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OZET

ANTITUMOR ve ANTIOKSIDANT OZELLIKLi TRIPEPTID YUKLU
POLIMERIK NANOPARTIKULLERIN GELISTIRILMESI

YUKSEK LIiSANS TEZi

Yagmur KOKCU

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Fizik Anabilim Dah

Damsman : Doc. Dr. Serda KECEL-GUNDUZ
I1. Damisman : Dr. Yasemin BUDAMA KILINC

[lag tasiyic sistemlerden biri olan nanopartikiiller, kontrollii salima imkan vermeleri ve farkli
yontemlerle hazirlanmalar1 gibi bir¢ok etkin madde i¢in dizayn edilebilmeleri agisindan pek
cok avantaja sahiplerdir. Bu tez ¢alismasinda; anti-oksidant ve anti-tiimor 6zelliklerinin yani
sira yara iyilestirici, cilt koruyucu 6zelliklere sahip ve sinir sistemi iizerinde olumlu etkileri
gozlenen Gly-His-Lys tripeptidinin  modellenmesi ve nano-ilag formiilasyonunun
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, tripeptit yiikli polimerik nanopartikiiller
sentezlenmistir. UV-Vis spektroskopisi, dinamik 151k sacilmasi spektroskopisi, FT-IR
spektroskopisi gibi spektroskopik yontemlerle ve transmisyon elektron mikroskopisi gibi
goriintiileme yontemiyle ayrintili karakterizasyonu yapilmistir. In vitro salim profili
cikartilmistir. Enkapsiilasyon ve yiikleme verimi hesaplanmustir. In vitro hiicre kiiltiiriinde
sitotoksisitesi degerlendirilmistir ve in vivo olarak kullanima uygun olan dozlari
belirlenmistir. Ayrica in silico yontemler kullanilarak bilgisayar destekli ilag tasarimi
gerceklestirilmistir. Nano-ilag formiilasyonunda etkin madde olarak tercih edilen GHK
tripeptidinin molekiiler mekanik, molekiiler dinamik ve kuantum mekaniksel modellemeleri
yapilmis ve GHK tripeptidinin viicut igerisine girdikten sonra hedef protein ile etkilesimleri
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molekiiler doking (kenetlenme) yontemi ile incelenerek giiniimiizde gelisen bilgisayar destekli
akilci ilag tasarimina katkida bulunulmustur.

Ocak, 2019, 186 sayfa.

Anahtar kelimeler: GHK, Molekiiler Dinamik, Molekiiler Doking, PLGA Nanopartikiilleri,
Spektroskopi
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF POLYMERIC NANOPARTICLES LOADED
ANTITUMOR AND ANTIOXIDANT TRIPEPTIDE

M.Sc. THESIS

Yagmur KOKCU

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Physics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Serda KECEL-GUNDUZ
Co-Supervisor : Dr. Yasemin BUDAMA KILINC

Nanoparticles, one of the drug delivery systems, have many advantages in terms of being able
to be designed for many active substances such as allowing controlled release and preparation
by different methods. In this thesis, it is aimed to model Gly-His-Lys tripeptide, which has
wound healing, skin protective properties and positive effects on the nervous system as well
as anti-oxidant and anti-tumor properties and to develop nano-drug formulation. In this
respect, tripeptide loaded polymeric nanoparticles were synthesized. Detailed
characterizations have been carried out by spectroscopic methods such as UV-Vis
spectroscopy, dynamic light scattering spectroscopy, FT-IR spectroscopy and transmission
electron microscopy. The in vitro release profile was determined. Encapsulation and loading
efficiency were calculated. Cytotoxicity in in vitro cell culture was assessed and the suitable
doses for in vivo use were determined. In addition, computer-aided drug design was
performed using in silico methods. Molecular mechanics, molecular dynamics and quantum
mechanical modeling of the GHK tripeptide, which is preferred as an active ingredient in the
nano-drug formulation, was performed and the interactions of the GHK tripeptide with the
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target protein after entering the body were examined by molecular doking method and
contributed to the developing computer-assisted rational drug design.

