DNA origami nanoyapilarinda DNA sarmallar1 birbirlerine gegcis bolgelerinden (GB)
baghdirlar. Daha onceki yapilan c¢alismalarda, DNA sarmallar1 arasindaki
etkilesimlerin ortamdaki karsit iyonlardan etkilendigi raporlanmigtir. Ancak, burada
GB’lerin siklig1 ve sayis1 sarmallar arasindaki etkilesimleri nasil etkiledigi tam olarak
bilinmemektedir. GB’lerin DNA origami nanoyapilarinda yapisal kararliligi dogrudan

etkilemesi beklenmektedir.

13



1.5  Cift Sarmal DNA’nin Elektriksel Ozellikleri Hakkinda Bilgiler

DNA origamideki elektriksel 6zellikleri anlamak igin dsDNA ile ilgili bilgi sahibi
olmak 6nemlidir. Bu boliimde, dsDNA ’nin bilinen elektriksel 6zellikleri 6zetlenmistir.
Bu boliimde bahsedilen DNA’larin hepsi dsDNA’dir.

DNA molekiillerinin elektronik 6zellikleri 1962°den beri ¢alisilmaktadir (Eley and
Spivey, 1962). O zamandan beri yapilan calismalarda DNA’nin elektriksel
iletkenliginin niikleotidler arasinda olusan m - 1 etkilesimleri oldugu bilinmektedir.
Yaklasik otuz yil icerisinde, DNA iizerinden yiik transferi daha fazla ilgi gérmeye
baslamistir ve 1999-2003 yillar1 arasinda c¢esitli gruplar tarafindan yapilan
calismalarda (Henderson vd., 1999; Giese vd., 2000; Lewis vd., 2000; Giese vd., 2001;
Delaney and Barton, 2003) olas1 yiikk tasiyicilarinin bosluklar (holes) oldugu
gosterilmistir. Guaninin en diisiik iyonlasma enerjisine sahip oldugu ve bu nedenle
diger niikleotidlerin Guanin bazlar1 arasindaki bosluk hareketi i¢in bariyer gorevi
gordiigi bulunmustur. Sonraki yillarda yapilan kapsamli deneysel ve teorik
calismalarin ardindan, transfer mekanizmasimin Guanin bazlar1 arasindaki mesafeye
bagli oldugu raporlanmistir. Guanin bazlar1 arasindaki AT baz c¢ifti bariyerinin
uzunlugu 3 baz ¢iftinden biiyiik oldugunda, yiik tastma mekanizmasinin tiinellemeden
(coherent tunneling) sirali atlamaya (sequential hopping) doniistiigii gdzlemlenmistir
(Livd., 2001; Endres vd., 2004).

1974’ten beri, molekiilleri tek tek bir elektronik devreye baglamak, aktif olarak takip
edilen heyecan verici bir fikirdir (Aviram ve Ratner, 1974). 2003 yilina kadar birgok
grup tarafindan bununla ilgili yapilan ¢aligmalar (Chen vd., 1999; Gittins vd., 2000;
Collier vd., 2002; Liang vd., 2002) bulunsa da iki elektrot arasinda kovalent bagli bir
molekiiliin direncinin ne oldugu 0 zamana kadar bilinmiyordu. 2003’te Xu ve Tao
tarafindan tek bir molekiiliin iletkenligini 6l¢mek i¢in tarama tiinelleme mikroskobu
kirtlma jiinksiyonu (Scanning Tunneling Microscope — Break Junction, STM-BJ)
teknigi gelistirildi ve molekiillerin direnglerinin dlgtilebildigi gosterildi (Xu ve Tao,
2003). Bu yontemde, metal bir ylizey lizerinde yatan molekiil ile metal bir u¢ temas
ettirilir. Molekiil hem metal yiizeyine hem de uca kovalent olarak baglanabilecek
sekilde baglayic1 gruplarla fonksiyonellestirilir. Boylece, ug ile ylizey arasindaki
bosluk molekiil ile doldurulur ve metal-molekiil-metal jiinksiyonu olusturulur. Daha

sonra ug yavasca yiizeyden cekilir ve bu sirada iletkenlik devamli olarak dl¢iiliir. Islem
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binlerce kez tekrarlanarak molekiiliin iletkenliginin analiz edilebilecegi iletkenlik

histogramlari elde edilir (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11: STM-BJ yontemine genel bakis (Url-10). a) STM diizenegi, b)
Yapilan Olgiimlerin bir tanesi, €) Binlerce Ol¢limden elde edilen iletkenlik
histogramlari.

DNA'nin dogast geregi iletken bir nanomalzeme olup olmadigi sorusu hala
¢oziilemeyen bir konudur. Literatiirde bulunan deneysel sonuglar birbirlerinden
oldukga farklidir. Yalitkan (Braun vd., 1998; de Pablo vd., 2000; Storm vd., 2001;
Zhang vd., 2002), yar1 iletken (Porath vd., 2000), iletken (Fink ve Schonenberger,
1999; Cai vd., 2000; Tran vd., 2000; Rakitin vd., 2001; Yoo vd., 2001) ve hatta
stiperiletken (Kasumov vd., 2001) oldugunu gdsteren ¢alismalar vardir. Bunun sebebi,
deney sonuglarinin bagh oldugu ¢ok sayida degiskenin (deneysel kosullar) olmasidir.
Ayrica DNA molekiiliinde iletkenlik, DNA’nin sekansina, uzunluguna, ortamda
bulunan iyonlarla olan etkilesimine ve iletkenlik dl¢limiiniin alindig1 cihazlara bagh

olarak degisebilir.

1.6 DNA Origami Uygulamalar

DNA Origami nanoyapilar ile ilgili literatiirde birgok calisma bulunmaktadir. Bu
boliimde yapilan ¢aligmalara kisaca deginilecektir. Chen ve ¢alisma arkadaslari, tiggen
DNA origami nanoyapilarinin kararliliklarin1 mika yiizeyi ve soliisyon igerisinde AFM
Olctimleri kullanarak karsilastirmiglardir (Chen ve Seeman, 1999). Yaptiklar farkh
deneyler sonucunda, origaminin bir ylizey ile temas:t sonucunda baglayict DNA
hareketlerinin engellenmis olabilecegi ve bu nedenle serbest sollisyon igerisinde
rahatca baglayici DNA’lar ayrilabilirken, yiizey olmasi durumunda DNA’larin
acilmalarmin/ayrilmalarinin azalmis olabilecegi yorumunu ¢ikarttilar. Boylece yiizey

bulunmasi durumunda DNA origamilerin kararliliklarinin arttig1 savunuldu. Bir baska
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calismada Kielar ve arkadaslar1 (Kielar vd., 2018) tarafindan, DNA origaminin kati-
s1v1 ara yiizeyindeki kafes olusumunu incelendi ve olusan kafes diizeninin Mg?* iyonu
konsantrasyonuna bagli oldugu bulundu. Diisiik konsantrasyonlarda (0, 25 mM)
rastgele kafes ve diizensiz tek katman olusumu gozlemlerken, ¢ok yiiksek Mg?
konsantrasyonlarinda (75, 100 mM) DNA origaminin yiizey etkilesimlerinin azaldig1
raporlandi. Ancak orta diizeylerde Mg?" konsantrasyonu (50 mM) kullanilmasi
durumunda ytiksek sirali DNA origami kafesleri elde edilmistir. Literatiirde yapilan
baska bir ¢alismada DNA origami nanoyapilarinin lipit ¢ift tabakasi ile desteklenip
kendi kendine bir araya gelmesi ¢calisilmistir. Yiiksek hizli AFM ile yapilan deneylerde
DNA origami yapilarinin, iki degerlikli katyonlarin varliginda lipit ¢ift tabakasi
tizerine elektrostatik etkilesimler ile absorbe edilebilecegi gosterildi. Bir baska
calismada ise (Park vd., 2006), iki boyutlu DNA origami kafeslerinin mika
yiizeyindeki diflizyonlar1 incelenmis ve DNA boyutunun ve geometrisinin DNA —
mika etkilesimleri tizerinde 6nemli etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu sebeple de ¢ift
sarmal DNA — mika etkilesimleri ile DNA origami — mika etkilesimlerinin tahmin
edilmesinin zor oldugu vurgulanmistir. 2018 yilinda Langmuir dergisinde yayimlanan
bir makalede (Brassat vd., 2018) nano delik dizileri lizerinde DNA Origami
nanoyapilarinin  adsorpsiyonu ile 1ilgili c¢alismalar sunuldu. DNA origami
adsorpsiyonunun nanogozeneklerin altindaki agikta kalan SiO2 alanlar1 tizerindeki
etkinligi, Mg?* ve DNA origami konsantrasyonlari, tampon giicii, adsorpsiyon siiresi
ve nanogoOzenek capi gibi ¢esitli parametrelere bagli olarak kontrol edilebilecegi
gosterildi. Farkli bir calismada (Aghebat vd., 2014) yine mika yiizeyi lizerinde yapilan
deneylerde, Mg?* iyonlarmin Na* iyonlar: ile degistirilmesi sonucunda, origami
nanoyapilarinin yiizey diflizyonlarinin arttii, siki ve diizenli tek katmanlar
olusturabildigi raporlandi. Bir bagka calismada ise, SiO: yiizeyine dikdortgen
seklindeki DNA origamilerin adsorbsiyonu ¢alisildi (Albrechts vd., 2010) ve farkli pH
ve Mg?" konsantrasyonlarinda DNA origami nanoyapilarmin yiizeye tutunmalarmin
veriminin degistigi ve istenilen uygulamaya gore bu parametreler ile kontrol
edilebildigi raporlandi. Literatiirde bu ¢aligmalar ile DNA origami nanoyapilarinin
yiizey ile etkilesimlerinde iyon tipi ve konsantrasyonlarinin biiyiilk énemi oldugu
goriilmektedir. DNA origami nanoyapilarinin kararliligin1 bozan, yapiya zarar veren
kosullardan en yaygin ve sorunlu olanlardan bir tanesi sicakliktir. Tipik ¢ift sarmal bir
DNA’nin erime sicaklig1 genellikle 80 °C'den kiigiiktiir (Owczarzy vd., 2004). Su ana

kadar yapilan ¢alismalardan sadece dort tanesi direkt termal 6zelliklerin incelendigi
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calismalar olmustur. Bunlardan, Wei ve arkadaslari, boyalarla etiketledikleri DNA
ipliklerinin tavlama ve eritme islemlerine tabi tutarak floresan rezonans enerji transferi
(FRET) verimliligindeki degisiklikleri incelediler (Wei vd., 2013). Bu yontemle, DNA
origami nanoyapilarin i¢ bolgelerinin ug bolgelere gore sicaklik degisimlerine daha
dayanikli oldugu gosterildi. Deneylerinde kullandiklar1 DNA origami nanoyapisinin
yaklagik 50 °C’de pargalanmaya basladigi ve 70 °C’de tamamen denatiire oldugunu
raporladilar. Pillers ve Lieberman, AFM ve X-1is1mm1 fotoelektron spektroskopisini
kullanarak mika tizerinde DNA origami nanoyapilarinin termal davranislarini inceledi
ve yapilarin 150 °C'ye kadar {i¢ boyutlu sablonlarini koruyabildiklerini gosterdiler
(Pillers ve Lieberman, 2014). Bir diger ¢alismada ise 2 boyutlu DNA origami yapisinin
1sitma ve sogutma islemlerine tabi tutularak, termal davraniglari incelendi ve sonug
olarak 55 °C’lerde deformasyonunun bagladigi, 75 °C’lerde ise nanoyapilarin
tamamen bozuldugu sunuldu. Bir baska calismada (Kim vd., 2014), aragtirmacilar
DNA nanoyapilarinin seklinin hem argon gazi hem de hava atmosferi altinda 200
°C'ye kadar korunabildigini ve 200 °C'nin iizerinde ise DNA nanoyapisinin ayristigini
raporladilar. DNA sarmallarinin  bir araya gelerek bir origami nanoyapisi
olusturabilmesi icin genellikle mM konsantrasyonlarinda Mg?* ile takviye edilmis
Tris-asetat-EDTA (TAE) tamponuna ihtiya¢ vardir (Ramakrishnan vd., 2018). Fakat
bu kosullar her uygulama ve 6zellik i¢in uygun olmayabilir. Bu nedenle farkli cevresel
kosullar altinda DNA origami nanoyapilarinin kararlhiliklar1 ve denatiirasyonlari ile
ilgili gesitli deneysel calismalar bulunmaktir. Bir ¢alismada, Kieler ve arkadaslari,
diisiik Mg?* tampon soliisyonlarinda DNA origami nanoyapilarinin kararhligini
arastirdilar (Kielar vd., 2018). DNA origami nanoyapisinin kararliliginin, elektrostatik
itmeyi engellemek icin ortamdaki Mg?* iyonlarinin mevcudiyetine énemli 6lciide bagl
oldugu gosterildi. Ortamda EDTA ve fosfat iyonlarinin bulunmasi durumunda ise
Mg?* iyonlarmin DNA omurgasindaki yogunlugunu degistirerek DNA origami
nanoyapilarinin denatiirasyonunu kolaylastirabilecegi raporlandi. Ayrica yine bu
calismada DNA origami nanoyapisinin tasariminin ve seklinin degismesi ile bu
davraniglarin degistigi sunuldu. Bagka bir calismada, Wang ve arkadaslari, lizozim,
taumatin, insan serum albiimini ve katalaz gibi proteinlerin kristalizasyonu i¢in tipik
olarak kullanilan c¢esitli tampon c¢ozeltilerinde DNA origami nanoyapilarinin
kararliliklarint AFM kullanarak inceledi (Wang vd., 2015). Bu ¢ozeltilerde DNA
origami yapilarinda tamamen bozulmamus bir yapi ile karsilagilmamis olsa da bir araya

gelen DNA origami nanoyapilarinin basariyla katalaz protein kristalizasyon bulunan
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cozeltiye aktarilabilecegi gosterildi. Yine ayn1 ¢alismada, DNA origami
nanoyapilarin 200 mM Ca?*, K* ve NH4" iceren ve Na* icermeyen ¢ozeltilerde
denatiire oldugu, 200 mM Mg?" igerisinde ise formunu koruyabildigi ortaya ¢ikarildi.
Ayrica pH’mn 5 ile 10 arasinda olmasi durumunda DNA origami nanoyapilarinin
kararl1 durabildigi ancak pH 4'te denatlirasyona ugradigi gézlendi. Kim ve arkadaglari,
ticgen seklindeki DNA origami nanoyapilarinin, en az 24 saat boyunca etanol, toluen
gibi yaygin organik ¢oziiciilerde kararli oldugunu gosterdiler. Yine ayni ¢alismada
DNA origami nanoyapilarinin pH 7—11 araliginda kararli oldugu ve bu araligin
tizerindeki veya altindaki pH degerlerinde genel yapinin deformasyona ugradigi
bildirildi. 2015°te yayimlanan bir ¢aligmada ise sprey kaplama yontemi ile ortamda
hicbir tuz bulunmadan DNA origami nanoyapilarinin olusturulabilecegi raporlandi
(Linko wvd., 2015). Bir baska c¢alismada, Ramakrishnan ve calisma arkadaslar
(Ramakrishnan vd., 2017), tiggen DNA origami nanoyapilarint 7 M iire icerisinde
farkli NaCl ve MgCl, konsantrasyonlarinda (NaCl i¢in 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 ve 1.5 M;
MgClz igin 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 ve 0.25 M) AFM ile 1 saat gézlemlediler ve 7 M
iire ile 1.5 M NaCl igerisinde en kararli nanoyapilari olusturduklarini raporladilar. Tiim
bu calismalarda 6zellikle Mg®" iyonunun siklikla kullanildigi ve DNA origami
nanoyapilarimt olusturma ve bir arada tutmada oOnemli bir yeri oldugunu
gostermektedir.

DNA origami nanoyapilarinin gecis bolgeleri, yapisal ve mekanik o6zelliklerinin
belirlenmesinde Onemli bir rol oynar. Literatirde DNA origami nanoyapilarinin
mekanik Ozellikleri lizerine farkli ¢alismalar yapilmistir. Bunlardan bir tanesinde,
ticgen bir DNA origamisinin kiiresel ve konumsal mekanik 6zelliklerini aragtirmak
icin kapsamli kaba taneli (coarse-grained) molekiiler dinamik simiilasyonlar
kullanildi (Suma vd., 2020). Calismada, DNA origami iiggen nanoyapisinin i¢ biikey
ve dis biikey olmak iizere iki yar1 kararli modunun mevcut oldugu gosterildi. Yap1
igerisinden dort adet baglayici DNA eksiltilmesi iizerine, serbest enerji bariyerindeki
azalma nedeniyle iki durum arasindaki karsilikli doniisiim oraninin arttig1, ayni bolge
tizerinden sekiz adet baglayici DNA c¢ikarildiginda ise yar1 kararliligin tamamen
kayboldugu raporlandi.

DNA origami yapilar1 direkt elektronik devre elemani olarak kullanabilecegi gibi,
akimin Olgiilebildigi bir nanogdzenek (nanopore) olarak da kullanilmasi iizerine
yapilan calismalar bulunmaktadir. Nanogodzenekler, son yirmi yilda tek molekiillii

deneysel iletkenlik ve biyomolekiil algilamada 6énemli bir teknik haline geldi. DNA
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origami, geometri ve yiizey islevselligi tizerinde hassas kontrol ile ii¢ boyutlu sekillerin
olusturulmasini sagladigi i¢in nanogodzeneklerin olusumu igin ilgi ¢ekici bir tekniktir.
DNA origami, kat1 hal nanogézenekler ile melez mimariler olusturarak ve lipit ¢ift
katmanlarina dogrudan yerlestirme yoluyla nanogdzenek arastirmalarina konu olmaya
devam etmektedir. Buradaki temel fikir, iki elektrolit solisyonunu ayiran tek bir nano
6lcekli gbzenek boyunca bir voltaj uygulamak ve ortaya ¢ikan iyonik akimi 6l¢mektir.
Algilama islemi, gozenekteki iyonlarin yer degismesi ile gerceklesir. Bdylece,
molekiillerin ve iyonlarin taginmasin1 kontrol etmek i¢in hiicre zarlarina giren zar
proteinlerinin davranisi taklit edilir. DNA'nin yiiklii fosfat omurgasi hidrofiliktir ve bu
nedenle DNA nano yapist, lipit ¢ift tabakasinda bir delik olusturmanin biiyiik serbest
enerjisini asabilmek igin hidrofobik kimyasal gruplarla dekore edilmelidir. Langecker
ve arkadaslar1 (Langecker vd., 2012), bir DNA origami yapisina 26 kolesterol etiketli
oligoniikleotid baglayarak 2 nm genisliginde ve 42 nm uzunlugunda bir gozenek
olusturdu. Burns ve arkadaslar1 (Burns vd., 2013), 2 nm genisliginde ve 15 nm
uzunlugunda DNA tabanli bir nanogdzenek olusturdu. Bu kiigiik nanogodzenek, ici bos
bir DNA tiipii olusturmak iizere tasarlanmig 14 sentetik niikleotidin karistirilmasiyla
yapildi. 2.2 nm uzunlugunda bir hidrofobik motif halkas1 olusturmak i¢in secilen 72
pozisyonda fosfat gruplarinin yerine etil ile modifiye edilmis fosforotioat gruplari
yerlestirildi. Lipit ¢ift katman arasina yerlestirilen bu DNA nanogdzeneklerin iyonik

akim 6l¢iimleri sonucunda yaklasik 0,4 nS iletkenlik degerine sahip oldugu bulundu.
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2. TEORIK MODEL VE YONTEM

Cift sarmal DNA ve DNA origami yapilari igin kararlilik analizleri ve yiik taginimi
hesaplamalar1 Sekil 2.1'de gosterilen semadaki adimlar izlenerek uygulanmistir. ilk
olarak, yapilarin i¢cinde bulundugu ¢ozelti ile konformasyonel arastirma molekiiler
dinamik (MD) simiilasyonlar1 ile gergeklestirildi. Bu tez kapsaminda, MD
simiilasyonlar1 i¢in kullanilan DNA origami yapilari, caDNAno programinda
tasarlandi. Yapilar daha sonra, MD simiilasyonlarinda kullanilabilmesi i¢in, Yoo vd.
(Yoo vd., 2016) tarafindan gelistirilen “cadnano to PDB File Converter” web programi
ile li¢ boyutlu atom PDB formatina doniistiiriildii. Yapilar simiilasyonun amacina gore
AMBER 16 (Case vd., 2016) ya da NAMD (Phillips vd., 2005) programlar1 ile

modellendi.

DNA Origami Enerji
yapl|al'|nln tasarimi Minimizasyonu
(caDNAno) (AMBER & NAMD)
‘.json ‘.pdb
Baslangig Gaussian 16 input
yap||ar|n|n dosya5| olusturma
olusturulmasi (python)
.pdb & .psf gif
.prmtop & .inpcrd '
' DFT hesaplamalari ve -
MD simdlasyonlari Hamiltoniyen matrisi
(AMBER & NAMD) olugturma

(Gaussian 16)

l .dcd veya .nc l.mat

Kimeleme ve ‘ Yik Taginim
temsilci yapi segimi Lol B et hesaplamalari
(VMD) .prmtop & .inpcrd (MATLAB)

Sekil 2.1: Bu tez kapsaminda kullanilan modelleme yontemleri akis semasi.

MD simiilasyonlarin1 temsil eden yapilar kiimeleme yontemi ile segilerek enerji
minimizasyonuna tabi tutuldu. Ardindan, yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT)
hesaplamalar1 gergeklestirildi. Bu adimda DNA molekiillerinin igerisinde bulundugu

¢oziicii molekiilleri ve karsit iyonlar ¢ikartildi. DFT hesaplamalart i¢in Gaussian 16
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(Frisch vd., 2016) programi kullanildi. DFT hesaplamalar1 sonucunda yiik taginim
hesaplarinda kullanilmak {izere Hamiltoniyen matrisi elde edildi. Bu tez kapsaminda
kullanilan yiik tasinim hesaplamalari modeli ortak calisma gruplarimizdan M.P.
Anantram ve grubu tarafindan ortaya ¢ikarilmistir (daha fazla ayrinti i¢in tesekkiir
boliimiine bakiniz).

Tezin bu boélimiinde, MD, DFT ve yiik tasima modeli i¢in gegerli denklemleri igeren
kisa bir arka plan agiklandi ve daha sonra model parametreleri ile ilgili ayrintilar

sunuldu.

2.1  Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyonlari

MD simiilasyonlar1 atomlarin ve molekiillerin hareketlerini incelemek i¢in kullanilan
bir modelleme teknigidir. MD simiilasyonlar1 boyunca, parcaciklarin, atomlarin ve
molekiillerin belirli bir siire boyunca birbirleri ile etkilesime girmesine izin verilir.
Boylece sistemin dinamik degisimine bir bakis saglar. MD simiilasyonlarinda,
parcaciklar arasindaki kuvvetler ve potansiyel enerjiler kuvvet alanlari (force fields)
kullanilarak hesaplanir ve etkilesen pargaciklarin her biri igin Newton'un hareket
denklemi zaman adimi kullanilarak numerik olarak ¢oziiliir. Buradaki zaman adimu,
simiilasyonlarin dogrulugunu ve hesaplama verimliligini belirleyen 6nemli bir
parametredir. MD simiilasyonlari, gerekli termodinamik kosullara gére mikrokanonik
(NVE), kanonik (NVT) veya izotermal ortamda (NPT) gerceklestirilebilir. Burada N
parcacik sayisini, V hacimi, T sicakligi, E toplam enerjiyi ve P ise basinci temsil eder.
NVE kosullarinda N, V ve E korunur. NVT kosullarinda N, V ve T korunur. NPT
kosullarinda ise N, P ve T parametreleri korunur. MD, kimya, fizik, malzeme bilimi
ve biyofizik gibi alanlarda yogun bir sekilde kullanilan bir yontemdir.

Kuvvet alanlar1 (force fields), bir MD sistemin enerjisinin, par¢aciklarinin
koordinatlarina bagimliligin1 tanimlayan matematiksel ifadelerdir. Parametreler tipik
olarak ab initio, yar1 ampirik kuantum mekanigi hesaplamalarindan ya da nétron, X-
1511 ve elektron kirmimi, NMR, kizil6tesi, Raman ve nétron spektroskopisi, vb. gibi
deneysel veriler kullanilarak hesaplanir/elde edilir (Gonzalez vd., 2011). Literatiirde,
farklh karmasiklik derecelerine sahip ve farkli sistem tiirlerini modellemek igin
gelistirilen bircok kuvvet alani mevcuttur. Fakat hepsi tipik olarak su ifade ile

tanimlanabilir:

22



=y 1kb(r—ro)2+ > 1ka(«9—¢90)2+ > \ﬁ[1+cos(n¢—5)]+
baglar 2 acilar 2 dihed. 2
g ¢
2 6 (2.1)
Sij i 9]
246 | —5 —5 |t L
LJ ff Tij elek. '

Bu denklemdeki ilk dort terim, toplam enerjiye molekiil i¢i katkilar1 (bag gerilmesi,
ac1 biikiilmesi ve dihedral burulmalar) ifade eder. Son iki terim ise van der Waals (12-
6 Lennard-Jones potansiyeli) ve itme (Coulombic etkilesimler) etkilesimlerini
tanimlar.

Kuvvet alanlarini kullanarak sistemde var olan her bir atoma etki eden kuvveti bulmak
icin denklem 2.2 kullanilir. Boylece sistemdeki toplam potansiyel enerji bilinirse bir
pargacigin At siire sonrasinda nerede olacagi bulunabilir. Her bir atomun zamana baglh

konumlarini1 bulmak i¢in denklem 2.3 numerik olarak ¢o6ziiliir.

F(ri)=-VU () (2.2)
Fi = M;q; Zﬂ (23)
dt?

MD simiilasyonlarinda en hizli hareket hidrojen atomunun bag titresim hareketi
oldugu i¢cin At zaman araligt 0.5 ile 2 femtosaniye arasinda alinir. MD
simiilasyonlarinda her bir atom i¢in koordinatlar her adimda kaydedilir. Simiilasyon
ciktilart ile analizler gergeklestirilerek molekiillerin c¢esitli konformasyonlar1 ve

termodinamik davranislari incelenebilir.

2.2 Yogunluk Fonksiyonel Teorisi (DFT) Hesaplamalari

DFT molekiillerin ve farkli malzemelerin elektriksel Ozelliklerini ve yapisini
arastirmak icin kullanilan bir modelleme yontemidir. Malzeme bilimi, kimya ve fizik
gibi alanlarda yaygin olarak kullanilir. DFT, temel durum elektron yogunlugunu
belirleyerek bir sistemin elektronik o6zellikleri hakkinda bilgi verir. Bu bdliimde,
DFT'nin temel konusu ile matematiksel formiilasyonu ve uygulamalari ele alinacaktir.
Kuantum mekaniginde bir sistemdeki elektron pozisyonlar1 ve enerjileri Schrodinger
denkleminin (denklem 2.4) ¢oziilmesi ile bulunur (Parr ve Yang, 1989). Bu denklemde
H ve E sirasiyla ¢cok atomlu sistemin Hamiltoniyenini ve toplam enerjisini temsil

eder. Cok atomlu dalga fonksiyonu W ile gosterilir ve ¢ekirdek ( R) ve elektronlarin
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(I') konumlarinin bir fonksiyonudur. Denklem 2.5’te Born-Oppenheimer yaklagimi ile
N elektronlu bir sistemin Hamiltoniyenin matematiksel formiilasyonu verilmistir. Bu
denklemin ilk terimi kinetik enerjiyi, ikinci terimi potansiyel enerjiyi ve ii¢lincii terim

ise dis potansiyele bagh etkilesim enerjisini belirler.

HY(Rr)=E¥(R,r) (2.4)

H =—%(1V?J+ > i""%vext(ri) 9
il

Cok elektronlu sistemler i¢in bu denklem analitik olarak ¢oziilemez. Numerik olarak

¢Oziimii teorik olarak miimkiin goziikse de pratikte miimkiin degildir. Bu nedenle, DFT

cok elektronlu sistemler icin Schrodinger denklemi ¢oziimiine yakinsayan sonuglar

Verir.

DFT hesaplamalarinda elektronlar arasindaki etkilesimler elektron yogunlugu

kullanilarak sonuglara dahil edilir. DFT'nin temelleri Hohenberg-Kohn teoremlerine
dayanmaktadir. Bunlar, elektron yogunlugunun p(r), sistemin temel durum
ozelliklerini belirlemesi ve enerjiyi en aza indiren elektron yogunlugunun temel durum

yogunlugu olmasidir.

Bu teoremlerle Kohn-Sham denklemi asagidaki formu alir:

{—%Vz + Vet (r)}‘f’i(r)zgi‘l‘i(r) (26)

Yukaridaki denklem tek parcacik i¢in yazilmis olup denklem 2.5’teki karmagikligi
azaltir. Burada Vg (r) efektif potansiyel olup denklem 2.7°de verilmistir. Bu

denklemin ikinci terimi elektronlar arasindaki Coulomb itmesini tanimlar ve ti¢lincii

terim degisim-korelasyon (exchange correlation) potansiyelidir.

pl(r) ., (2.7)
Vet (r)=Vext(r)+_|'ﬁdr +Vye[p(r)]
Bu denklemde p(r) su sekilde tanimlanur:
2.8)

()= Y J9F

i=1
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Kohn-Sham denklemi, elektron yogunlugu i¢in verilen ilk tahmin ile kendi kendine
tutarl1 (self-consistent, SCF) bir sekilde ¢oziiliir. DFT yonteminin en biiyiik problemi,
serbest elektron gaz1 disinda degisim-korelasyon i¢in tam fonksiyonellerin
bilinmemesidir. Bunlarin hesaplanmasi i¢in ¢esitli yaklasimlar mevcuttur ve bu
konuda ayrintili bilgiler Burke ve Wagner’in (Burke, 2013) inceleme makalesinden
edinilebilir.

DFT hesaplamalarinin gerceklestirilebilmesi i¢in farkli yazilimlar gelistirilmistir.
Bunlardan en ¢ok bilinenleri GAMESS (Schmidt, 1993), VASP (Kresse, 1996),
SIESTA (Soler, 2002), Gaussian (Frisch, 2016) ve PySCF (Sun, 2018)’dir. Bu tez

kapsaminda yapilan ¢alismalarda Gaussian 16 kullanilmistir.

2.3  Yiik Tasimim Modeli

Bu tez kapsaminda M.P. Anantram ve grubu tarafindan gelistirilen yiik tasinim modeli
kullanilmistir. Bu boliimde, modelin ayrintilart 6zetlenecektir ve model ile ilgili daha
fazla bilgi M.P. Anantram’in makalelerinde (Anantram, M. P. vd., 1995; Mehrez, H.
vd., 2005; Anantram, M. P., vd., 2008; Qi vd., 2013) bulunabilir.

Yiik tasinim hesaplamalari i¢in 6ncelikle DFT hesaplamalart sonucunda Gaussian 16
yazilimindan Fock (Hq) ve Overlap (Sy) matrisleri elde edilir. Matrisler elde
edildikten sonra literatiirde yaygin bir sekilde kullanilan Lowdin doniisiimii uygulanir
ve orthogonal Hamiltoniyen (H) matrisi denklem 2.9 ile elde edilir. Bu matriste
capraz elemanlarin her bir atom iizerindeki enerji seviyelerini ve ¢apraz olmayan
elemanlar ise her bir atom orbitallerin aralarinda atlama (hopping) parametresini temsil

etmektedir.

11 (2.9)

Daha sonra Hg; matrisi her bir atomu temsil edecek sekilde ve her bir atoma

dekoherans uygulanabilmesi igin asagidaki denklem ile gaprazlastirilir:

H :UTHortU (2.10)

Burada dekoherans DNA sisteminde dolasan yiikiin ¢evre ile etkilesime girip faz

bilgisini veya enerjisini kaybetmesini temsil eder. Denklem 2.10 ile, sistemin
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dekoherans ve elektrot baglanti enerjileri kullanilarak rétarde Green fonksiyonu (G r)
hesaplanir:

1

G'=
I:E—(H +2|_ +ZR +ZB):|

2.11)

Denklem 2.11°de verilen E enerji seviyesini, H denklem 2.10°da tanimlanan

Hamiltoniyeni, £, ve g DNA’nin iki ucundaki elektrot etkilesimini tanimlar. Xy ise

dekoherans 6zelligi tanimlamak i¢in kullanilan Buttiker enerjisidir. Bu tez kapsaminda
yapilan hesaplamalarda elektrot enerjileri 600 meV ve Buttiker ucu enerjisi 10 meV
olacak sekilde kullanilmistir. Bu parametler daha 6nceki yapilan ¢aligsmalardan (Qi
vd., 2014; Qi vd., 2015; Artés vd., 2015; Li vd., 2018, Mohammad vd., 2021)

secilmistir. Daha sonra, her bir Buttiker ucundaki akim ise denklem 2.12 ile hesaplanir.

2q O .
I =7qZTij (E)i-4j]  1=123..N (2.12)
j=1
Denklem 2.12°de, Tjj i ve J problart arasindaki iletim olasiligini temsil eder ve

T
Tj =T G'T jGa seklinde hesaplanir. G?= (Gr) ise gelismis Green fonksiyonudur.

N sistemdeki toplam atom sayisini tanimlar.
Daha sonra, i’inci Buttiker probunun kimyasal potansiyelini asagidaki denklemle

hesaplanir. Burada Ny toplam Buttiker ucu sayisim1 temsil eder. Toplam atom

sayisindan elektrot ile temas halinde varsayilan atom sayisinin ¢ikarilmasiyla bulunur

(Np =N=2).

Nb
si-pj= > WiTiR [(ur-m ), 1=123,..,N (2.13)
j=1

Denklem 2.13°te Wij_l, Wij = |:(1— Rii )5” _Tij (1—5” )} ifadesinin tersidir.

Sag ve sol elektrotlar iizerinden gegen etkin ylik gecisi olasiligi denklem 2.14’te
gosterildigi gibi elde edilir.

Nb Nb
—1
Teft :TLR+ZZTUWU- Tir (2.14)
i=1j=1
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Denklem 2.13’te T\ g sag ve sol elektrotlar arasindaki koherans yiik tagiimini temsil
eder. Ikinci terim Buttiker uglar1 ile hesaplanan dekoherans katkisidir. Buradan

molekiil tizerindeki iletkenlik su sekilde tahmin edilebilir: G = GyT.¢ - Bu esitlikte Gy

2
kuantum iletkenligini temsil eder ve degeri Gy = 2% ~7.75x10°0Q M dir.
Her bir atom (m) iizerindeki durum yogunluklari (DOS) farkl: enerji seviyelerine ( E
) gore denklem 2.15’te gosterildigi gibi hesaplanir. Iki boyutlu durum yogunlugu
grafikleri i¢in her bir niikleotid atomlariin durum yogunluklar1 toplanir ve o niikleotid
icin degeri bulunur.

DOS(m,E):—%lm(Grﬁ](E)) 2.15)
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

Uzun, tek iplikli bir DNA molekiiliiniin, ¢ok sayida kisa iplikli DNA’larla
birlestirilerek istenilen iki veya {i¢ boyutlu nanoyapilar olusturulmasina olanak
vermesi son 20 yildir nanoteknoloji alaninda ¢i1gir agan bir konu oldu. Genel olarak
“DNA Origami” ad1 verilen bu nanoyapilar, ilag tasinimi, biyoalgilayici, plazmonik
uygulamalar, inorganik malzeme sentezi, nanoelektronik ve nanorobotik gibi gesitli
alanlarda kullanim i¢in yiiksek potansiyele sahiptir. Ancak, bu uygulamalarin
stirdiiriilebilirligi ve ticari cihazlarda yer bulabilmesi i¢in, elde edilen DNA origami
nanoyapilarinin yapisal kararliliklarmi ve biitiinliiklerini korumasi gerekir. Ornegin,
bir ila¢ tasinimi uygulamasi i¢in tasarlanmis origami yapisi viicut igerisinde farkl
biyolojik ortamlarda (pH, tuz konsantrasyonu, etc.) da istenilen 6zellikleri
gosterebilmesi ve molekiiler yapisini koruyabilmesi gerekir. Molekiil tabanli cihaz
uygulamalart i¢in DNA nanoyapilarin belirli bir yiizeyde ve/veya belirli elektrotlar
arasinda kararli bir sekilde durmasi ve hatta iiretim asamalarinda bir yiizeyden baska
yiizeylere yapt ve fonksiyonlarinin bozulmadan aktarilabilmeleri istenir. Bu
nanoyapilarin iretimi, karakterizasyonu ve tasarimi birgok deneysel ve teorik
caligmanin odagi olmus ve olmaktadir. Konunun yeniligi ve ¢aligmalar sirasinda farkl
DNA origami nanoyapilarinin kullanilmas: ve deney yapan gruplarin birbirlerinden
farkli (sekans, pH, iyon tipi ve konsantrasyonu, sicaklik vb.) kullanmalar1 yapi-
kararlilik iliskisinin anlasilmasini zorlastirmaktadir. Bu iligkilerin arastirilmasinda
yardimc1 olabilecek teorik ¢alismalar ise literatiirde oldukca azdir. Bunun en 6nemli
sebebi, hem yapilarin bilgisayar modellemeleri i¢in (uzun MD simiilasyonlar1 ve
ozellikle DFT ¢alismalar1) oldukca biiyiik olmast hem de arastirmacilarin daha ¢ok
uygulama tizerine yogunlagmis olmasidir. Sonug¢ olarak, literatir, DNA origami
nanoyapilarinin  yapisal kararliliklarinin ve DNA origami tabanli cihazlarin
gelistirilmesine yonelik 6zelliklerin arastirilmasi konularinda eksiklikler igermektedir.
Bu tezin amaci, DNA origami nanoyapilarinin yapisal dayanikliligini etkileyen temel
faktorleri anlamak ve hem yapisal ve elektronik 6zellikleri kontrol edilebilen hem de
farkli ortam kosullarinda yapisal kararliligini koruyabilen DNA origami

nanoyapilarinin gelistirilmesine katki saglamaktir. Bu amaca ulagsmak i¢in, molekiiler
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dinamik simiilasyonlari, kuantum mekanik hesaplamalar1 ve yik taginim
hesaplamalarini iceren kapsamli bir arastirma yiirtitiilmustiir.