January, 2019, 186 pages.

Keywords:  GHK, Molecular Dynamics, Molecular Docking, PLGA Nanoparticles,
Spectroscopy
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1. GIRIS

Dogadaki sistemlerin en kararli hali en diisiik enerjiye karsilik gelmektedir. Bu en diisiik
enerjiye sahip konformasyonlar, biyolojik aktif molekiillerin fonksiyonlarint yerine

getirebildikleri geometrilerdir.

Molekiillerin  sahip olduklar1 konformasyonlar ortam kosullarina gore degisiklik
gostermektedir. Bir enzim-Substrat iliskisinde, aralarindaki reaksiyonun gerceklesebilmesi
icin enzim ve substratin sahip oldugu molekiiler konformasyonlarin birbirlerini
tamamlayabilmesi gerekmektedir. Ortam sicakligi, ortam pH’1t ve yogunlugu enzimlerin

molekiiler yapisini etkileyeceginden, tepkime hizlarinda da degisime neden olacaktir.

Insan plazmasinda ve tiikiiriikte bulunan Glisil-I-histidil-I-lizin (GHK) 1973 yilinda Pickart
tarafindan izole edilmis ti¢ amino asitlik tripeptit dizisidir [1]. Yapilan literatiir ¢alismasinda,
GHK tripeptidinin anti-timor ve anti-oksidant 6zelliklerinin yani sira, anti-inflamatuvar
ozellik gosterdigi, noron sayisimi arttirdigi ve anksiyete tedavisinde de etkileri oldugu
goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda, literatiirde birgok kullanim alanina sahip olan GHK

tripeptidi ve GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri incelenmistir.

Bu tez calismasi, iki asamali gergeklestirilmistir. Oncelikle teorik hesaplama ydntemleri
kullanilmistir daha sonrasinda ise GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri sentezlenmis, in vitro
salim profili ¢ikartilmig, ayrintili karakterizasyonu yapilmig ve in vitro hiicre kiiltiiriinde

sitotoksisitesi incelenmistir.

Teorik hesaplamalar ile anti-tiimor ve anti-oksidant o6zelliklere sahip Glisin-Histidin-Lizin
(GHK) tripeptidinin molekiiler mekanik, molekiiler dinamik ve kuantum kimyasal
hesaplamalar1 ayr1 ayri uygulanarak en diigiik enerjili kararli konformerlerinin bulunmasi
saglanmis ve bu konformerler icerisinde en kararli haldeki geometrisi belirlenmistir. Saf GHK
tripeptidinin titresim dalgasayilar1 hesaplanmis ve potansiyel enerji dagilim (PED) analizi
kullanilarak bu dalgasayilarinin atamalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica GHK tripeptidinin hiicre
igerisinde etkilestigi protein ile kenetlenme profili de molekiiler kenetlenme (doking)

hesaplamalari ile ortaya ¢ikarilmistir.



Yapilan deneysel ¢alismalar ile GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri sentezlenmis, sentez
sonuglar1 (nanopartikiil boyutu, partikiil dagilimi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli)
Zeta Sizer cihazi yardimiyla belirlenmis, saf GHK tripeptidi ve GHK yiikli PLGA
nanopartikiillerinin KBr-FT-IR, ATR-FT-IR ve Raman spektrumlari kayit edilmis ve
karsilastirmali olarak tablo ve sekillerde verilmistir. Ayn1 zamanda, GHK yiikli PLGA
nanopartikiilleri i¢cin UV-Vis spektrometre ve Nanodrop cihazlar1 kullanilarak, enkapsiilasyon
ve ylkleme verimleri hesaplanmig, in vitro salim profili ¢ikartilmigtir. Bunun yani sira, TEM
analizi sonuglar1 yardimiyla, GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin kiiresel morfolojiye sahip
oldugu goriintilenmistir. Ayrica, saf GHK, GHK yiikli PLGA nanopartikiillerinin in vitro

hiicre kiiltiiriinde 1.929 hiicreleri tizerindeki toksik etkisine de bakilmistir.