Bu boliimde, DNA origami yapilari ve dsDNA {izerinde yapilan molekiiler dinamik
simiilasyonlarinin (AMBER ve NAMD programlar1) ve elde edilen yapilar iizerinde
gergeklestirilen genisletilmis Hiickel metodu, yogunluk fonksiyonel teorisi ve yiik

tasinim hesaplamalarinin sonuglar1 detayh bir sekilde verilmektedir.

3.1 DNA Origami Yapisina Altin (111) Yiizeyi Etkisi

Uretilen DNA origami nanoyapilarmmn sekli giris boliimiinde de bahsedildigi gibi,
AFM veya TEM kullanilarak karakterize edilir. Bunun icin yapilar bir yiizey iizerine
yerlestirilir ve tiim karakterizasyon islemi boyunca, DNA origami yapilar1 bu yiizey
ile etkilesim halindedir. Bu yiizden, olusan yapilarin kararliligi konulduklar1 yiizey ile
olan etkilesimleri ile dogrudan ilgilidir. Ayn1 sekilde, DNA origami yapilari entegre
edildikleri uygulama alanlarinda kullanim halindeyken de bir yiizey ile etkilesim
halinde olabilir. Ornegin, DNA origaminin nanotel olarak bir elektronik cihazda
kullanilabilmesi icin DNA origamilerin bir yiizey ile biitiinlesmis olmas1 gereklidir.
Bu tez kapsaminda Ornek uygulama olarak altin (111) yiizeyinin origami
nanoyapilarinin kararlilifindaki etkileri arastirildi. Altin yilizeyi, kimyasal inertligi ve
biyouyumlulugu nedeniyle biyoelektronik ve biyomedikal uygulamalar i¢in 6nemli bir
malzemedir. Bu nedenle simiilasyonlarda bu yiizey {izerine odaklanildi. Ayrica
kullanilan DNA sekansi deneysel olarak kolay iiretilebildigi i¢in segildi (Rothemund,
2006).

[k olarak, her biri 42 baz cifti uzunlugunda Sekil 3.1°de gosterilen 6’1 sarmal
demetleri (6 HB) olusturuldu. Sekil 3.1 a’da DNA sarmallarmin sekansi
gosterilmektedir. Mavi renkli iplikler iskelet DNA’y1 diger renklerden olusan iplikler
baglayict DNA’lar1 belirtmektedir. Sekil 3.1 b ve ¢’de DNA origaminin ii¢ boyutlu
yapisi ve boyutlar1 verilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, DNA origami, rastgele sarmal
5 ve 6 yiizeye gelecek ve altin (111) yiizeyi iizerine 3.5 A yukarida olacak sekilde
yerlestirildi. Daha sonra, sistem karsit Na™ iyonlar1 eklenerek notralize edildi. Su
molekiilleri de eklendikten sonra, AMBER 16 (Case vd., 2016) programi kullanilarak
50 ns MD simiilasyonu gerceklestirildi. Simiilasyonlar sirasinda, altin (111) yiizeyini
tanimlamak i¢cin INTERFACE (Heinz vd., 2013), DNA molekiilleri i¢in bscl (Ivani
vd., 2016) ve su molekiilleri ve iyonlar i¢in TIP3P (Jorgensen vd., 1983) kuvvet
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alanlar1 kullanildi. Su molekiilleri ve karsit iyonlar, DNA molekiilii 25 kcal/mol
smirlama kuvveti altindayken, 1000 adimda enerji minimizasyonuna tabi tutuldu.
Daha sonra tiim sisteme 30000 adim enerji minimizasyonu uygulandi. Minimizasyon
adimindan sonra, DNA {izerine 25 kcal/mol siirlama kuvveti uygulanirken sicaklik
300 K’e 100 ps igerisinde yiikseltildi. Ardindan sistemin dengeye gelmesi icin DNA
iizerine 0,5 kcal/mol sinirlama kuvveti uygulanirken 50 ps simiile edildi. Bu adim
ardindan, tiim sistem, hi¢bir sinirlama kuvveti uygulanmadan 2,5 ns dengeleme

simiilasyonuna tabi tutuldu.

T AATGCTAICTACTAT | TAGTAGATATTGATGICCACCTT | TTCAGCT
GATGATA|ATCATCT) GGTGGAA|AAGTCGA

(] AAGGTGE ‘ ATAGTAG
| £ | TCGACTTTTCCACGIGTAGTTAAGATGAT I TATCATG tATCGTAN

|

? AATGCTAICTACTA “1TAGTAGA|ATTGATGICCACCTTtTTCAGCT
L~ | TTACGAT | GATGATA TAACTAC | GGTGGAA

— I !
4 AGCTGAA TCTACTA
|~ | TCGACTT{TTCCACCIGTAGTTA|AGATGAT | TATCATCTATCGTAA

? AATGCTISI CTACTAT{TAGTAGAATTGATG|CCACCTT|TTCAGET
| ¥ | TTACGAT ATCATCT | TAACTAC MGTC@

— | { | }
6 CATCAAT| TAGCATT
|~ | TCGACTT | TTCCACC|GTAGTTA| AGATGAT [ TATCATCTATCGTAA

(@)

14 nm

Sekil 3.1: Yiizey etkilesimlerinin aragtirtlmasi igin kullanilan a) DNA origami
yapisinin caDNAno tasarimi, b) ti¢ boyutlu yapisinin yandan goriiniisii, C)
yukaridan gorlinisii.

En son adim olarak, 50 ns boyunca periyodik sinir kosullari altinda MD simiilasyonlar1
gerceklestirildi. Sabit basing altinda (NPT ensemble) gerceklestirilen simiilasyonlarda
uzun menzilli elektrostatik etkilesimler i¢in Particle Mesh Ewald (PME) algoritmasi
ve van der Waals etkilesimleri i¢in 10 A kesme degeri (cutoff) kullanildi. Simiilasyon
her 2 fs zaman adimu i¢in hesapland1 ve kaydedildi.

Yapilardaki konformasyonel degisiklikleri degerlendirmek icin RMSD hesaplamalari
gerceklestirildi. Baglangi¢ konformasyonlarina gore hesaplanan RMSD degerleri,

DNA origami yapisinin tamaminin ve her bir sarmali i¢cin Sekil 3.2 A ve B’de
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gosterilmistir. Altin yilizeyine en yakin olan sarmallar (sarmal 5 ve 6) yaklagik 15 ns
sonunda kararliliga ulasmistir ve 1 —2 A deger araliginda salinim yapmaktadir. Bunun
sebebinin, sarmallarin yiizey ile bagli olmayan (van der Waals) etkilesimlerinden
dolay1 hareketlerinin kisitlanmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Daha sonra, her bir sarmalin baz ¢iftleri arasindaki ortalama mesafeleri Olgiilerek
origami yapisinin seklinin ideal bal petegi yapisindan ne kadar saptig1 arastirildi. Sekil
3.2 C ve D’de hem yan yana hem de karsilikli sarmallarin baz ¢iftleri arasindaki

ortalama mesafeleri gosterilmektedir.
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2 & i i
2 o
%)
=4 G W DD
2 (esXte) X
0 Altin Altin 0
0 10 20 30 40 50 0O 10 20 30 40 50
(a) Zaman (ns) (b) Zaman (ns)
8 — 8
sl D E 6l
X 4 | FARSIT X4 NN A/
Y4
0 ‘ ‘ ‘ 0 [ Altin (111) | .
1 10 20 30 40 1 10 20 30 40
(©) Baz Cifti Numarasi @ Baz Cifti Numarasi

Sekil 3.2: Serbest haldeki a) 6 HB origami biitiin yapmin simiilasyon
baslangicina géore RMSD degerlerinin degisimi, b) 6 HB origamide her bir
sarmalin kendi baglangi¢c pozisyonuna gore RMSD degerlerinin degisimi, C)
yapidaki bitisik sarmallarda her bir baz ¢ifti arasindaki ortalama uzakliklar ve
d) yapidaki karsilikli sarmallarin her bir baz ¢ifti arasindaki ortalama
mesafeleri.

Grafiklere gore, bitisik sarmallarin baz ciftleri arasindaki mesafeler 1,5 — 4,5 nm

arasinda degismektedir. Gegis bolgeleri (GB) etrafindaki baz giftleri arasindaki

mesafelerin yaklasik 1,5 — 2 nm’ye kadar diistiigli, GB olmayan konumlarda ise 4,5

nm’ye kadar ¢iktig1 goriilmektedir.

Zit sarmallar arasindaki mesafelere bakildiginda ise degerlerin 4 — 6 nm arasinda

degistigi gozlemlendi. Sarmal 1 ve 4 arasindaki ortalama mesafe (sekil 3.2 D, mavi

¢izgi) diger iki duruma gore daha kisadir. Ideal olarak, bir bal petegi kafes yapisinda
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karsilikli sarmallar arasindaki mesafelerin ayni kalmasi beklenir. Burada goriilen farkli
uzakliklar, origami yapisinin seklinin hem altin yiizeyi hem de cevresindeki su
molekiilleri ve iyonlarinin varligi ile degistigini gostermektedir.

Sekil 3.3’te simiilasyon sonunda elde edilen DNA origami konformasyonunun
goriintlisli verilmistir. Yiizey ile etkilesimde olan DNA sarmallarinin u¢ bolgelerden
bozuldugu goézlemlenmektedir. DNA sarmallarinin uglarinda bulunan baz c¢iftleri,
tamamen pi-pi etkilesimleri ile g¢evrelenmis degildirler. Bu da ug¢ baz ciftlerini
sarmallarin ortasindaki baz giftlerinden daha az kararli hale getirmektedir. Bu nedenle,
bu simiilasyonlarda da gosterildigi gibi DNA origamilerin, ylizey ile temas

halindeyken, u¢ bolgelerden deformasyonlara ugrayabilecegi diisiiniilmektedir.

Yiizey ile
etkilesime
giren

AL
atomlar

Sekil 3.3: 50 ns Altin ylizeyinde DNA origami simiilasyonundan elde edilen
konformasyon

DNA sarmallarinin, yiizeyden kaynakli degisimlerini daha iyi anlayabilmek icin her
bir niikleotidin DNA iskeletine baglandig1 karbon atomu iizerinden zamana gore
ortalama salimimlar1 (RMSF) incelendi. Hesaplanan RMSF degerlerini baslangig
yapist iizerinde renklendirilmis hali Sekil 3.4’te verilmistir. Burada diisik RMSF
degerleri (kirmiz1 renk) atomlarin az hareket ettigini ve biiyiik RMSF degerleri (mavi
renk) atomlarin ¢ok hareketli oldugunu gostermektedir. Sekil 3.4’te yiizeye yakin
sarmallarin u¢ baz ciftleri disinda diisik RMSF degerlerine sahip oldugu, altin
ylizeyinden yukar1 dogru gidildiginde, RMSF degerlerinin arttig1 goriilmektedir. En
iist sarmalda en yliksek RMSF degerleri goriiliirken, orta bolgede bulunan sarmallarin
hem alttaki sarmallardan hem de {istteki sarmallardan etkilendigi goriilmektedir.

Burada elde edilen bulgulara dayanarak, DNA origami tabanli elektronik cihazlar

iiretme arayisinda, cok Onemli bir tasarim parametresi ortaya ¢ikiyor: yiizeye yakin
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olan sarmallarin dinamik degisimi yiizeyden daha uzakta bulunan sarmallardan daha

diisiik, ancak bu sarmallar daha yiiksek deformasyona sahipler.
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Sekil 3.4: 50 ns Altin ylizeyinde DNA iskelet atomlarinin RMSF degerleri.

WU 9-G~

Bu baglamda, yiizeyle etkilesimi nedeniyle DNA sarmalinda gozlenen degisiklikler
veya deformasyonlar, elektriksel iletkenligin ydnetilmesinde o&nemli  bir rol
oynayabilir. Bu nedenle bir sonraki bdliimde, ¢ift sarmal DNA’lar ile altin yilizeyi
etkilesimi arastiritlip, DNA iizerindeki konformasyonel degisimlerin elektriksel

iletkenlik tizerindeki etkileri incelendi.

3.2 Cift Sarmal DNA ile Altin (111) Arasindaki Etkilesimler ve Elektriksel
Iletkenlige Etkileri

DNA nanoteknolojisinin temel amaci, genetik bir madde olan DNA'y1 bir yapisal
malzeme olarak kullanmaktir. DNA origami de nano Olgekte sagladigi iiretim
kolayligindan dolayr DNA’y1r molekiiler elektronik arastirmalart i¢in  One
¢ikartmaktadir (Shani vd., 2021).

Onceki béliimde agiklandig: gibi, DNA origami nanoyapilari, bir yiizey ile etkilesim
halindeyken konformasyonel degisikliklere ugrayabilir; bu, DNA origami tabanli
elektronik cihazlarin gelistirilmesi ig¢in 6nemli bir konudur. Konformasyonel
degisiklikler, bu tiir cihazlarin 6zellikleri ve performansi tizerinde kayda deger bir etki
yapma potansiyeline sahiptir. Bu tez kapsaminda ¢ift sarmalli DNA ile altin yiizeyi
arasindaki etkilesimlere odaklanilarak, konformasyonel degisikliklerin elektriksel
ozellikler iizerindeki etkileri arastirilmistir.

DNA origami yerine, ¢ift sarmal DNA’ya odaklanilmasinin ti¢ farkli sebebi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki, DNA origami yapilarinin biiyiik ve ¢ok sayida atom
iceriyor olmasidir (16,000-20,000 atom sayis1). Ozellikle simiilasyona substrat, su

molekiilleri ve iyonlarin eklenmesi durumunda ulasilan atom sayilar1 (400,000-
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900,000 atom sayis1) MD simiilasyonlar1 i¢in bile ¢ok yiiksek hesaplama maliyetine
neden olmaktadir (Yoo ve Aksimentiev, 2013). Ikincisi, molekiillerin elektronik
ozelliklerini anlamak i¢in sik¢a kullanilan DFT hesaplamalari ~1000 atomdan fazla
yapilar igin giiniimiiz hesaplama araclari ile gerceklestirilememektedir. Ugiinciisii,
onceki boliimde gosterildigi gibi, yiizeyle etkilesimleri sirasinda sarmallarda fark
edilebilir bir deformasyon meydana gelirken, bu etkilerin ylizeyden uzaklastik¢a
azalma egilimi gostermesidir. Bu nedenle, bu boliimde yapilan ¢alismalarda DNA
origami yerine ¢ift sarmal DNA kullanilarak, konformasyonel degisikliklerin
elektriksel ozelliklere etkisi arastirildi.

Bir ¢ift sarmal DNA molekiilii boyunca yiik iletimi, yirmi yili agkin bir siiredir
arastirilmaktadir. Su ana kadar yapilan hem deneysel (Genereux vd., 2010; Xiang vd.,
2015; Bruot vd., 2015; Xiang vd., 2017) hem de teorik ¢alismalar (Mehrez vd., 2015;
Patil vd., 2021; Mohammad vd., 2021), istiflenmis bazlarin {ist {iste binen pi-pi
orbitalleri ve DNA’nin bazi molekiillerle etkilesimi nedeniyle elektriksel iletimin
gerceklestigini gostermistir (Giese, 2002; Genereux vd., 2010; Xiang vd., 2015).
Yapilan ¢alismalarda Guanin bazinin yiiksek dolu orbital enerjisi sebebiyle elektriksel
iletimde belirleyici bir rolii oldugu bulunmustur.

Literatiirde, konformasyonel degisiklikler ile DNA molekiilleri tizerindeki yiik iletimi
arasindaki iligkiyi anlamak icin ¢esitli ¢calismalar bulunmaktadir. Woiczikowski ve
ark. (Woiczikowski vd., 2009), yapisal dalgalanmalarin etkisinin DNA'nin dizisine
bagli olarak farkli olabilecegini ve baz ¢ifti dinamiklerinin yiik tasima 6zelliklerinin
belirlenmesinde dnemli oldugunu bildirmistir. Artés ve ark. (Artés vd., 2015), DNA
molekiillerinin iletkenliginin, yapisi B-formundan A-formuna degistirildiginde
neredeyse 10 kat arttigin1 gostermistir. Bruot ve ark. (Bruot vd., 2015), iletkenligin
mekanik gerilmeye 6nemli dl¢lide duyarli oldugunu ve DNA'nin uzunlugu ile zayif bir
bagimliligr oldugunu ozetlemistir. Bu ¢aligmalar, c¢ift sarmal DNA’nin yapisal
degisikliklerinin DNA’nin elektriksel 6zellikleri iizerindeki etkisini arastirmis olsa da
konu ile ilgili yeni deneysel ve teorik caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, ¢ift sarmal
DNA bir substrat ile etkilesim halinde ise durum daha da karmasik bir hal almakta,
substrat hem molekiiler yapry1 dolayisi ile molekiiler orbitalleri degistirmekte hem de
varligi ile dolayli olarak yeni molekiiler orbitallerin ortaya g¢ikmasia neden
olmaktadir. Bu nedenlerle, literatiirde bu alandaki ¢alismalar ¢ok az sayidadir. DFT

hesaplarinda altin yiizeyinin etkilerinin hesaplanmasi ¢ok zaman aldigindan bu tezde
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sadece yapisal degisikliklerden kaynaklanan elektronik 6zellikler tizerindeki dolayli
etkiler incelenmistir.

Bu konu i¢in modellenecek DNA sekansi segilirken once literatiirdeki DNA — altin
yiizeyi calismalart incelendi. Altin yiizey {iizerindeki dort DNA bazmin farkl
afiniteleri ilk olarak Mirkin ve arkadaslari tarafindan ¢alisilmis dort DNA bazinin, G
> A > C > T seklinde baglanma egilimleri oldugu gosterilmistir (Mirkin vd., 2002).
Piana ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir teorik ¢aligma da bu sonucu
desteklemektedir (Piana vd., 2006). Kimura ve digerleri (Kimura vd., 2003) tarafindan
DNA dizilerini (tek tek DNA bazlar1 yerine) kullanan bir ¢alisma ise farkli bir
adsorpsiyon egilimi goriilmektedir. Adenin adsorpsiyonunun diger oligoniikleotitlere
gore daha giilii oldugu ve A > C > G > T afinite egilimini takip ettigi bulunmustur.
Yapilan birkag¢ baska arastirmada da yine bu egilim dogrulanmistir (Opdahl vd., 2006;
Schreiner vd., 2010; Petty vd., 2014; Koo vd., 2015). Bu tez kapsaminda, DNA’nin
altin yiizeyi ile ilgili etkilesimleri incelemeden 6nce MD simiilasyonlar ile literatiirde
goriilen bu egilimin yakalanip yakalanmadigi incelendi. Bunun igin bes baz ¢iftinden
olusan tek iplikli oligoniikleotidler altin ylizeyi iizerinde 15 ns modellendi (Sekil 3.5)
ve MMGBSA yontemi ile baglanma enerjileri hesaplandi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: MMGBSA yontemi ile hesaplanan baglanma enerjileri ve

minimum degere gore hesaplanan baglanma enerjileri arasindaki katsay1

Yap1 Bagl(aknc I;z/‘rf;l)e st Katsay1
ARAAAA -20.31+£1.0 1.62
CCccCC -20.07 £ 1.2 1.60
TTTTT -15.57+0.9 1.24
GGGGG -12.54+1.0 1.00

Bu calismada elde edilen baglanma enerjilerinin dogas1 geregi goreceli oldugunu ve
mutlak degerler olarak kabul edilmemesi gerektigini vurgulamak onemlidir. Bu
nedenle, bu enerjiler arasindaki katsayi, minimum baglanma enerjisine dayali olarak
hesaplandi ve ¢izelgeye katsay1 halinde dahil edildi. Baglanma egilimi A>C>T>G
olacak sekilde bulundu. Adenin'in daha yiiksek baglanma enerjisi mevcut literatiirle
benzer oldugu ve Guanin'in nispeten daha diisiik enerjisi daha Once bildirilen

bilgilerden farkli oldugu goriildii.
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AAAAA CCcCcCC TTTTT GGGGG

Sekil 3.5: Bes niikleotidden olusan tek iplik DNA molekiillerinin altin (111)
yiizeyi ile etkilesimi.

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda Adenin’in altin yiizeyi ile etkilesimde 6ne ¢iktig
goriilmektedir. Bu nedenle, olusturulan DNA sekanslarinin yiizeye daha iyi
tutunmasini saglamak icin u¢ kisimlara tek iplikli Adenin niikleotidleri eklendi ve
Sekil 3.6’da gosterilen {i¢ farkli ¢ift sarmal DNA sekansi olusturuldu. Bu yapilar, DNA
origami simiilasyonlarinda izlenen adimlar ile altin (111) yilizeyine yatay gelecek
sekilde yerlestirildi (Sekil 3.6). Tek iplikli Adenin niikleotidleri arasina 9 baz ¢iftinden
olusan DNA yerlestirildi. Burada DNA uzunlugu, bu boliimiiniin girisinde bahsedilen
DFT kisitlamalari (en fazla ~1000 atom) nedeniyle se¢ilmistir.

: /- IVINY g-3'
sopoSemMcse 3 5 -coemmece 3 AvCSORRCSS 3

Sekil 3.6: Simiilasyonda kullanilan DNA sekanslar1 ve baslangi¢ yapilari. Altin

(111) iizerindeki DNA'nin su molekiilleri ve iyonlar ¢ikartilarak daha net bir

gorilintii elde edilmesi saglanmustir.
Tiim sistem olusturulduktan sonra DNA ve altin (111) yiizeyi literatiirde sik¢a
kullanilan 0,15 M KCI ¢ozeltisi igerisine yerlestirildi. Su molekiilleri i¢in TIP3P
(Jorgensen vd., 1983) kuvvet alani; DNA i¢in CHARMM-36 (Huang vd., 2013) ve
altin yiizeyi i¢in INTERFACE (Heinz vd., 2013) kuvvet alanlar1 kullanildi. Metal
yiizeylerinde bulunan elektron denizi nedeniyle yiizeydeki elektrostatik etkilesimleri
MD simiilasyonlar1 ile modellemek imkansizdir (Heinz vd., 2013). Bu nedenle,

literatiirde bu yiizeylerin MD simiilasyonlarinda sadece van der Wals etkileri sisteme
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dahil edilir. Simiilasyon boyunca altin atomlar1 tamamen sabit tutulup yiizeyin yeniden
olusma ihtimali ihmal edildi. Simiilasyonlar NAMD (Phillips, 2005) programini
kullanilarak NPT altinda, simiilasyon siiresi 50 ns olacak sekilde, gerceklestirildi. Bu
boliimde yapilan arastirmanin ilerideki ¢alismalara 6ncii olmast hedeflenmektedir. Bu
ylizden, MD simiilasyonlari i¢in sadece bir baglangi¢ yapisi olusturulup simiilasyonlar
gergeklestirilmistir.

Ilk olarak, yapilardaki degisikliklerin anlasilmasi i¢in farkli bolgelerin RMSD
degisimi analiz edildi. Sekil 3.7'de gosterildigi gibi, tiim DNA molekiiliiniin RMSD’si
(mavi grafik) 25 ns sonrasinda platoya ulasmaktadir. DNA omurgasi ilk 25 ns’de 2 A
cevresinde salinmakta ve 25 ns civarinda ciddi bir RMSD degisimine ugramaktadir.
Tiim DNA molekiiliine bakildiginda da ayni zaman dilimde, benzer bir egilim fark
edilmektedir. Sadece merkez AT bolgesinde 50 ns boyunca oldukga kararli bir RMSD
grafigi goriilmektedir. Sadece uclardaki AAA bolgesinde yiiksek RMSD degeri
gozlenmektedir. Bir 6nceki boliimde bahsedildigi gibi, DNA molekiillerinin yiizey ile
etkilesimleri u¢ bolgelerden baslamaktadir. Burada RMSD grafiklerindeki degisimler

de DNA molekiiliiniin u¢ bolgelerden deforme oldugunu desteklemektedir.

Tim DNA molekili Uglardaki AAA bélgesi hari¢c (dsDNA) Uglardaki AAA bélgesi
DNA omurgasi  Merkez AT bélgesi haric  DNA bazlari  Merkez AT bélgesi
8 8
C3T3C3 8 G3A3G3
=0 6 |
G 4
=
o 21k 2
0 l . - . . o | . - . - O L - . - . !
0 10 20 30 40 50 0O 10 20 30 40 50 O 10 20 30 40 50
Zaman (ns) Zaman (ns) Zaman (ns)
Sekil 3.7: 50 ns MD simiilasyonu i¢in molekiiliin farkli bolgeleri igin RMSD
degisimi.

Bu caligmada altin (111) ylizeyinde DNA molekiiliiniin termodinamik olarak en kararl
konformasyonunu belirlemek yerine, olusan konformasyonel degisikliklerin DNA'nin
elektronik ozelliklerine etkilerini anlamak tizerine odaklanildi. Bu nedenle, RMSD
grafiklerinde 25 ns sonrasinda plato goriildiigli i¢in simiilasyon siiresi 50 ns ile
sinirlandirildi.

Yapidaki deformasyon bolgelerinin analizi i¢in RMSF hesaplamalar1 gergeklestirildi.
Sekil 3.8’de her bir yap1 i¢in atom bagina diisen RMSF degerleri gosterilmektedir.
Grafiklerin istiinde her bir niikleotide denk gelen bolgeleri belirtirken, agik ve koyu
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sekanslar DNA’nin farkli ipliklerini belirtmektedir. Yiiksek RMSF degerleri,
atomlarin simiilasyon sirasinda atomik hareketliligin arttigini gosterir. DNA’nin altin
yiizeyine daha iyi baglanmasi igin eklenen u¢ Adenin niikleotidlerinde 6nemli 6lglide
yilksek RMSF degerleri gozlenmistir. Ayrica, Merkez AT bdlgesinde, RMSD

grafikleri ile uyumlu olarak diisiik RMSF degerlerine sahip oldugu gézlenmistir.

5’ 3’ 5’ 3’
8 GGGAAAGGGAAACCCTTTCCCAANA
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0
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CiCiCiTiTITiCiCiC AAGGGAAAGGGAANA

0 100 200 300 400 500 600 700
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Sekil 3.8: Atom numarasina gore farkli DNA sekanslarinin RMSF degisimi.

Molekiillerin konformasyonunun zamansal degisimini belirlemek i¢in Sekil 3.9°da
gosterilen her 1 ns'de kaydedilmis konformasyonlar arasindaki ikili RMSD degisimleri
incelendi. Burada hem tiim DNA molekiilii tizerinden hem de yapinin en kararli oldugu
merkez AT bolgesi iizerinden hesaplamalar gergeklestirilmistir. Her sekans igin
molekiiliin tamamina bakildiginda (tiim DNA molekiilii) farkli zaman dilimlerinde

kararli olan konformasyonlarin varligi gériilmektedir. Bu analiz ayn1 zamanda, DNA

39



molekiillerinin altin yiizeyine baglanma siireci hakkinda da bilgi vermektedir. Her bir
sekansin ikili RMSD grafikleri tiim DNA molekiilii i¢in karsilastiginda, farkli zaman
dilimlerinde yeni konformasyonlara sahip olduklar1 goriilmektedir. Ornegin C3AsCs
sekanst 20 ns sonrasinda ciddi bir konformasyonel degisiklige ugradigi
gbzlenmektedir. GaA3G3 sekansinin ise diger sekanslarla karsilastirildiginda nispeten
daha diisiik konformasyonel degisiklikler sergiledigi goriilmektedir. Bunun yani sira,
her bir sekans i¢in molekiillerin merkez bdlgesine bakildiginda (Merkez AT bolgesi)
50 ns boyunca RMSD degerlerinin birbirlerine gore diisiik oldugu ve bu bolgede

yapilarin benzer konformasyonlara sahip oldugu gériilmektedir.
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Sekil 3.9: Tiim yap1 ve merkez AT bdlgesi i¢in ikili RMSD analizi. Grafik, 1
ns zaman aralifinda kaydedilen her konformasyon arasindaki RMSD
degisimini gosterir. Yiiksek RMSD degerleri (koyu kirmizi), iki konformasyon
arasinda daha biiylik bir yapisal degisik oldugunu gosterir.
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MD simiilasyon kosumlar1 sirasinda ortaya bir¢ok yapi ¢ikmakta ve bu yapilarin
zaman icerisinde kiiciiklii biiylikli degisimler gosterdigi gozlenmektedir. Bu yapilarin
analizi i¢in kiimeleme (clustering) teknikleri kullanilarak benzer yapilar ile gruplar
olusturulmakta ve olusturulan her bir grup i¢in temsilci yapilar segilebilmektedir.
DNA’nm altin yiizeyi ile etkilesimi simiilasyonlarinda elde edilen konformasyonlar,
VMD igerisinde bulunan RMSD tabanli kiimeleme algoritmalart ile incelenmis ve
kiimeler icerdikleri benzer yap1 sayist (yogunluk) ve temsilci yapilar elde edilmistir.
Kiimeleme islemi icin 1.5 A kesme degeri (cut-off) kullanilmistir. Cizelge 3.2°de her
bir sekans i¢in elde edilen en yogun on konformasyon kiimesinin yogunlugu ve
konformasyon sayilar1 gosterilmektedir. Buradaki ilk on gruba dahil olmayan
konformasyonlar grupsuz olarak adlandirilmis ve bunlarin yogunluklari da yine

cizelge lizerinde gosterilmistir.

Cizelge 3.2: Her bir grupta bulunan konformasyon sayisi ve yogunlugu

CTC CAC GAG
Sayi Yiizde (%) Sayi Yiizde (%) Sayi Yiizde (%)
c1 22592 45.18 15033 30.07 23244 46.49
c2 13179 26.36 13281 26.56 8478 16.96
c3 8613 17.23 7706 15.41 5256 10.51
c4 1552 3.10 4442 8.88 4737 9.47
c5 1086 217 4182 8.36 2769 5.54
cé 1034 2,07 2577 5.15 2070 4.14
c7 501 1.00 905 1.81 1253 2.51
cs 393 0.79 801 1.60 707 1.41
c9 374 0.75 390 0.78 585 1.17
c10 234 0.47 99 0.20 243 0.49
Grupsuz 443 0.89 585 1.17 659 1.32

Daha sonra, DFT hesaplamalar1 gerceklestirebilmek i¢in her grupta, tim
konformasyonlarla en az RMSD farkina sahip konformasyon belirlendi ve o grubu
temsil eden konformasyon olarak segildi. Segilen her bir temsili konformasyona DFT
hesaplamalar1 dncesinde enerji minimizasyonu uygulandi. Sekil 3.10°da elde edilen

konformasyonlarin goriintiileri verilmistir.
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Adenin
Sitozin

Timin

Adenine
Cytosine

Thymine

Sekil 3.10: Tim sekanslar i¢in segilen konformasyonlar, yiizey etkilesimli
atomlari bir top seklinde gosterildi. Mavi renk Adeninleri, turuncu Sitozinleri,
sar1 Guaninleri ve pembe Timinleri temsil etmektedir.
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DFT hesaplamalari i¢in sistemdeki altin (111) yiizeyi, su molekiilleri ve iyonlar silindi.
Sistemin toplam yiikii, DNA omurgasindaki fosfat gruplarinin sayisina esit olacak
sekilde her konformasyon i¢in -22 olarak belirlendi. DFT hesaplamalari DNA
molekiilleri i¢in sik¢a kullanilan B3LYP degisim-korelasyon fonksiyonu ve 6-
31G(d,p) baz seti ile birlikte PCM modeliyle Gaussian 16 yazilim paketi kullanilarak
gergeklestirildi.

DFT hesaplamalar1 sonucunda ilk olarak, konformasyonel degisikliklerin molekiiler
orbitallerin (MO) enerji seviyeleri lizerindeki etkisi incelendi. Sekil 3.11°de, her bir
konformasyon i¢gin DNA’nin bant boslugu ¢evresindeki hem dolu (HOMO-10'dan
HOMO'ya) hem de bos (LUMO'dan LUMO+10'a) 11 orbital gosterilmektedir.
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Sekil 3.11: Tiim konformasyonlarin hem dolu (HOMO-10'dan HOMO'ya) hem
de bos (LUMO'dan LUMO+10'a) orbitallerinden ilk 11’ini gésteren enerji bant
diyagramlari
HOMO enerji seviyelerinin birbirlerine oldukg¢a yakin oldugu goriilmiistiir. Her sekans
icin konformasyonlar arasindaki HOMO enerji seviyeleri yaklasik 110 meV igerisinde
degismektedir. Ayrica, enerji seviyeleri arasindaki enerji farklarinin konformasyonlara
gore degistigi gdzlemlendi.
Daha sonra, molekiiler orbitallerin yapt boyunca uzamsal dagilimlari incelendi. Sekil
3.12°de, her bir konformasyonun ilk dort dolu orbitali (HOMO, HOMO-1, HOMO-2
ve HOMO-3) farkli renkler ile gosterilmektedir. Bu ilk dort orbitalin Guaninler

iizerinde oldugu ve konumlarinin konformasyonlara gore degistigi gézlemlendi.
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Sekil 3.12: Tiim konformasyonlarin hem dolu (HOMO-10'dan HOMQ'ya) hem
de bos (LUMO'dan LUMO+10'a) orbitallerinden ilk 11’ini gésteren enerji bant
diyagramlari

Ornegin C3T3Cs sekansi i¢in konformasyon 1 ve 2°de HOMO orbitali sag taraftaki
Guaninler tizerindeyken, konformasyon 3’te sol taraftaki Guaninler {izerinde

yogunlagmustir.
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DNA molekiilleri u¢ baz ciftlerinden deformasyona ugradig: i¢in yapinin en kararl
boliimiinden, yani merkezi AT bolgesinden yiik tasinimi hesaplamalari
gerceklestirildi. Burada altin (111) yiizeyi tizerindeki DNA'nin STM ve/veya AFM
Ol¢iimlerinde oldugu gibi DNA molekiiliine yukaridan baska bir altin u¢ getirilerek
Olciimlerin yapildig: bir deneysel senaryo ele alind1 (Sekil 3.13).

Ust temas atomlar1 AT baz ciftinin omurga atomlari, alt temas atomlar1 ise altin

yiizeyinin 5 A yakiminda bulunan tiim DNA atomlari olacak sekilde kabul edildi (Sekil
3.13).

% y
= .w. - Ust temas atomlari
b
- 7’
- 23 Alt temas
: 7 -~ atomlan

Sekil 3.13: Yiik tasinimi i¢in kullanilan deneysel senaryo.

DFT hesaplamalarindan Fock ve Overlap matrisleri elde edildikten sonra teorik model
ve yontem bolimiinde belirtilen adimlar takip edilerek farkli iletkenlik hesaplari
gerceklestirildi. Sekil 3.14’te her bir konformasyondaki yiik taginiminin farkli enerji
degerlerine goére degisimi verilmistir. Burada, tiim temsili yapilarin HOMO enerjisi
E=0 olacak sekilde grafikler iist iiste cakistirilmistir. Grafikte her bir grubu temsil eden

konformasyonlar farkli renkler ile gosterilmistir.
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Sekil 3.14: Secilen konformasyonlarin farkli enerji seviyelerine gore yiik
taginim degisimleri.
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DNA’nin elektriksel iletkenlik Olglimlerinde ve hesaplamalarinda, Fermi enerji
seviyesinin yerinin tam olarak bulunmasi oldukca zordur. Fakat literatiirde yapilan
caligmalar dogrultusunda genellikle HOMO enerji seviyesinden 0.3-0.5 eV yukarida
oldugu diistinilmektedir. Grafiklerdeki degerlerin daha iyi anlasilabilmesi i¢in, hem

HOMO’dan 0.5 eV yukaridaki iletkenlik degerleri belirlenerek Cizelge 3.3 hazirlandi.

Cizelge 3.3: Temsili konformasyonlarm HOMO + 0.5 eV’de elde edilen

iletkenlik degerleri ve sekans i¢erisindeki minimum iletkenlige oranlari.

Konformasyon mgmgﬁg'geg::g' Katsay1 | Sekans
Cl 634.65
C2 2.03
C4 8.57E-10 16.14
C5 2.41
C6 493 | OO
Cc7 0.88
C8 419.96
C9 1.00
C10 1.04E-09 19.59
C1 1.14E-08 12.90
C2 29.64
C3 26.02
C4 6.13
C5 0.44
Co 790 | A
Cc7 25.90
cs 7.85
C9 1.00
C10 30.20
C1 3.51E-09 9.36
C2 2.16E-09 5.76
C3 1.00
C4 2.96
C5 39.20
C6 2807 | GG
C7 23.47
C8 3.39
C9 4.16E-09 11.09
C10 5.26E-09 14.03
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Her bir sekans i¢in en diisiik iletkenlige sahip konformasyon ile diger konformasyonlar
arasindaki iletkenlik katsay1 fark: hesaplandi ve ¢izelgede sunuldu.

Cizelge 3.3’te goriildigi gibi, C3T3Csz sekansi i¢in en yiiksek iletkenligin,
simiilasyonlarda en ¢ok gozlemlenen Grup 1’den alinan temsili yapida oldugu
belirlenirken, C3AsCs ve G3A3Gs sekanslarinda sirasiyla Grup 10 ve Grup 5’ten alinan
konformasyonlarda oldugu bulundu.