Tez calismasimin ilk asamasinda; GHK tripeptidinin serbest halde tiim konformerleri ve en
kararli konformeri Teorik Konformasyon Analiz metodu kullanilarak elde edilmistir.
Molekiiler mekanik yonteme dayali olan teorik konformasyon analizi metodu, Prof.Dr. Niftali
Godjayev tarafindan yazilan FORTRAN programi sayesinde uygulanmistir [2]. En diisiik
enerjili konformer daha sonra Gaussian 09 [3] paket programina tanitilmis, DFT (Density
Functional Theory) metodu, 6-311++G(d,p) baz seti kullanilarak geometri optimizasyonu
gergeklestirilmistir. Ayrica, GHK tripeptidinin titresim dalgasayilari yine bu paket program
kullanilarak hesaplanmustir. 1kili dlgeklendirme [4] kullanilarak, teorik hesaplanan
dalgasayilar1 deneysel degerlere yaklastirilmistir. PED analizi ile hesaplanan dalgasayilarinin
atamalar1 Gar2ped programi [5] sonuglarinin verilerine dayanarak belirlenmistir. Ek olarak
Saf GHK tripeptidinin, HOMO-LUMO, NBO, Hiperpolarizibilite hesaplamalar1 da Gaussian
09 paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Yetiskin bir insan viicudunun yaklasik % 70’1 sudan olusmaktadir. Su viicutta, doku, kan ve
kemiklerde bulunur ve insan viicudunun 6énemli bir kismin1 olusturur. Proteinler ve enzimler
cogu tepkimelerini su ortaminda ger¢eklestirmektedir. Sudan olusan ve pH’1 insan viicuduna
yakin bir pH’a sahip olan ortamlar i¢in molekiillerin konformasyonlarmin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu tez caligmasinda ortam kosullarinin konformasyon {izerine olan etkisini
inceleyebilmek i¢in, farkli ortamlarda (su ve metanol) optimize olmus saf GHK molekiiliiniin,

molekiiler dinamik hesaplamalart GROMACS paket program kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda ilk defa etkin madde GHK tripeptidi (ligand) ile etkilesecegi Fibroblast
Biiyime Faktorii proteini (PDB Kodu: 5EG3) (Reseptor) arasindaki etkilesim molekiiler



doking (molekiiler kenetlenme) hesaplamalari yardimiyla gerceklestirilmis, etkilesimi
saglayan hidrojen baglar1 Schrodinger Maestro paket programi kullanilarak belirlenmistir
(Schrodinger Release 2017-4: Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017).
Schrodinger Maestro paket programi igerisindeki Qik-Prop uygulamasi kullanilarak,
(Schréodinger Release 2017-4: QikProp, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2017) ilag
tasariminda kullanilacak olan ligandin ADME (absorption, distribution, metabolism ve
excretion) profili belirlenmistir. Bu 6zelliklere gére ADME profili, ilacin (ligand) viicut
icerisinde nasil, nerede ve ne kadarlik kisminin absorbe edilecegi, kan beyin bariyerindeki
gecirgenligi, ilacin farmakolojik fiziksel ozellikleri, ilacin oral absorbsiyonu gibi, bir
molekiiliin (ligand) ilag olarak kullanilip kullanilamayacagin1 belirleyen ¢ok Onemli

farmakolojik 6zelliklerin sonuglarini vermektedir.