Konformasyon gruplar1 arasindaki bu iletim farkinin sebebini aragtirmak igin Sekil
3.15’te verilen konformasyonlarin zaman bilgileri, alt yiizeyi ile temas atom sayilari,
iletkenlik degerleri verilmistir. Ornegin C3TsCs sekanst igin C1 konformasyonu en
yogun grubu temsil eden konformasyon ve diger konformasyonlara kiyasla
simiilasyon sonraki evrelerinde karsilasilmistir. Bu nedenle alt yiizey ile temas atom
sayis1 diger konformasyonlara gore daha fazladir. HOMO + 0.5 eV’deki iletkenlige
bakildiginda bu konformasyonun digerlerine gore daha yiiksek degere sahip oldugu

goriilmektedir.
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Gruplan Temsil Eden Konformasyonlar

Sekil 3.15: C3T3Cs, C3A3Cs ve G3A3G3 sekanslart igin zaman noktalari, alt
yiizey temas atomu sayisi, HOMO + 0.5 eV'deki iletkenlik degerleri arasindaki
iliskiyi gosteren bar grafikleri.
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Ancak, C3A3Cs sekansina bakildiginda, C10 konformasyonu ilk 10 ns’de karsilasilmis
ve alt ylizey ile temas halindeki atom sayis1 diger konformasyonlara gore daha azdir.
Buna ragmen, iletkenlik degerlerinde en yiiksek iletkenlik bu konformasyonda
bulunmustur. Bu sekans i¢in, C3 konformasyonunda daha ¢ok alt temas atom sayisina
sahip olunmasina ragmen, iletkenlik degerleri C2 ve C10 konformasyonlari ile olduk¢a
yakindir.
Elde edilen farkli konformasyonlar ve iletkenlik degerleri, DNA’larin ylizey
iizerindeki en kararli yapilarinin her zaman i¢in en 1iyi iletkenlik degerini
vermeyebilecegini isaret etmektedir. Bu da gelistirilecek DNA origami tabanh
elektronik cihazlar i¢in bir tasarim parametresi olarak diistiniilmelidir.
Burada farkli konformasyonlarin hepsi dikkate alinarak iletkenlik {izerindeki etkileri
hesaba katilmalidir. Bu nedenle, konformasyon yiizdelerine gore agirlikli ortalama
iletkenlik degerleri hesaplanarak farkli sekanslar arasindaki iletkenlikler karsilastirilip,
bu veriler iizerinden sekans tasarimlari yapilabilir. Bunun igin denklem 3.1°de
goriildiigli gibi her bir enerjideki iletkenlik degerleri, kiimeleme algoritmalarindan
elde edilen yogunluklar kullanilarak agirlikli ortalama iletkenlik hesaplanabilir.

m

>_Ti (E-Enomo ) xWi

Tavg (E —Enomo ) = = - (3.1)

Sekil 3.16°da 6rnek olarak burada elde edilen konformasyonlar {izerinden hesaplanan

ortalama iletkenlik degerleri verilmektedir.

G3A3G;
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Sekil 3.16: Konformasyon yiizdelerine gore hesaplanan agirlikli ortalama
iletkenlik degerleri.
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Bu sekilde konformasyon etkileri diisiiniilerek hesaplamalar yapilip, sekans ve
konformasyon etkileri DNA origami tabanli cihazlarin gelistirilebilmesi i¢in tasarim

parametresi olarak kullanilabilir (Demir vd., 2023).

3.3 DNA Origaminin Elektriksel Ozellikleri

DNA origami tabanli elektronik cihazlarda, yiizey etkilesimlerinin yan1 sira sarmallar
arasindaki iletim mekanizmalar1 da 6nemlidir. Ozellikle ¢coklu DNA sarmallarinin
varligindan dolay1, sarmallar arasindaki ytik tagima yollarinin programlanabilir olmasi
durumunda yeni bilgi depolama cihazlar1 gelistirilebilir. Bu konunun arastirilabilmesi
icin tiim DNA origami yapisi lizerinden hesaplamalarin gerceklestirilmesi gerekir.
Daha once belirtildigi gibi, DNA origami yapilari, biiylik boyutlarindan dolayr DFT
yontemi kullanilarak hesaplanamamaktadir. Bu nedenle, DNA origami yapilarinin
elektriksel Ozelliklerini arastirmak igin alternatif bir yaklasim olan Genisletilmis
Hiickel (EH) yontemi (Hoffmann, 1963) benimsendi. EH yontemi, molekiillerin
elektronik bant yapisini ve orbital 6zelliklerini aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilan
yart ampirik yontemlerden biridir. Bu tez kapsaminda, 6nce DFT hesaplamalari
sonucunda elde edilen egilimlerin bu yontemle de elde edilip edilemedigi arastirildi.
Bunun icin hem DFT hesaplamalarinin gergeklestirilebilecegi hem de karsilastirma
yapilabilmesi i¢in 10 ve 17 baz ¢iftinden olusan DNA molekiilleri kullanildi. Sekil

3.17°de bu iki sistem i¢in enerji bant diyagramlar1 ve iletkenlik grafikleri

gosterilmistir.
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Sekil 3.17: DFT hesaplamalar1 i¢in kullanilan temsili yapilarin GC ve AT
sekanslar1 ve karsilik gelen 3D geometrileri.

Bu hesaplamalar ile EH metodu kullanildiginda orbital enerji seviyeleri ve bant

boslugu degerlerinin DFT’ye gore daha diisiik ¢iktigi goézlemlendi. Yiik tagimim
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hesaplarina bakildiginda ise, 6zellikle bant boslugu bolgesinde DFT ve EH’nin benzer
egilim gosterdigi goriildii. Analizler yapilirken genellikle HOMO enetji seviyesinden
0.5 eV yukaridaki iletkenlik degerleri karsilastirildigt i¢in ve burada goriilen trendin
ayni ¢ikmasi sebebiyle biiyilk DNA origami molekiillerinin elektriksel 6zelliklerinin
EH yontemi ile incelenmeye uygun oldugu diisiiniildii.

Bu tez kapsaminda, EH metodu ile DNA origami nanoyapilarinda yiik tasiniminin yola
bagimlilig1 arastirildi. Deneysel Ol¢ltimlerde, DNA sarmallarinin u¢ niikleotidlerine
tiyol bazli baglayict molekiiller kullanilarak altin elektrotlar arasinda iletkenlik
Olciimleri yapilmaktadir. Teorik olarak, DNA origamilerde birden fazla sarmal oldugu
icin tiyol molekiillerinin baglanma konumu kontrol edilerek istenen bir sarmalin
iletkenligi segici olarak Olciilebilir. Bu durumda, tek bir nanoyap: iizerinden farkli
elektriksel iletkenliklerin elde edilebilecegi bir cihaz tasarlanabilir. Bu gibi
tasarimlarin  gerceklestirilebilirliginin anlasilmast i¢in Oncelikle farkli sarmallar
iizerinden iletkenlik hesaplamalar1 gergeklestirildi.

Bunun igin Sekil 3.18°de verilen deney seti olusturuldu. Sekilde DNA origamilerin
farkli sarmallar1 farkli renklerde gosterilirken, bu sarmallar1 bir arada tutan iplikler gri
renk ile gosterilmistir. Burada DNA origami sarmallar1 iizerinden tiyol molekiilleri ile
modifiye edilebilecek farkli temas noktalar1 secildi. Ust temas noktas1 1 ve 2 ile alt

temas noktalar1 arasindaki iletkenlik degerleri hesaplandi.
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Sekil 3.18: DNA origami lizerinden elde edilen farkli yiik iletim yollar1 ve
iletkenlik degerleri.

50



Bu hesaplamalar ile, en kisa yollarin (iist temas 1 ile alt temas 1 ve {ist temas 2 ile alt
temas 4 arasindaki yol), her iki iist temas noktasi i¢in de en yiiksek iletkenlige sahip
oldugu goriildii. En uzun yollarin (iist temas 1 ile alt temas 4 ve {ist temas 2 ile alt
temas 1 arasindaki yol) ise en disiik iletkenlik degerlerine sahip oldugu gézlemlendi.
Aradaki bazi yollarin ise birbirleri ile benzer iletkenlik degerleri verdigi bulundu.
Buradaki mekanizmanin anlasilabilmesi i¢in daha kiigiik DNA origami sistemi
olusturulup (geg¢is bolgesi, Sekil 3.19) DFT hesaplamalar1 gergeklestirildi.
6 sarmal DNA origami

yapisi
L, ; Gegis Bolgesi:

Sekil 3.19: DNA origami gegis bolgelerinin li¢ boyutlu yapi tizerinde gosterimi

Sekil 3.20°de gecis bolgelerine odaklanmak i¢in olusturulan deney seti verilmistir. Bu
caligmada farkli sekans olusturularak, gecis bolgelerindeki sekans etkisinin de
arastirilmasi hedeflenmistir. GC ve AT baz ciftlerinden olusan iki adet ¢ift sarmal
DNA ile iki sarmalin bir araya getirilmesinden olusan DFT hesaplamalarinin

gerceklestirilebilecegi uzunlukta DNA origami nanoyapilar1 olusturulmustur.

DNA Origami dsDNA
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Sekil 3.20: DFT hesaplamalart i¢in kullanilan temsili yapilarin GC ve AT
sekanslar1 ve karsilik gelen 3D geometrileri.
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Olusturulan her bir yap1 igin 100 ns MD simiilasyonlar1 gergeklestirildi. Oncelikle
konformasyonel degisikliklerin derecesinin ve yapilarin kararliliginin belirlenmesi
icin RMSD hesaplamalar1 yapildi. Sekil 3.21’de GC ve AT sekansi igcin RMSD
degerlerinin zamana gore degisimi molekiiliin farkli bolgelerine odaklanilarak
verilmistir. Grafiklerde mavi renk tiim DNA origami molekiiliine karsilik gelmekte,
kirmizi renk ¢ift sarmal DNA molekiiliinii temsil etmekte, turuncu renk DNA
origamisini olusturan ¢ift sarmallardan biri olan Sarmal 1'i belirtmekte ve yesil renk

ise origaminin diger sarmali olan Sarmal 2’nin RMSD degerlerini goéstermektedir.

GC sekansi AT sekansi
10 : 10
— DO — DO - Sarmal 2 — DO ~— DO - Sarmal 2
~—— DO - Sarmal 1 dsDNA e DO - Sarmal 1 dsDNA
8 | DO: DNA Origami 8 | DO: DNA Origami

RMSD (A)

| ‘ 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Zaman (ns) Zaman (ns)

Sekil 3.21: DNA origami (DO) ve ¢ift sarmal DNA (dsDNA) i¢gin RMSD
zaman grafigi.

RMSD grafikleri ile DNA origamisindeki dalgalanmalarin hem GC hem de AT
sekanslar1 i¢cin dsDNA'dakinden daha yiiksek oldugu gézlemlendi. Sarmallar tek tek
ele alinarak RMSD hesaplatildiginda (Sarmal 1 ve Sarmal 2), degerler 2-4 A arasinda
degismekte ve ¢ift sarmal DNA’ya benzer degerler gostermektedir. Bu durum
sarmallarin kendi icerisinde kararli olduguna isaret etmektedir. DNA origami
molekiillerinin tamaminin RMSD degerlerinin yiiksek ¢ikmasi ise origamide bulunan
sarmallarin birbirlerine gore hareketlerini belirtmektedir. RMSD grafikleri ile
simiilasyonun 100 ns boyunca kararli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle simiilasyon
siiresi 100 ns ile sinirlandirilmastir.

Her bir sarmaldaki ve tiim DNA origami molekiiliindeki konformasyon degisimlerinin
zamana goOre evrimini incelemek i¢in ikili RMSD analizlerine odaklanildi. Sekil
3.22’de DNA origaminin farkli sarmallar1 ve tiim molekiilii i¢in ve ¢ift sarmal DNA

icin her 1 ns’de kaydedilen konformasyonlarin birbirleri ile karsilastirmasi
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verilmektedir. Her bir renge karsilik gelen RMSD degerleri sag tarafta bulunan renk
skalasinda  gosterilmistir.  Grafiklerde koyu mavi Dbirbirlerine en benzer
konformasyonlari ve koyu kirmizi ise birbirlerinden en farkli konformasyonlari
belirtmektedir. Grafikler ile, RMSD degerlerini destekleyecek sekilde hem GC hem
de AT sekanslari igin bireysel sarmallarin tiim DNA origami yapisina kiyasla daha
kararli davranis sergiledigi belirlenmistir. DNA origami sarmallar1 tamamen ayni

sekanslara sahip olmalarina ragmen yapisal dinamiklerinin farkli oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.22: Hem GC hem de AT sekanslart i¢cin her 1 ns’de kaydedilen
konformasyonlar arasindaki ikili RMSD grafikleri. Her bir renge karsilik gelen
RMSD degerleri renk skalasinda verilmistir, koyu mavi en benzer
konformasyonlart ve koyu kirmizi en farkli konformasyonlari temsil
etmektedir.

GC sekansi i¢in Sarmal 1, dsDNA'ya benzer sekilde simiilasyon boyunca sabit
kalirken (Sekil 3.22 b), Sarmal 2’nin farkli zaman araliklarinda iki ayr1 konformasyon
sergiledigi goriildi (Sekil 3.22 a, Sarmal 2). AT sekansinda ise DNA origaminin her
iki sarmalinin da simiilasyon boyunca kararli oldugu ve dsDNA'ya benzer sekilde
davrandig1 gozlemlendi (Sekil 3.22 ¢ ve d).

Gegis bolgelerinin yapi kararliligi lizerindeki etkilerini anlamak igin, Sekil 3.23’te
gosterilen, yapilardaki her bir atomun simiilasyon siiresi boyunca RMSF degerleri
hesaplandi. Grafiklerde her bir niikleotide denk gelen bolgeler birbirlerinden ayrilmis
ve DNA origami yapisi i¢gin Sarmal 2’yi temsil eden atomlar agik mavi dikdortgenler
ile vurgulanmistir. Yapilardaki sekanslarin ug¢ niikleotidlerine karsilik gelen ve
DNA’nin 3’ ve 5’ uglar grafiklerin yukarisinda yazilmistir. DNA origami yapilarinda

gecis bolgeleri tam olarak her bir ipligin ortasindaki niikleotidlere denk gelmektedir.
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Tiim yapilar karsilastirildiginda, DNA’nin ug¢ bolgelerindeki RMSF degerlerinin geri
kalan bolgelere gore daha yiiksek oldugu goriildii. DNA origami yapilarinda gegis
bolgelerinin  bulundugu, her bir DNA sarmalinin merkez bdlgesinde, RMSF
degerlerinin u¢ bolgelere gore diisiik oldugu belirlendi. Gegis bolgelerindeki
hareketlerin u¢ bolgelerden diisiik olmasi, bu kisimlarin DNA sarmallarinin kendi

icerisindeki kararliligi ciddi anlamda etkilemedigine dair yorum yapilabilir.
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Sekil 3.23: 100 ns MD simiilasyonunda karsilasilan her bir konformasyon
kullanilarak hesaplanan atom basina diisen RMSF degerleri. Ustteki iki grafik,
DNA origami yapilarinin sonuglarina karsilik gelir ve en alttaki iki ¢izim ise
hem GC hem de AT sekanslari igin dsDNA yapilarinin sonuglarini gosterir.
Grafik iizerindeki kesikli seritler arasinda iplikler arasi ayrim yapmak igin
farkli renklendirilmistir. Grafiklerde vurgulanan mavi bolgeler, sarmal 2 ile
iligkili DNA origami atomlarina karsilik gelmektedir.
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Her bir sarmal igerisindeki baz ¢iftleri arasindaki hidrojen bagi sayisinin degisimi
incelenerek yapilarin daha detayli analizi gergeklestirildi. Sekil 3.24’te DNA
origaminin ve dsDNA'min baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar1 (H-baglari)
sayisindaki zamansal degisimi verilmistir. Grafiklerde koyu mavi alanlar baz ciftleri
arasindaki ti¢ hidrojen bagini temsil ederken, acgik yesil alanlar baz ¢iftleri arasinda

hidrojen baginin kurulmadigi durumlar1 géstermektedir.
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Sekil 3.24: Simiilasyonlar sirasinda DNA baz giftleri arasindaki hidrojen
baglarindaki zamansal degisim.

Bu hesaplamalar ile H-baglar1 sayisinin tim durumlar igin ara sira disiislerle
dalgalandigi gosterildi. GC sekansina sahip dSDNA ve DNA origaminin Sarmal 1'i
icin AT sekansi yapilarina gore daha kararli H-baglarina sahip oldugu goriildii. GC
sekansi i¢in 60 ns zaman diliminde, Sarmal 2 ig¢in H-baglarmin sayisinda énemli
diistisler oldugu gozlendi. Bu hesaplama ile ikili RMSD analizlerinde Sarmal 2’de
farklh bir konformasyon goriilmesinin, yapi icerisinde bozulan hidrojen baglarindan
kaynaklandig: diistintilmektedir.

Simiilasyonlardan elde edilen konformasyonlarin zamana gore degisimleri analiz
edilerek, en ¢ok karsilasilan konformasyonun belirlenmesi saglandi. Bunun i¢in VMD
programui igerisinde bulunan, RMSD tabanli kiimeleme (DNA origamiler i¢in 2,5 A,
dsDNA igin 1,75 A kesme degeri ile) algoritmalar1 kullanilarak simiilasyonda en gok

karsilasilan bes konformasyon kiimesine odaklanildi. Sekil 3.25°te her bir kiime i¢in
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karsilagilan konformasyonlarin zaman bilgileri verilmistir. Cift sarmal DNA’lar ve AT
sekansli DNA origami i¢in, kiimeler arasinda zamana gore konformasyonlarda
dalgalanmalar oldugu gozlenmistir. GC sekansli origamiye bakildiginda ise en yogun
konformasyona sahip Kiime 1’in yerini Kiime 4’te bulunan konformasyona biraktigi

gbozlenmistir. DFT hesaplamalar1 i¢in en yogun kiimeden temsili yapilar segilerek

hesaplamalar gerceklestirildi.

GC sekansi — DNA Origami AT sekansi — DNA Origami
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Sekil 3.25: Her sekans i¢in MD simiilasyonlarinda karsilagilan farkli kiimeler.

Burada GC sekansina sahip DNA origami belirgin iki farkli konformasyon sergiledigi
icin bu sekanstan iki farkli temsili yapi sec¢ildi. Bu yapilar C1 (Sekil 3.25-Kiime 1) ve
C2 (Sekil 3.25-Kiime 4) olarak adlandirild1 ve yapilarin {i¢ boyutlu goriintiiler: Sekil

3.26’ta sunulmustur.

GC Sekansi C1 X GC sekansi C2 AT Sekansi

\

I
I \

Sarmal Ekseni

¢ Arka gorunus

Sekil 3.26: GC ve AT sekanslar1 icin DNA origami MD simiilasyonlarindan
secilen temsili konformasyonlar.
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Daha sonra, segilen her bir konformasyonda sarmallar arasindaki yapisal farkliliklar
arastirildi. Bunun i¢in DNA origamideki her bir sarmal dsDNA ile RMSD analizi
kullanilarak karsilastirildi.  Sekil 3.27°de  DNA origamilerin ve dsDNA’nin
sarmallarinin  tist {ste ¢izdirilmis hali ve dsDNA’ya gore RMSD farki

gosterilmektedir.
GC sekansi AT sekansi
dsDNA'ya gére RMSD (A) dsDNA'ya gére RMSD (A)
1.614 1.272
C1 . ‘
Sarmal : 2.096 Sarmal : 1.294
Sarmal 1 1.902
c2
2.178

Sekil 3.27: GC ve AT sekanslar1 igin DNA origami sarmallarinin dsDNA ile
hizalanmasi ve sarmallar arasindaki RMSD degerleri.
DNA origaminin bireysel sarmallart GC sekanst i¢in 1,5 — 2 A ve AT sekans1 igin 1,2
A’a RMSD degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Sekil 3.26’da goriildiigii gibi
sarmallar arasindaki farkli agilara ragmen, Sekil 3.21°de bahsedildigi gibi sarmallarin
aslinda kendi i¢lerinde temsili dSDNA benzer yapida oldugu goriilmiistiir.
Secilen her bir temsilci yapidaki elektriksel ozellikleri aragtirmak igin enerji
minimizasyonu gergeklestirilip, DFT hesaplamalari yapildi. Sekil 3.28’de, DFT
hesaplamalari ile elde edilen, her yapinin ilk 20 dolu (HOMO seviyesi) ve 11 bos
(LUMO seviyesi) enerji seviyesi gosterilmektedir.
Enerji bant diyagrami grafiklerinde hem GC sekansi i¢cin hem de AT sekansi icin DNA
origamide bulunan ekstra sarmalin sisteme yeni enerji seviyelerini ekledigi goriildii.
Ayrica molekiiler orbitallerin daha yiiksek enerjilere kaydigi gozlemlendi. Her sekans
icin dsDNA'ya kiyasla DNA origami nanoyapilarinin bant boslugunun diistigi

goriildii.
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Sekil 3.28: Her yap1 icin HOMO-LUMO araliginin yakininda bulunan 20
dolu ve 11 bos molekiiler orbital i¢in enerji bandi diyagrama.

HOMO-LUMO enerji diyagramlarindan sonra, molekiiler orbitallerin yiik iletimine
katkilarini analiz etmek ic¢in durum yogunluklar1 (DOS) hesaplandi. DOS degerleri
DNA’larin bireysel iplikleri boyunca enerjinin bir fonksiyonu olarak Sekil 3.29°da
verilmistir. Bu grafiklerde yiiksek DOS degerleri kirmizi renkle, diisiik DOS degerleri
ise koyu mavi renk ile gosterilmistir. Her bir yapinin HOMO degerleri beyaz kesikli
cizgi ile grafikler lizerinde vurgulanmistir. Farkl: iplikler I, II, III ve IV olmak tizere
numaralandirilmig ve grafiklerin sol {ist kdsesinde belirtilmistir.

Bu analiz ile hem DNA origami hem de dsDNA'da daha yiiksek DOS degerlerinin
Guanin ve Adenin niikleotidleri {izerinde bulundugu gozlemlendi. Yiik iletiminde
onemli olan orbitallerden olan HOMO ve HOMO-1’in, hem dsDNA hem de DNA
origami yapilarinda farkli iplikler iizerinde lokalize oldugu goriildi. HOMO ve
HOMO-1 arasindaki enerji ne kadar diistik ise yiiklerin bir enerji seviyesinden digerine
gegmeleri o kadar kolay olacaktir. Bunun yani sira, bu orbitallerin molekiil tizerindeki
uzlamsal konumlar1 da &nemlidir. Farkli ipliklerde olmalart durumunda, aym iplik
lizerinde olan orbitallere gore daha az iletim beklenmektedir.

Grafikler, HOMO ve HOMO-1 arasindaki enerji farkinin DNA origami ve dsSDNA’da
farkli oldugunu gostermektedir. Ornegin, GC sekanst DNA origaminin (C1)
HOMO'su, iplik I'in 5 ucundaki Guaninlerde ve HOMO-1’nin iplik IlI'teki 5’
ucundaki Guaninlerde oldugu belirlendi. Bu iki molekiiler orbital arasindaki enerji

ayriminin ise 19 meV oldugu belirlendi (Sekil 3.29 GC sekanst DNA origami — C1).
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Benzer sekilde, AT sekanst DNA origami yapisinda, HOMO iplik IV’de bulunurken,
HOMO-1’in iplik IlI'te lokalize oldugu gozlemlendi (Sekil 3.29 AT sekanst DNA
origami). AT sekansi incelendiginde HOMO ve HOMO-1 enerji seviyelerinin, GC
sekansindan daha fazla ve 92 meV oldugu bulundu. GC sekanslit dsDNA'da ise HOMO
ve HOMO-1 farkli sarmallarda konumlanmis ve aralarindaki enerji farki 100 meV
oldugu belirlendi. AT sekansinin dsDNA yapist i¢in, iki orbital arasindaki enerji

farkinin 38 meV oldugu bulundu.

GC sekansi DNA origami — C1 AT sekansi DNA origami
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Sekil 3.29: GC ve AT sekansli DNA origami ve dsSDNA yapisinin her bir DNA
ipligindeki farkli enerji seviyeleri i¢in durum yogunluklari (DOS).

DOS grafiklerinden, HOMOQO’ya yakin orbitallerin hepsinin niikleotidler iizerinde
oldugu goriilmektedir. Gegis bolgelerinin ise hem GC hem de AT sekansi igin
HOMO’ya yakin enerji seviyelerinde diisik DOS degerlerine sahip oldugu ve bu
bolgelerdeki yiiksek DOS degerlerinin —5.5 eV ¢evresinde oldugu belirlenmistir. Gegis
bolgeleri i¢in HOMO civarinda gozlenen disiik DOS degerlerinin sebebinin, bu
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spesifik bolgede DNA niikleotidleri yerine omurga atomlarmmin varligi oldugu
diistiniilmektedir.

DFT hesaplamalarindan Fock ve Overlap matrisleri elde edilip, daha oOnceki
boliimlerde bahsedildigi gibi yiik taginim hesaplamalart gerceklestirildi (Sekil 3.30).
GC origami konformasyonlar1 (C1 ve C2), AT origami ve dsDNA’lar i¢in iletkenlik
hesaplamalariin sonuglar1 Sekil 3.30’da verilmistir. Sarmallar {izerinde farkli temas
noktalar1 secilerek, gecis bolgesinin elektriksel iletkenlikteki etkileri arastirildi.
Grafikteki farkli durumlar sarmal numaralarina gore adlandirilmistir: DNA origaminin
tek bir sarmalinin iki ucunda olan durum sarmal 1 tizerindeyse DO — sarmal 1, sarmal
iki tizerindeyse DO — sarmal 2 olarak; Sarmal 1’in iist baz ¢iftinden sarmal 2’nin alt
baz ¢iftine temas atomlarinin se¢ilmesi durumu DO — sarmal 1°den 2’ye, bu durumun
tam tersi DO —sarmal 2’den 1’e olacak sekilde; son olarak hem sarmal 1 hem de sarmal
2’den temas atomlarinin ayni anda se¢ildigi durum DO — hepsi olarak adlandirilmistir.
Sekil 3.30°da bolgelerinin sematik gosterimi ve isimleri verilmistir.

GC sekansi C1 konformasyonu ve AT sekansi igin HOMO seviyesinde (E=0), DO —
sarmal 1 (yesil), DO — sarmal 2 (mor) ve DO — hepsi (mavi), DO-sarmal 1’den 2’ye
(pembe) ve DO sarmal 2’den 1’e (kirmiz1) gore daha yiiksek iletkenlige sahip oldugu
goriildii. Burada altta yatan fiziksel nedenin, gecis bolgelerinde HOMO ¢evresinde
diisiik DOS degerlerinin goriinmesi oldugu diisiiniilmektedir.

Gegis bolgeleri, GC C1 ve AT konformasyonlar: igin sistemin HOMO'suna yakin
yiiksek DOS degerlerine sahip degildir. ki temas atomu arasinda gegis bolgesinin
bulunmasi durumlarinda (DO sarmal 1'den 2'ye ve DO sarmali 2'den 1'e), yiiklerin
bulunabilecegi bir enerji seviyesi olmadigi icin iletkenlikte diisiis gorildigi
diistiniilmektedir.

HOMO enerji degerinde (E=0) dsDNA'nin iletkenligi, GC sekans1 C1 konformasyonu
ve AT sekans1 DO — sarmal 1’den 2’ye ve DO sarmal 2°den 1’e durumundan sirasiyla
iic ve on kat daha yiiksektir. Benzer durum, GC sekans1 C2 konformasyonunun
iletkenlik grafiklerinde de gozlenmistir. C2 durumunda, Sekil 3.26'da gosterildigi gibi,
sarmal 2'nin uglar1 helisel eksendeki doniis nedeniyle sarmal 1 ile temas halindedir.
Bu, Sekil 3.31'de gosterildigi gibi iki sarmal arasinda bir orbital etkilesiminin
olustugunu diisiindiirmektedir. C1 konformasyonunda, molekiiler orbitaller belirgin
bir sekilde Sarmal 1 veya 2'de bulunurken, C2 konformasyonunda, Sarmal 1'deki

orbitallerin Sarmal 2'ye dogru yayildig1 gériilmektedir. Bunun DO — sarmal 1’den 2’ye
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ile DO — sarmal 2’den 1’e durumlarinda daha yiiksek yiik tasiniminin sebebi oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 3.30: Farkli noktalardan temas atomu segilerek hesaplanan yiik taginimi
grafikleri.
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Sekil 3.31: GC sekansi igin ”farkh temsili konformasyonlarina yansitilan

HOMO'dan HOMO-3'e molekiiler orbitaller.
DNA origami dsDNA'nin yiik taginimi karsilastirildiginda, GC sekansi icin DNA
origamiye gore diisilk, AT sekanst i¢in DNA origamiden biraz yliksek iletkenlik
degerine sahip oldugu goriildii. Daha 6nce bahsedildigi gibi, dSDNA'nin HOMO ve
HOMO-1'i arasindaki enerji ayrimi, GC sekans1 C1 ve C2'deki DNA origamiden daha
biiyiiktiir. Ote yandan, AT sekansinda, dsDNA'nin enerji seviyeleri, Sekil 3.27'de
gosterildigi gibi, DNA origamininkinden daha yakindir. Bu nedenle GC sekansi i¢in
dsDNA daha diisiik iletkenlik gosterirken, AT sekansi i¢in daha yiiksek iletkenlik
gosterdigi diisiiniilmektedir.
Sonug olarak, bu bolimde gerceklestirilen MD simiilasyonlar1 ile DNA origami
yapilarinda, sarmallarin  birbirlerine gore hareket ederken, kendi iglerinde
kararliliklarin1 koruyabildikleri ve ¢ift sarmal DNA’ya benzer salinimlar yaptiklar
belirlendi. DFT ve yiik tasinimi hesaplamalart ile DNA origami yapilarinin, ayni
diziye sahip dsDNA'dan daha fazla molekiiler orbitallere sahip oldugu goriildii.
Bununla beraber orbitaller arasindaki enerji seviyesi farkinin dsDNA’lara gore
azaldig1 gozlemlendi. Gegis bolgelerinin, DNA sarmallar1 arasindaki tek etkilesim
olmas1 durumunda iletkenlikte diisiise neden oldugu belirlendi. Gegis bolgelerinin
HOMO enerji seviyesi yakinlarinda diisitk durum yogunlugunun olmasinin bu diisiisiin
sebebi olabilecegi diisiiniildii. Elektrot temas noktalarinin ayr1 sarmallar iizerindeki
konumu, origami yapisindaki sarmallarin ayni diziye sahip olmalarma ragmen, bu
sarmallarin yap1 boyunca molekiiler orbital dagilimina bagh olarak farkli elektronik
ozelliklere sahip olabilecegi gozlemlendi. Bu ¢alismalar, gegis bolgesindeki omurga

atomlarinin bagka molekiiller ile modifiye edilmesi ve bu modifikasyonlarin iletkenlik
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iizerindeki etkileri arastirilmasi ile gelistirilebilir. Bu sayede, origami tabanli

elektronik tabanli yeni cihazlarin gelistirilmesinin 6nii agilabilir.

3.4  DNA Origami Yapisina Gegis Bolgesi Dagilhim ve Iyon Konsantrasyonu
Etkisi

DNA origamilerin elektriksel 6zelliklerine gegis bolgelerinin (GB) etkisi bir 6nceki
boliimde gosterildi. GB’lerin, DNA sarmallar1 arasindaki itici kuvvetleri dengelemesi
nedeniyle DNA origami yapilariin kararliligini korumada 6nemli bir rol oynadigi
diistintilmektedir (Xin vd., 2022). Bununla beraber, literatiirde yapilan ¢aligsmalar ile
¢ift sarmal DNA ile ilgili yapilan birgok teorik (Auffinger vd., 2000; Chen vd., 2012;
Lipfert vd., 2014) ve deneysel (Kriegel vd. 2017; Fu vd., 2020) ¢alismadan bilindigi
tizere DNA’nin konformasyonu ortamdaki soliisyona (su, etanol, vb.), etkilestigi
iyonlarin tipine ve konsantrasyonuna (Na*, K*, Mg, vb.) ve cesitli biyolojik
molekiillere (ilag molekiilleri, peptitler, vb.) baglidir. DNA origamilerin de farkli tuz
konsantrasyonlarinda yapisal biitiinliiklerinin degistigi deneysel olarak gosterilmistir
(Kielar vd., 2018). Bu deneylerde, yapilar AFM veya TEM ile karakterize edildigi i¢in,
DNA origami nanoyapilari genellikle bir yiizey ile etkilesim halindedir. Bu
caligmalarda GB’lerin etkisinin yani sira DNA’larin yiizey ile etkilesimlerinden
kaynaklanan yapisal degisimlerin de mevcut olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
deneysel ¢alismalardan yalnizca GB’lerin etkilerini agiga ¢ikartmak oldukg¢a zordur ve
bilgisayarlt hesaplamali yontemlere ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bu bdliimde, DNA
origamilerde farkli GB sayisima ve pozisyonuna sahip yapilarda tuz
konsantrasyonunun konformasyon iizerindeki etkileri arastirilmistir.

Bunun i¢in, tamamen ayn1 sekansa (M 13 fajindan izole edilen m13mp18 (Rothemund,
2006) viral genomun sekansi kullanildi) sahip, altili sarmaldan olusan (Sekil 3.32) ve

farkli GB tasarimlarina sahip ti¢ DNA origami yapist olusturuldu (Sekil 3.33).

63



=]
>
0
= >
> -
4
[g]
—
[n]
[g]
[g]
>
>
>
>
>
o
0
[}
[n]
[#]
>
>
>
O
-
[}
0
>
>
0
0
-
[g]
>
o
[}
—~
[n]
[g]
bS
>
[}

[ B [ &
— @ — [}
@ > @ >
> > > >
— (9] — (nNe]
> [ > [a}
@ — n] -
> [} > [a}
[g] (9] 9] @
[} > a] >
[} O n] (e}
— — - —
— [g] — [g]
— (9] — 9]
- > - >
— > - >
O [g] O O
@ @ @ @
0O - 0 —
[g] (g} O (9]
(e} > 0 >
— > — >
- > - >
- @ - [n]
@ @ (n] @
> [a} - > [}
[g] (e} O [g]
@ (9] n] @
— > - b
— > - >
(o} > (] >
[a} > (] >
> > > >
@ [e] n] [e]
- e} - O
O @ 9] @
[g] — (9] —

- > (e} > (g}
O - 3] —
[} > ] >
= = = =
— s} - O
O > 0 >

[=]
@
>
b
O
@
—
[n]
@
bS
[g]
—
0
(9]
>
>
[g]
@
—
(9]
>
b
>
[n]
@
@
(g}
@
>
b
>
>
>
[g]
0
@
—
(g}
—
>
—
0
>

Sekil 3.32: Iyon konsantrasyonu ve gecis bolgesi sayis1 etkilerini anlamak igin
tasarlanan altili sarmal DNA origamisindeki her bir sarmalin sekanslari
(m13mp18 (Rothemund, 2006) viral genomun sekans1 kullanildi).

[k yapida GB’ler caDNAno programinin &nerdigi sekilde her bir sarmalda iki adet GB
(toplamda 12 adet GB) olacak sekilde olusturuldu ve bdylece GB’lerin nanoyapi
icerisinde homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Olusturulan yap1 Nanoyapi I olarak
adlandirildi. Daha sonra bu yap1 {izerinden uglara ve merkeze yakin bolgelerden beser
adet GB silinerek yapi igerisinde GB’lerin heterojen dagildig: yeni iki yap1 olusturuldu
ve bu yapilar Nanoyapi II ve Nanoyapi III olarak isimlendirildi (Sekil 3.33).

Literatiirdeki caligmalardan yararlanilarak (Roodhuizen vd., 2019; Kielar vd., 2018)
15 mM ve 50 mM olmak tizere iki farkli konsantrasyon, 6rnek inceleme olarak se¢ildi
ve olusturulan yapilar bu soliisyonlar i¢erisinde, NAMD (Phillips, 2005) programi ile,
tamamen ayni prosediir uygulanarak, 200 ns i¢in simiile edildi. Bu prosediirde, ilk
olarak, DNA origami molekiilii hareketsiz tutulup 48000 adimda eslenik gradyan
metodu ile enerji minimizasyonu gergeklestirildi. Daha sonra, simiilasyon kutusunun
ve sistemin dengeye gelebilmesi icin DNA origamilerin hareketi belirli bir kuvvet

oraninda kisitlanarak dengeleme simiilasyonlar1 uygulandi.
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Sekil 3.33: Iyon konsantrasyonu ve gecis bolgesi sayisi etkilerini anlamak igin tasarlanan DNA origami yapilarinin caDNAno sematik
gosterimi
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Kisitlama kuvveti, k, her 4,8 nslik simiilasyon siiresi sonunda kademeli olarak
azaltilarak (k = 0,5, 0,1, 0,01 ve 0 (kcal/mol/A?)) olacak sekilde ~20 ns boyunca
dengeleme simiilasyonlar1 gergeklestirildi. Bunun sonunda sabit basing altinda (NPT)
periyodik sinir kosullar1 kullanilarak 200 ns MD simiilasyonlar1 tamamlandi.
Simiilasyon sirasinda DNA molekiilleri igin CHARMM-36 (Huang vd., 2013) kuvvet
alani kullanirken su molekiilleri ve iyonlar i¢in TIP3P (Jorgensen vd., 1983) kullanildi.
Simiilasyonlarda, van der Waals ve kisa menzilli elektrostatik enerjiler (non-bonded),
8 ve 10 A kademeli kesme degeri (switched cuttoff) kullanilarak hesaplandi. Uzun
menzilli elektrostatik etkilesimler i¢in ise PME algoritmasi kullanildi. Langevin
dinamik kullanilarak sicaklik 300 K'de sabit tutuldu. Simiilasyonlar her 2 fs zaman
dilimi i¢in hesaplatildi ve her 4 fs’de bir kaydedildi. Simiilasyon parametreleri ve
prosediirii literatiirde bulunan c¢alismalar goéz Oniine alinarak segildi (Yoo ve
Aksimentiev, 2013; Gopfrich vd., 2016; Maffeo vd., 2012). MD analizleri yapilirken
ilk 20 ns dengeleme simiilasyonlar1 oldugu i¢in ¢ikartildi ve tiim analizler 20 — 200 ns
arasindaki MD kosumu {izerinden gerceklestirildi.