Tez ¢alismasinin ikinci asamasinda ise; deneysel calismalar yapilmistir ilk once nano ilag
gelistirilmesi  hedeflenmistir. Nanopartikiillerin ila¢ tasiyicis1 olarak  gelistirilmesi,
tasarlanmas1 ve sentezlenmesi son yillarda artis gostermektedir. Ozellikle kanser tanisi ve
tedavisinde kullanilan nanopartikiiller, kontrollii ve siirdiiriilebilir salim karakterlerinin yani
sira etkin maddenin hedef hiicre ile etkilesimini yliksek oranlarda saglayabilmektedirler.
Kolay sterilizasyon ve fizyolojik ortamda pargalanmalar1 sonucu ortaya ¢ikan iiriinlerin toksik
etkisinin olmamasi, polimerik nanopartikiillerin avantajlarindandir. Bu kapsamda,
enkapsiilasyon i¢in PLGA sentetik polimeri, etkin madde olarak ise anti-oksidant ve anti-
timor etkili GHK tiripeptidi kullanilarak nanopartikiil sentezi gercgeklestirilmistir. GHK
tripeptidinin metabolizma igerisinde daha stabil yapida, daha fazla biyoyararlanima sahip
olmast ve kolay bozunumunu Onlemek amaciyla, enkapsiile edilmesi saglanmigtir. Viicut
icerisine girdikten sonra pargalanan nanopartikiil, GHK etkin maddesini salacak, salinan GHK

organizmadaki etki edecegi protein ile etkileserek tedavi siirecini baglatacaktir.

Bu tez kapsaminda, literatiirde ilk kez, anti-tiimor ve anti-oksidant o6zellige sahip GHK
tripeptidinin molekiiler modellemesi ve GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin sentezi ve

karakterizasyonu yapilmistir.

Bu tez calismasinin deneysel asamasinda, sentezlenen nanopartikiillerin (bos ve GHK yiiklii)
boyutlar1 ve zeta potansiyel karaterizasyonlari, Zeta sizer cihazi, enkapsiilasyon ve yiikleme
verimleri Nanodrop cihazt ve UV-Vis spektrometre kullanilarak elde edilmistir. Ayni

zamanda saf GHK ve GHK yiikli PLGA nanopartikiillerinin spektroskopik ¢aligsmalar1 da



anabilim dalimizdaki Molekiiler Spektroskopi Laboratuvarinda bulunan Jasco 6300 FT-IR
spektrometre kullanilarak 4000 — 400cm™ dalgasayist bolgesinde, kati formda KBr-FT-IR ve
ATR-FT-IR spektrumlar1 kayit edilerek, belirlenmistir. Yine molekiiler spektroskopi
laboratuvarinda bulunan Jasco NRS 3100 Dispersif Micro Raman Spektrometresi kullanilarak
saf GHK ve GHK yiikli PLGA nanopartikiillerinin, Raman spektrumlar1 farkli lazer
kaynaklar1 kullanilarak elde edilmistir. Saf GHK ve GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin
dalgasayilar1 arasindaki farklar, kayit edilen ve c¢izdirilen spektrumlar ve spektrumlar
sonucunda olusturulan tablolardaki dalgasayisi degerleri g6z Oniinde bulundurularak

belirlenmistir.

Yapilan ayrmtili literatiir taramasinda GHK tripeptidinin molekiiler dinamik ve kuantum
mekaniksel hesaplamalari ile birlikte molekiiler doking (kenetlenme) hesaplamalarinin yer
aldig1 herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Ayrica kullanilan polimer ve enkapsiile edilen
etkin madde agisindan GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin sentezi ilk kez bu tez ¢alismasi
cercevesinde gerceklestirilmistir. Hem teorik hem de deneysel yontemlerin kullanildigi bu tez

caligmas1 6zgiin bir bilimsel ¢alisma olma niteligi tasimaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

Latince “nanus”dan gelen “nano” oneki, eski Yunancada “cilice” anlamina gelmektedir.
Uluslararas1 Birim Sistemi (SI) sézlesmesine gore 10? kez azaltmaya karsilik gelmektedir.
Nanoboyutlar, nanometre (10° m = Inm) cinsinden 6lgiiliir ve boyutu molekiiler boyutlarin
iistinde ve makroskopik olanlarin (genellikle >1 nm ve <100 nm) altinda olan sistemleri

kapsar.