MD simiilasyonlarinda yapisal kararlilik analizleri RMSD ile hesaplandi. Sekil 3.34’te
her bir yap1 ve ortam kosulu i¢in elde edilen RMSD degerlerinin 20 — 200 ns arasindaki
zamana gore degisimleri verilmistir. RMSD dalgalanmalari, her iki ¢6zelti icerisinde
de Nanoyapi I’in yaklasik 6 A RMSD degeri ile en az konformasyonel degisiklige
sahip oldugunu gostermektedir. Nanoyap1 II ve III’e bakildiginda ise ortalama olarak

10 A'a kadar RMSD degerlerine sahip olduklar1 goriilmektedir.

20
15 mM MgCl,: Nanoyapi |, /1,
15 50 mM MgCl,: Nanoyapi |, Il, Il
og '\
N, \ Aone » " - A W
o o M »

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zaman (ns)

Sekil 3.34: Iki farkl1 tuz konsantrasyonu igerisinde tiim DNA origami yapilari igin
RMSD ve zaman grafikleri. Agik renkler diisiik MgClz konsantrasyonunu ve koyu
renkler yiiksek MgClz konsantrasyonunu temsil etmektedir.

RMSD grafiklerinde, DNA origami yapilarindan u¢ veya merkeze yakin bolgelerden

GB’lerin ¢ikarilmasinin direkt olarak yapilarda daha ¢ok salinimlara neden oldugu ve

baslangic durumuna gore daha ¢ok konformasyonel degisiklige ugradiklar
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gozlenmistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinin RMSD grafikleri karsilastirildiginda ise,
grafikler arasinda belirgin farklara rastlanmamastir.

Baz ciftleri arasindaki hidrojen baglart DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 korumak i¢in
kritik bir bilesendir. Bu nedenle, DNA origamilerin igerisinde bulundugu ortamin
yapisal kararliliga olan etkisini anlamak igin baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar
incelendi. Sekil 3.35, farkli tuz konsantrasyonlari altinda tasarlanan ti¢ origami yapisi

i¢in ortalama hidrojen baglarii gostermektedir.

Nanoyapi | Nanoyapi Il Nanoyap: llI
15mM 50 mM 15mM 50 mM 15 mM 50 mM
B BB B8 == == ==
o OE-ET EEEER- ERSEST EOEEgT B ==
o —
3 - =
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EE_EH= &= = ==l==N==E==

123456 123456 123456 123456 123456 123456
Ortalama H-bagi Sayisi
Sarmal Sayisi 0 1 2 8

Sekil 3.35: Iki farkli tuz konsantrasyonu igerisinde ortalama hidrojen bag
sayisinin baz ciftleri lizerinde gosterimi. Siyah kutular gegis bolgelerinin
bulundugu baz ciftlerini gostermektedir.

Bu analiz ile tuz konsantrasyonundan bagimsiz olarak, tiim yapilarda terminal baz
ciftlerindeki hidrojen baglarinin bozuldugu goriildii. Bu bozulmalar AT baz ¢iftlerinde
daha belirgindir. Nanoyapr I i¢in tuz konsantrasyonu 15 mM'den 50 mM'ye
yiikseltildiginde, GB’ler etrafindaki ortalama hidrojen bagi sayisinda bir artis gozlendi
ancak bu trendin tiim yapiya yayilmadigi goriilmektedir. Nanoyap1 II’de merkez alana
yakin bolgelerde, 6zellikle sarmal 5°te, baz ciftleri arasindaki ortalama hidrojen bagi
sayisinda bir azalma gozlemlendi, fakat yapinin diger bolgelerinde gozle goriiliir bir
fark bulunamadi. Ayrica, Nanoyap: III’te ortalama hidrojen bagi sayisinin biiyiik
Olciide degismeden kaldig1 gézlemlendi.

DNA origami yapilarinin kararliliginin sarmallarin kendi i¢indeki baz ¢iftleri
arasindaki etkilesimlerine ek olarak, baska faktorlere de bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. DNA omurgasinin negatif yiiklii dogasi nedeniyle, DNA sarmallari

arasindaki elektrostatik etkilesimler, tuz konsantrasyonundaki ile degisebilir. Bu
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hipotezi test etmek icin sarmallar arasindaki dinamik degisimler analiz edildi (Sekil
3.36).

Kitle Merkezi

4
DNA Origami Sarmallari

Sekil 3.36: DNA origami sarmallar1 arasindaki etkilesimleri incelemek igin
kullanilan her 7 baz cifti (bg) bolgesinin sematik gdsterimi.

42 baz ¢iftinden olusan DNA origami, P1’den P6’ya alt1 adet 7’lik baz ciftinden olusan
bolgelere ayrildi. Her bir bolge icin ayri ayr kiitle merkezi koordinatlarinin zamana
gore degisimi incelendi. Origami yapilart biiyiik oldugu i¢in bu seklide bolgelere
ayirarak analiz yapmak yapilari karsilastirma agisindan kolaylik saglamaktadir.

Sekil 3.37, DNA origami sarmallarinin her bir 7 baz ¢ifti (bg) bolgesinin kiitle
merkezinin XY diizleminde koordinatlarinin zamana gore degisimini gostermektedir.
Grafiklerde verilen siyah noktalar ise kiitle merkezi hareketinin ortalama degerlerini
gostermektedir.

Tim yapilarda, ilk ve son 7 b¢ (P1 ve P6) bolgelerinin, yapilarin geri kalanindan
onemli Olgiide daha yiiksek salinim yaptig1 goriildii. Ayn1 konsantrasyon altinda
Nanoyapilar (I, II ve III) karsilastirildiginda Nanoyap1 I’de diger iki yapiya gore
onemli oranda daha az salinnm oldugu fark edildi. Bunun nedeninin sarmallar
icerisinde GB’lerin homojen bir sekilde dagilmasi oldugu disiiniilmektedir. Tuz
konsantrasyonuna gore bolgeler karsilastirilldiginda Nanoyapr I’de iki tuz
konsantrasyonu arasinda benzer davranmiglar goriildii. Nanoyapr II’de P1’de tuz
konsantrasyonunun arttirilmasi ile daha fazla salininm olurken P6’da daha az bir
salinim, Nanoyapi III’te ise P2 ve P3’te tuz konsantrasyonunun artmasi ile salinimlarin

azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 3.37: Her bir 7 baz ¢ifti (bg) bolgesinin kiitle merkezinin XY diizleminde
koordinatlarinin zamana gore degisimini.

Daha sonra, her bir baz iizerindeki hareketli bolgelerin karsilastirilmasi i¢in RMSF
degerleri hesaplandi. Sekil 3.38’de sag tarafta RMSF degerlerinin her bir niikleotide
(ResID) gore degisimi verilmistir. Sol tarafta ise bu degerlerin ii¢ boyutlu DNA
origami tzerindeki karsilifi sunulmustur. Yap: {lizerinde verilen koyu renkler
RMSF’in biiyiik, agik renkler ise diisiik oldugu degerleri temsil etmektedir.
Grafiklerde, yiiksek tepe noktalarina sahip alanlar, her sarmaldaki u¢ niikleotidlere

karsilik gelmektedir.

69



og 15 15[7‘1M 50 mM
‘L,L) s \,M {\w N J\«MWL/\M
= 5 A A Mo
0 0 100 200 300 400 500
ResID
. 20
< 15 50 mM I
w10/l kLl
= 5|\
= 0
0 100 200 300 400 500
ResID
20
= b i
L 10 W / k f A\ jv
g 5 I\, ASVAV A A\/ ‘-ﬂ;‘ l \ N V
S ¢
0 100 200 300 400 500
ResID

Sekil 3.38: Her bir DNA origami yapis1 icin RMSF degerleri ve ortalama yap1
izerinde gosterimi.

RMSF grafikleri incelendiginde, u¢ bolgelerdeki RMSF degerlerinde az da olsa bir
diisiis goriildiigii soylenebilir. Ozellikle Nanoyap1 1I’deki ellinci ResID civarinda
RMSF’te ciddi bir diistis goriilmektedir. Ancak, genel olarak tiim yapiya bakildiginda
tuz miktar1 artisiyla ciddi bir RMSF degisikligine rastlanmamustir.

Bu boéliimde yapilan MD calismalart ile GB sayis1 ve konumlarinin DNA origami
yapilarinin konformasyonlarini etkiledigi gosterildi. Sarmallar icerisinde sekanslar
birebir ayn1 olsa bile GB pozisyonlarinin ve sayisinin degisimi sonucu baz ciftleri
arasindaki hidrojen baglarim1 anlaml 6lciide etkilemedigi goriildi. RMSF degerleri
karsilastirildiginda her {i¢ yap1 i¢cin de tasarimdan bagimsiz olarak u¢ bolgelerde
salinimlarin yiiksek oldugu gozlendi. Fakat, yapilan simiilasyonlarda farkli tuz
konsantrasyonlarinin yapisal kararlilik iizerindeki etkisinin anlasilmasi i¢in yeterli
olmadig1 sonucuna varildi. Bunun i¢in ileriki ¢aligmalarda ayn1 yapilarin birden fazla
molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilebilir, istatiksel analiz yapilabilir ve
farkl1 tuz konsantrasyonlarinda simiilasyonlar gergeklestirilebilir. Burada iiretilen
analiz yontemleri kullanilarak tuz konsantrasyonunun yapisal degisimler iizerindeki
etkisi incelenebilir. Boylece, hem DNA origami tabanl cihazlarda kullanilacak DNA
origamilerin konformasyonlar1 tahmin edilebilir, hem de istenilen konformasyon igin

gerekli tuz konsantrasyonu tayin edilebilir.
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3.5  Biyoelektronik Uygulamalar icin DNA Origami Nanogozenek Y apisi

Gilinlimiiz bilgi teknolojilerinin temeli elektron ve bosluklarin yari iletken cihazlar
igerisinde kontrollii hareketine dayanmaktadir. Aksine, canli sistemlerde bilgi isleme,
molekiillerin ve iyonlarin farkli proteinler ve enzimler araciligiyla kesin ve diizenli
hareketlerini icerir. Bu hareket, herhangi bir yari iletken cihazda goriilmeyen bir
¢oziniirlikte ve karmasiklikta ¢ok gesitli iyon kanallari ve pompalari tarafindan
gergeklestirilmektedir. Bu karmasik biyolojik sistemlerin yari iletken teknolojileri ile
ara ylizey olusturulup bir cihaz haline getirilmesi, silikon bazli elektronik cihazlarin
Otesinde yeni terapi ve biyosensOr uygulamalarini ortaya g¢ikarma potansiyeline
sahiptir. Bu sayede, hiicre igerisinden daha hizli bilgi alma ve bir¢ok hastaligin erken
teshisi saglanabilir.

Molekiiler 6l¢ekte niikleik asit sarmallarini kontrol etmenin kolayligi nedeniyle, DNA
origami teknolojisi, zar proteinlerini taklit etme ve nano gozenekler olusturmak igin
yiiksek potansiyele sahiptir. Zar proteinlerinin aksine, DNA origami ile istenilen
boyutta ve fonksiyonda nanogozeneklerin olusturulmasi mimkiindiir. Ayrica iyi
tanimlanmis sekli ve farkli boyutlar1 sayesinde DNA origaminin bir ylizey lizerinde
litografik sabitlestirilmesi saglanabilir. Boylece, bir cihaz igin istenilen sayida DNA
origami, istenilen sekilde bir araya getirilebilir. Tiim bu sebepler DNA origami
nanoyapilarini zar proteinlerinin yaninda avantajli konuma getirmektedir.

DNA origaminin bu avantaji kullanilarak MIT, UC Santa Cruz (UCSC) ve UW ile
ortak yapilan bir proje ile yeni bir organik — inorganik biyosensor prototipi
gelistirilmesi  {izerine c¢aligmalar yuritildi. Bu cihazda protonlarin DNA
nanogozenekten gecerek, altta bulunan paladyum malzemesiyle etkilesime gegmesi ve
bu etkilesim sonucunda elektriksel akim olusturmasi ile proton konsantrasyonunun
elektronik sinyale doniistiirilmesi hedeflenmektedir. Bu proje kapsaminda deneyler
MIT ve UCSC’da, teorik ¢alismalar ve modeller ise TOBB ETU ve UW ortak
calismasi olarak gerceklestirildi.

Bu tez kapsaminda, bu proje i¢in gelistirilecek nanogdzenek tabanli biyosensdr igin
DNA origami nanoyapisinin deneylerde memeli hiicre zarlarinda bolca bulunmasi
nedeniyle kullanilan 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DOPC) lipit ¢ift tabakasi ile
etkilesimi MD simiilasyonlar1 ile incelendi. Bunun igin oncelikle DNA origami
nanoyapisi diger boliimlerde oldugu gibi caDNAno programi kullanilarak olusturuldu.

DOPC lipit tabakast CHARMM-GUI (Jo vd., 2008) platformu kullanilarak
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modellendi. Kolesterol-TEG uzantilarini, literatiirde (Joshi vd., 2019) saglanan
parametreler kullanilarak olusturuldu ve baglayici ipliklerin 3' ucuna kovalent olarak
baglandi. Daha sonra Kolesterol-TEG uzantili alti sarmaldan olusan DNA origami
(Sekil 3.39) nanogozenek yapisi CHARMM-GUI kullanilarak onceden dengeye
getirilmis DOPC lipit ¢ift tabakasi igerisine yerlestirildi.

Baslangig Kolesterol-DNA Origami Yapisi

Kolesterol

Sekil 3.39: Lipit ¢ift tabakasi arasina yerlestirilen kolesterol ile

fonksiyonellestirilmis DNA origami yapisinin simiilasyon baslangi¢ yapisi.
DNA ve kolesterol modifikasyonlar1 simiilasyonda CHARMM 36 ve CGenFF kuvvet
alanlar1, su molekiilleri ve iyonlar ise TIP3P kuvvet alan1 kullanilarak modellendi.
Tiim sistem hiicre i¢i ortama yakinsayacak sekilde 0.15 KCI elektrolit ¢ozeltisi
igerisine yerlestirildi. Sistem olusturulduktan sonra, Kolesterol-TEG konjuge DNA
origami yapisi sabit tutularak lipit molekiillerine 50000 adim enerji minimizasyonu
uygulandi. Daha sonra, diger 50000 adim igin Kolesterol-TEG konjuge DNA
origamisi harmonik olarak kisitlama altindayken tiim sistem simiile edilerek lipit ¢ift
tabakas1 ve su molekiillerinin dengeye gelmesi saglandi. Bir sonraki adimda tiim
harmonik kisitlamalar serbest birakilarak, tiim sistem 3 ns MD simiilasyonu ile
dengelendi. Son olarak, her 4 fs'de bir koordinatlar kaydedilerek tiim sistem 295 K'de
64 ns i¢in 2 fs zaman adimiyla modellendi. Simiilasyonlar sirasinda VDW kesme
degeri 12 A olarak alinirken, elektrostatik etkilesimler PME yontemi ile hesaplandi.
SHAKE algoritmasi hidrojen atomu ile ilgili baglari smirlandirmak i¢in kullanildi.
Tiim sistem 64 ns MD simiilasyonuna tabi tutuldu. Simiilasyonlar sonunda elde edilen
yap1 Sekil 3.40’ta gosterilmistir. Simiilasyon sonucunda DNA ile lipit tabakasinin
toroyidal bir sekilde etkilestigi goriildii. Bu gozlemin literatiirde yapilan diger
caligmalar ile uyumlu oldugu goriildi (Xing vd., 2022; Krishnan, vd., 2016; Gopfrich,
vd., 2016).
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Sekil 3.40: Kolesterol-TEG ile modifiye edilmis DNA origaminin lipit ¢ift
tabakasi icerisinde yapilan 64 ns MD simiilasyonu sonucunda elde edilen
yapilarin {i¢ boyutlu goriintlisii. A) DNA origami lipit icerisindeki iken z-X
diizleminden goriintii, sistemin daha net goriilebilmesi i¢in lipit molekiillerinin
bir kismi, su molekiilleri ile iyonlar gosterilmemektedir. B) DNA origaminin
lipit yilizeyi ile etkilesen niikleotitlerinin yakinlagtirilmig gosterimi. C)
Nanogo6zenegin yukaridan goriintiisii (daha net bir goriintii i¢in lipit ve su
molekiilleri gosterilmemektedir).
Sekil 3.41°de MD simiilasyonlarinda elde edilen RMSD grafigi ve DNA origamide
sarmallarin ucunda bulunan Adenin niikleotidlerinin lipit ¢ift tabakasmna olan
uzakliklarinin zamana goére degisimleri gosterilmistir. DNA origaminin lipit ¢ift
tabakast igerisinde kararli bir sekilde kalabilmesi bu nanogdzenek sisteminin
kullanilabilmesi i¢in 6nemlidir. RMSD grafigine bakildiginda RMSD degerlerinin 20.
ns’den sonra 7.5-10 A bandinda degistigi goriildii. Sekil 3.40°ta gosterildigi gibi, 64
ns sonunda helikslerden biri yiizey lipit molekiilleri ile etkilesime girmektedir. Her bir

DNA ucundaki bazlarin kiitle merkezinden ylizey atomlarimin kiitle merkezine olan

uzakligin zamana gore degisimi incelendi (Sekil 3.41 B).
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Sekil 3.41: MD simiilasyonlarindan elde edilen RMSD grafigi ve DNA ug
kisimlarinin lipit ¢ift tabakasina olan uzakliginin zamana gore degisimi.

DNA sarmallarindan sadece birinin lipit yiizeyi ile etkilestigi ve bunun da 50 ns
sonunda ortaya ¢iktig1 gozlemlendi. Bu davranig, DNA origaminin lipit molekiiller ile
etkilesime sokularak daha kararli bir baglanma yapilabilecegini diigiindiirmektedir.

Gelistirilecek cihaz i¢in 6nemli olan gozenek bolgesindeki dinamik degisimlerin
anlasilabilmesi icin karsilikli DNA origami sarmallarinin baz ciftleri arasindaki

mesafelerin zamana gore degisimi incelendi (Sekil 3.42 A).
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Sekil 3.42: A) DNA origami sarmallarinin karsilikli baz giftleri arasindaki
uzakligin zamana gore degisimi ve B) ortalama uzakliklar.
Sarmallar arasindaki mesafelerin belirli uzaklikta salindig1 gozlenirken, Sarmal 2 ve 5
arasindaki uzakliklarin 12 nm’ye kadar ¢iktig1 gézlemlendi. Bunun sebebi, Sekil 3.40
ve 41°de de gosterildigi gibi sarmallardan birinin lipit yiizeyi ile etkilesime girmesidir.
Ortalama uzakliklara bakildiginda (Sekil 3.42 B) ise gozenek bolgesindeki 6 nm’lik
aciklik simiilasyon boyunca korunmustur. Bir DNA ¢ift sarmalinin yarigapinin 1 nm

oldugu goz oniine alindiginda, ortalama gozenek boyutunun 3 ila 4 nm arasinda
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olacag diigiiniilebilir. Lipit zar disinda kalan DNA sarmallarindaki hareketlilik,
sarmallarin birbirinden uzaklasmasina neden olsa da RMSD grafiginden de
anlasilacagr lzere Kolesterol-TEG uzantilari DNA origamiyi lipit cift tabakasi
igerisinde kararl1 hale getirmektedir. Bu simiilasyonlar ile, DNA origami uzunlugunun
ve kolesterol modifikasyonlarinin lipit ¢ift tabakasi icerisindeki kararliligi bozmadan
DNA origaminin nanogézenek 6zelligi saglayacagi sonucunu desteklemektedir (Luo
vd., 2023).
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4. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, DNA origami nanoyapilarinin yapisal kararliliklar1 molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 ile arastirildi. Cesitli nanoteknolojik uygulamalar i¢in, farkli
DNA origamilerin ii¢ boyutlu yapilar1 modellendi ve altin (111) yiizeyinin, farkli
sekanslardan olusan gecis bolgelerinin ve tuz konsantrasyonu farkinin konformasyon
tizerindeki etkileri arastirildi. Biyoprotonik uygulamalarda kullanilmasi icin DNA
origami nanoyapisinin DOPC lipit ¢ift tabakasi icerisindeki yapisal kararlilig
incelendi. Genisletilmis Hiickel metodu, yogunluk fonksiyonel teorisi ve yiik taginim
hesaplamalar1 ile DNA origamilerin elektriksel iletkenliklerinde yola bagimlilik
arastirild1 ve gecis bolgelerinin elektriksel dzelliklere etkisi agiga ¢ikarildi. Cift sarmal
DNA ile altin (111) yiizeyi arasindaki etkilesimler molekiiler dinamik simiilasyonlari
ile incelenerek altin yiizeyinin etkisi sonucu DNA’da olusan yapisal deformasyonlarin
DNA’nin elektriksel iletkenligine olan etkileri incelendi.

Yapilan calismalar ile DNA origaminin altin (111) ylizeyine yerlestirilmesi
sonucunda, yiizey ile etkilesimde olan DNA sarmallarin terminal baz ciftlerinden
deformasyona ugradig: gosterildi. Terminal baz ciftlerinin ¢ift sarmal yapiy1 bozup,
yiizey ile etkilestigi gozlemlendi. Bu bilgi 1s181nda ti¢ farkl ¢ift sarmal DNA sekansi
tasarlandi ve yapilar ii¢ boyutlu olarak altin (111) yiizeyi tizerinde modellendi. MD
simiilasyonlar1 sonucunda tiim konformasyonlar kiimeleme algoritmalar1 kullanilarak
gruplara ayrildi ve her bir grubu temsil eden temsilci yapilar se¢ildi. Segilen temsilci
yapilarin, enerji minimizasyonu yapildiktan sonra DFT hesaplamalari ile elektronik
bant yapilar1 ve molekiiler orbitalleri incelendi. Her sekans i¢in konformasyon
degisimi ile altin yiizeyi ile etkilesimde olan atom sayisinin, HOMO degerlerinin ve
molekiiler orbitallerin pozisyonlarinin degistigi gosterildi.

DNA origamide Genisletilmis Hiickel metodu kullanarak yapilan elektronik yap1 ve
Green fonksiyonu temelli yiik tasinimi hesaplamalarinda, yap icerisinde en kisa ve en
uzun iletim yollariin se¢ilmesi durumunda iletkenligin yola bagli olarak degistigi ve
yol kisaldik¢a elde edilen iletkenlik degerinin arttigi gosterildi. Daha sonra gecis
bolgeleri tizerine odaklanild1 ve farkli iki sekansta (GC ve AT sekansli) birer gegis
bolgesine sahip DNA origami yapilart modellendi. DNA origamilerde HOMO enerji
seviyesinin, cift sarmal DNA’ya gore, daha yiiksek enerji seviyelerine dogru kaydigi
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gozlemlendi. Molekiiler orbitallerin konumlar1 incelendiginde 6zellikle HOMO ve
HOMO’ya yakin orbitallerin hangi iplikte oldugundan bagimsiz olarak Guanin bazlari
tizerinde konumlandigi gézlemlendi. Gegis bolgeleri genellikle DNA omurgasi ile
olusurken, gecis bolgesindeki bazlarin her iki iplik¢ik igerisinde kendi eslenigi ile
eslesmeye devam ettigi gozlendi. Bu nedenle, gecis bolgeleri {izerinde HOMO enerji
seviyesi yakin orbitallerin bulunmadigi gosterildi. Sarmallar arasinda bir etkilesim
olmamast durumunda DNA origamilerdeki gecis bolgelerinin iletkenligi
diisiirebilecegi gézlemlendi.

Gegis bolgesi sikligi ve ortamda bulunan tuz konsantrasyonunun DNA origami
konformasyonlarina olan etkisini arastirmak i¢in ayni1 sekansa sahip li¢ farkli DNA
origami yapisit modellendi. Yapilardan bir tanesi on iki adet gegis bolgesine sahipken
diger ikisi yedi adet gecis bolgesine sahip olacak sekilde olusturuldu. Yedi gecis
bolgesine sahip yapilardan birinde gegis bolgesi yogunlugu ug¢ bolgelerdeyken
digerinde yapmin orta bolgelerinde olacak sekilde belirlendi. U¢ yap1 farkli tuz
konsantrasyonlarinda simiile edildi. Gegis bolgesi sayisinin yapisal kararlilig1 arttirdigi
goriiliirken, tuz konsantrasyonun belirgin bir etkisine rastlanmadi. Gegis bolgesi
sayisinin sarmallar arasindaki hareketleri etkiledigi goriildii. Ancak gegis bolgesi
sayisinin heliks i¢indeki hidrojen bagi sayilarinda bir etkiye rastlanmadi.

Ortak ¢alisma gruplarimiz ile gelistirmeye devam ettigimiz DNA origami tabanli
nanogozenek cihazi i¢gin DNA origami nanoyapisinin lipit ¢ift tabaka icerisindeki
yapisal kararliligt molekiiler dinamik simiilasyonu ile incelendi. DOPC lipit ¢ift
tabakas1 icerisinde gozenek olusturan DNA origami nanoyapisinin, lipit tabaka
disarisinda kalan bolgelerdeki artan salimimlara ragmen kolesterol molekiilleri ile
modifiye edilmesi ile kararl bir sekilde lipit tabaka igerisinde tutulabildigi gosterildi.
42 baz ciftinden olugsan bu yapinin biyosensor uygulamalart i¢in yeterli uzunlukta
oldugu ve kararli bir nanogézenek olusturdugu gosterildi.

Bu tezden elde edilen sonuglar dogrultusunda ileride DNA origami nanoyapilarin
farkli yiizeyler tizerindeki konformasyonel degisimleri incelenebilir. DNA origami
yapilarinin ylizeyden dolayr ugradigi deformasyonlarin azaltilmas: i¢in kullanilan
yiizeylerin hangi malzemelerle kaplanmasi gerektigi arastirilabilir. DNA origamilerde
yola baglh olarak degisen iletkenlik Ozellikleri kullanilarak, farkli origami
tasarimlarinda iletkenlik degerleri karsilagtirilabilir. Gegis bolgelerindeki durum
yogunlugunun artirilmasi i¢in faydali olabilecek molekiiller arastirilabilir. DNA

sarmallar arasinda iletkenlik diisiisiinii engelleyecek molekiiler kopriilerin kurulumu
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incelenebilir. Farkl yiizeylerin elektriksel iletkenlik iizerindeki etkileri ¢alisilabilir ve
bu etkilerin anlagilabilmesi i¢in yeni hesaplama yontemleri gelistirilebilir. DNA
origami yapilarina iyonlarin etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in farkli konsantrasyon
ve geometrilerde simiilasyonlar gergeklestirilebilir. Farkli kuvvet alanlarinin iyon
etkisini modelleme tizerindeki etkileri ve sistemi daha iyi modellememizi saglayacak
yeni kuvvet alanlari arastirilabilir. Protein data bankasi (PDB)’ye yiiklenen DNA
origami cryo-EM yapilar1 kullanilarak yapisal &zellikler arastirilabilir. Ileride
yapilacak kapsamli deneyler ile, farkli kararlilikta tasarlanan DNA origami
nanoyapilarinin elektriksel Ozellikleri karsilastirilarak, istenilen uygulamaya gore
tasarim parametrelerinin optimizasyonu saglanabilir. Bdylece, nanoteknolojide kolay
liretim ve tasarim saglayan bu DNA origami nanoyapilarinin endiistriyel kullanimi

miimkiin hale getirilebilir.
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EK 1: MD analizlerinde kullanilan Jupyter Notebook kodu (dsDNA i¢in
gosterilmistir)

import pytraj as pt

import matplotlib.pyplot as plt

gmatplotlib inline

import numpy as np

import pandas as pd

from matplotlib import rcParams

import seaborn as sns

import nglview as nv

rcParams|['figure.figsize'] = 20, 7

rcParams.update ({'font.size': 20});
khkkkkkkhkhkkkhkhhkkkhkhhkkkhkhhhhkhkhhhkhhhhhkhkhhhkrkhhhhhhhrhhhrhkhhhhrkhhhrhihhixiik
traj = pt.load('alltraj nuc.dcd', 'D5 H1 nuc.prmtop')
rmsd _data= pt.rmsd(traj, ref=traj[0])

rmsd _data bb= pt.rmsd(traj, ref=traj[0],
mask=['@P,Q@O0P1,Q@0P2,QC1\"',QC2\"',QC3\"',@C4\",@C5\",@H1I\",@H2\",@H2\ "\
', @H3\',@H4\"',@H5\"',@H5\"\"',Q04\"',Q03\"'"])
rcParams|['figure.figsize'] = 10, 6
x=np.arange (len (rmsd _data))*0.002

plt.plot(x, rmsd data, linewidth=3, label='dsDNA')
plt.xlim([-1, 1007)
plt.ylim ([0, 10])

plt.ylabel ('"RMSD (S\AAS)')

plt.xlabel ('Time (ns)"')

plt.legend(loc="upper left', ncol=3)

plt.show () ;
khkkkhhkkhkhkhkhkhhhhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhrhhhhddhhrrhhhhhhhhkkhhhhhhihhhxx
rcParams|['figure.figsize'] = 10, 7

rcParams.update ({'font.size': 20})

pt.superpose (traj, ref=0)

rmsf data = pt.rmsf (traj)

x atom stl=[0,31,64,97,130,160,190,220,251]

x atom st2=[282,315,348,381,411,441,471,502]
x_atom st3=[533,566,599,632,662,692,722,753]
x atom st4=[784,817,850,883,913,943,973,1004]

plt.plot (rmsf data.T[0], rmsf data.T[1])

plt.vlines(x atom stl, ymin = 0, ymax = 9, colors = 'gray',
linestyle='dashed', alpha=0.5)

plt.vlines(x_atom st2, ymin = 0, ymax = 9, colors = 'red',
linestyle='dashed', alpha=0.5)

plt.vlines(x_atom st3, ymin = 0, ymax = 9, colors = 'orange',
linestyle='dashed', alpha=0.5)

plt.vlines(x atom st4, ymin = 0, ymax = 9, colors = 'black',
linestyle='dashed', alpha=0.5)

plt.xlabel ('atom number')
plt.ylabel ('"RMSF ($\AAS)"')
plt.x1im(-20,522)
plt.ylim(-0.5,9.5);
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** ** ** ** ** ** *%* ** ** *

rcParams|['figure.figsize'] = 20, 7

rcParams.update ({'font.size': 20})

mat nuc = pt.pairwise rmsd(traj, frame indices=range (0, 50000,
plt.imshow (mat nuc, cmap='jet',6 vmin=0, vmax=6)
plt.xlabel ('Time (ns)')

plt.ylabel ('Time (ns)"')

plt.title('ds-DNA"')

cbarl = plt.colorbar()

cbarl.set label ("RMSD ($\AAS)", fontsize = 20)
khkkkhkhkkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhdhdrhhhhhhhdhddhhhhhhhhdhhhhrhhdhhhiiiixx
view = nv.show pytraj(traj)

view.clear representations ()

view.add representation('licorice', selection='all')
view

kkkk ** * % *% *%* * % * ** * %k ** *% *%* *kkkkkkk *%* * %k

df hbonds = pd.DataFrame (data.hb[1l], columns = data.hb[0])
hbonds new=df hbonds.transpose ()
df hbondsxx = pd.DataFrame (data.hb[1])

kK ** ** *kk*k *%* * % * *% * % *kkk *% ** *kkkkkkk *% **

rcParams|['figure.figsize'] = 20, 4

ax = sns.heatmap (df hbondsxx, vmin=0, vmax=3, cmap="crest",
linewidth=0)

xx=np.arange (0,50001,2500)

plt.xticks(xx, [('0O','5', '10','15', '20','25','30",
'35','40','45"','50"','55",
'e0','65','70','75"'",'80','85','90','95',"'100"'], rotation=0)
plt.ylabel ('Base Pair')

plt.xlabel ('Time (ns)')

plt.title('ds-DNA'")

plt.show() ;

khkkkkhkkhkkhkhkkhhhkkhhkhhkhhkhhkhkhkhhkhkkhhkhhhhkhkkhhhhkhhhhhhkhhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkrhkkkk
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EK 2: Yiik tasinim analizleri i¢in kullanilan Jupyter Notebook kodu (dsDNA i¢in
gosterilmistir)

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt
from matplotlib import rcParams
import seaborn as sns

import pandas as pd

import math
kkkkkhkkkkhhkkkhkhhhkkkhhhkkhkhkhhkkkhhhkkkhhhkkkhkhhhkhkkhhhkkkhkhhhkhkhhhkkkhkhhhhkrkhhhkxikikkx

#rcParams|['figure.figsize'] = 10, 7

rcParams.update ({'font.size': 30})

#load files——————————-——-— - oo

TR D5 ds all = pd.read csv('T D5 dsDNA all.csv', header=None)

kK ** * % *%* * % ** *%* ** *kkkkkkk *%* *kkkkkkk ** * %k

#Rename the columns—--—-—-—-——-————————————————————————(—(—(—(———————————

TR D5 ds all.columns =['Energy', 'PreTR']
#Add a column with logscale transmission—-—-—-—-————————=—————————————
TR D5 ds all['Transmission'] = np.loglO(TR D5 ds all['PreTR'])

Energy = TR D5 ds all['Energy']
Energy = Energy.values.tolist ()

k Kk *% *% *% *% *% *kkk *% *% *% *% *% *% *% *% *%

#Conductance Function
RTK=0.026
def conductance (transmission,energy) :
conduct=[]
#II=[None] *len (transmission)
for i in range(len(transmission)):
summ=0
Ef=energy[i]
for 7 in range
X = math.exp

(
(
drl = - (x)/ ((
(

len (transmission)-1) :
(energy[j]-Ef)/ (RTK))
x+
(

1) *%2)
y = math.exp((energy[j+1]-Ef)/ (RTK))

dF2 = = (y)/ ((y+1)**2)

summ = summ + ((transmission[j]* (-dFl)+transmission[j+1]%* (-

dF2))/ (2*RTK) ) * (energy[j+1]-energy[j])
conduct.append (np.logl0 (summ) )
return conduct

#Add conductance column to the dataframe
TR D5 ds all['Conductance'] =

conductance (TR D5 ds all['PreTR'],TR D5 ds all['Energy'l])
khkhkhkhkkhkkkkkhhhhkhkhkkhhhhhhkhkhkkhhhhhhkhkhkhhhhhhhhkhhkhkhhkhhhhhhkhkhkkhhdhdhhhkhkhkkxx

# Plot
rcParams|['figure.figsize'] = 15, 10
rcParams.update ({'font.size': 25})

plt.plot (Energy, TR D5 ds all['Conductance'], label='dsDNA', color
="orange",linewidth=5, linestyle="dashed")

plt.xlim([-6, -4.5])

plt.ylim([-6.5, =31])

plt.xlabel ('Energy (eV)"'")

plt.ylabel ('Log (Conductance) ')

plt.legend(loc="lower left", ncol=2)

#plt.title ("ALL CONTACTS")

plt.show() ;
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EK 3: DNA Origami caDNAnNo .cvs dosyalari

DNA Origami Tasarim I:

Start |End [Sequence Length | Color
0[41] | 1[41] | GAACGTGTCTATCA 14 #888888
4[41] | 3[41] | GAACGTGTCTATCA 14 #007200
1[0] |5[41] | GAACGTGTCTATCAGAACGTGGACTCCAAAAACCGGACTCCAACGTCA |112 #55aaff
AAGGGCGAACGTCAAAGGGCGAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGGACT
CCAAAAACCGTCTATCA
2[41] | 4[0] | GAACGTGGACTCCAAAAACCGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAACGTCA (112 #007200
AAGGGCGAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGGACTCCAAAAACCGTCTAT
CAGAACGTGTCTATCA
DNA Origami Tasarim II:
Start | End | Sequence Length | Color
0[41] [ 0[0] | GAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAACGTCAAAGGGCGAACGTCA |84 #b8056¢
AAGGGCGAAAAACCGGACTCCAAAAACCGTCTATCA
5[0] |[3[41] | GAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAACGTCAAAGGGCGAACGTC |70 #888888
AAAGGGCGAAAAACCGTCTATCA
1[0] |2[0] [ GAACGTGTCTATCA 14 #55aaff
2[41] | 1[41] | GAACGTGGACTCCAAAAACCGTCTATCA 28 #007200
3[0] [4[0] | GAACGTGGACTCCAAAAACCGTCTATCA 28 #{74308
4[41] [ 5[41] | GAACGTGGACTCCAAAAACCGTCTATCA 28 #7300de
DNA Origami Tasarim II1:
Start |End | Sequence Length | Color
4[20] | 5[41] | AGGGCGAAAAACCGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCA |49 #cc0000
0[20] | 2[21] | AGGGCGAACGTCAAAGGGCGAACGTCAA 28 #174308
4[41] | 3[41] | GAACGTGTCTATCA 14 #007200
0[41] | 1[41] | GAACGTGTCTATCA 14 #888888
1[0] |4[0] | GAACGTGGACTCCAAAAACCGTCTATCAGAACGTGTCTATCA 42 #888888
2[41] [ 0[21] | GAACGTGGACTCCAAAAACCGGACTCCAACGTCAA 35 #007200
2[20] | 3[20] | AGGGCGAAAAACCGTCTATCAGAACGTGGACTCCAACGTCAA 42 #57bb00
3[21] | 4[21] | AGGGCGAAAAACCGGACTCCAACGTCAA 28 #17931e
DNA Origami GC sekans:
Start | End | Sequence Length | Color
0[35] | 1135] | GeGaeece 8 #cc0000
1[28] | 0[28] | cGGGeece 8 #388888
DNA Origami AT sekanst:
Start | End | Sequence Length | Color
0[35] | 1[35] | AAAATTTT 8 #cc0000
1[28] | 0[28] | AAAATTTT 8 #888888
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DNA Origami Nanog6zenek:

Start | End | Sequence Length | Color

3[35] [ 5[41] | AGAGTTGGCGTATTGCGGGGA 21 #888888
5[0] |3[20] | TGTCGTGACGTGGATTCCGAAATCGGCAGGCGAAATGATTGCCCTTCAC | 49 #cc0000
0[20] | 2[0] | TCCACTATTAAAGACCAGCTGTTTCACCAGTGAGACAACAGCATCCTGT |49 #888888
2[41] [ 0[35] | AAGCGGTAATAGCCTGTTCCA 21 #888888
3[21] | 1[20] | CGCCTGGGGTTTGCCCCAGCAAAATCCC 28 #cc0000
0[34] | 5[20] | GTTTGGACCAACGCGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTCATTAAT 42 #cc0000
5[21] [ 3[34] | GAATCGGACAAGAGTTATAAATCAAAAGCCACGCTCCCTGAG 42 #919191
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