Son yillarda farkli her alanda “Nano” Oneki getirilerek farkli uygulama alanlan
gelistirilmistir. Nanobilim, nanoteknoloji, nanotip veya nanomateryaller, nano igerikli

terimlerden sadece birkagidir.

Yapilan istatistiklere gore 2015 ve 2016 yillarinda nanoteknoloji alaninda en fazla yayma Cin
ve ABD, patent basvurularina ise yine ABD ve Almanya sahiptir. Bu siralamalarda ise

Tiirkiye yaymn sayisinda 20., patent sayisinda ise 22. sirada yer almaktadir [6].

Nanoteknolojinin en umut vadeden alanlar1 o6zelikle tip ve farmasotik bilim alanlaridir.
Nanotibbin potansiyel uygulama alanlari, ilag tasima sistemlerini, medikal goriintiilemeleri,
hastaliklarm teshisi ve tedavisini kapsamaktadir. Ozellikle eczacilik alaninda potansiyel bir
gelecege sahip olan nanoparcacik sistemleri, nano boyutta, biyolojik olarak parcalanabilen
ilag tasiyici sistemler olarak tanimlanirlar [7]. Nanoteknolojik ilaglar, hedefe dayali tedavi
olanaklar saglayarak, 6zellikle kanser tedavisinde ilaglarin kanser hiicrelerindeki hiicre igi
konsantrasyonlar1 arttirilabilir, bdylelikle saglikli hiicrelere olan toksik etkileri en aza
indirilebilir, sonugta verimsiz tedavi ile sonuglanan yiiksek hasta maliyetleri en aza

indirgenmis olur.

Ayrica nanoteknolojik yontemlerle organizmadaki kiiglik bolgelere ilaglar ulastirabilmek i¢in

yeni sistemler yaratilabilir [8].

Bu nanoyapilara, nanopartikiiller, nanokapsiiller, nanostingerler, kati lipit nanopartikiiller,
nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar, lipozomlar, karbon nanotiipler, nanojeller, polimerik

miseller 6rnek verilebilir.



Nano-ilag tasiyic sistemlerin tasarimi, hedeflendigi dokuda etkinliklerini gosterebilmek adina
bliyiik 6nem tagimaktadir. Polimerik nanopartikiiller bu anlamda lipozomlara ve diger nano
ilag tastyici sistemlere (nanokapsiil, misel, kat1 lipit nanopartikiil, vb.) karsi daha iistiin
ozelliklere sahiptirler. Etkin maddenin hedef bdlgedeki salim profilinin uygunlugu nano-ilag
tastyicit sistemler i¢in Onemli bir o&zellik olup, bu 0Ozelligi en 1iyi gosterebilenler;
nanopartikiillerdir. Nanopartikiiller biinyelerinde barindirdiklar1 ilacin stabilitesini  de

arttirmaktadirlar [9].

Polimerler, daha basit kimyasallar olan monomer yapidaki bilesiklerin katlarindan olusan,
makromolekiillerdir. Dogal ve sentetik olarak iki sinifa ayrilip, canli organizmada bulunan
protein, seliiloz ve niikleik asitlerle birlikte pek ¢cok yapinin olusumuna katki saglarlar. Deniz
kabuklularinda bulunan kitin, kitinden elde edilen kitosan, seliiloz, kolajen, pamuk, DNA ve
protein, dogal polimerlere Ornektir. Sentetik polimerler ise endiistride sentezlenen
polimerlerdir. Polipropilen, polikaprolaton (PCL), poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) bunlara

Ornektir.

Bununla birlikte, cogu dogal ve sentetik polimer, iki veya daha fazla farkl tipte monomerden
olusur; bu gibi polimerler “kopolimer” olarak adlandirilir [10]. Bir nanopartikiiliin yapist;
etkin maddenin yani ilacin veya peptidin bulundugu i¢ kisim ve bu ilact koruyan polimerler
ile kapli zardan olusmaktadir. Hem lipit, protein veya karbonhidrat gibi dogal polimerler ile

hem de sentetik polimerler ile nanopartikiil sentezi gerceklestirilebilir.

Kitinden iiretilen kitosan gibi dogal polimerlerin sentez icin seg¢ilmesinin nedenleri;
biyoparcalanabilir 6zellikte olmalari, parcalandiklarinda toksik bilesen agiga ¢ikarmamalari,
stabil olmalari, boyut dagilimlarinin kontroliiniin saglanabilmesi ve suda ¢oziinebilen ilaglar
i¢in yiikleme hacimlerinin fazla olmasidir. Poli(laktik-ko-glikolik)asit kisaca (PLGA) gibi
sentetik polimerler ise hem hazirlik hem de saklama siireglerine dayanikli, istenilen sartlara
uygun olarak sentezlenebilir olduklar i¢in tercih edilirler [9]. Dogal polimerler gibi hiicre
icinde pargalanma esnasinda ortama toksik madde yaymamasi nedeni ile sentetik polimerler
igerisinde en ¢ok tercih edilen polimer PLGA’dir. Poli (laktik-ko-glikolik asit) yani PLGA,
Amerika Birlesik Devletleri FDA ve Avrupa Tip Ajanst (EMA) tarafindan ila¢ tasima
sistemlerinde kullanilmasi i¢in onaylanmis bir polimerdir [11]. PLGA, monomer laktik ve
glikolik asitlerinden meydana gelmis bir kopolimerdir. PLGA, bozunuma ugradiginda

kendisini olusturan laktik asit ve glikolik asit meydana gelmektedir. Laktik asit, metabolize



edilerek karbondioksit ve su yolu ile yok edilir. Glikolik asit ise ayni sekilde metabolize
edilerek bobrek yoluyla viicuttan atilir [12]. Viicutta kolayca metabolize olabilmesi nedeni ile
mikro ve nanopartikiil, implant ve ilag tasima sistemlerinin tasarimi i¢in kullanilan 6ncelikli

polimerler arasinda yer almaktadir.

[lacin, insan yasami ve saglig1 iizerindeki etkisi nedeni ile sektdriin kiiresellesen ve degisen
diinyada 6nemi biiyiiktiir. Bu nedenle yapilan Ar-Ge yatirimlari s6z konusu oldugunda iiretim
hacmi ve ticari kapasitesindeki artig ile ilag sektorii basta gelmektedir. Satis hacmi 2017 yili
verilerine gore 24,5 milyar TL’yi asan Tiirkiye, ila¢ pazari alaninda 2017 yilinda 17. sirada
yer almakta olup, bu sektdrde biiyiime egilimi gostermektedir [13]. Yerli ilag {iretimi
desteklenerek bu alandaki basar1 ve kalkinma Tirkiye’nin bu pazardaki yerini

saglamlagtiracaktir.

flag sektorii i¢in Ar-Ge faaliyetleri, yeni bir ilag molekiiliiniin kesfedilmesi ya da var olan ilag
molekiillerinin gelistirilmesi ile baslamaktadir. Sonrasinda ise belirlenen bu molekiillerin
giivenli ve etkili bir ilaca doniisebilmesi adina bir ka¢ fazdan olusan laboratuvar ortaminda
gergeklestirilen deneyler ve klinik galismalar ile devam etmektedir. Ilag arastirma, tasarim ve
gelistirme, ylksek maliyete sahip, iiretme, gelistirme ve test etme asamalar1 uzun olan bir
stirectir. Sorunun ¢oziimii kisa siireli ve diisiik maliyetli en etkin ilaci tasarlamak ve
gelistirmektir. Bilgisayar ortaminda yapilan hesaplamalar yani In silico metotlar etkin ilag
tasarlama asamalarinda siireyi ve maliyeti en aza indirgediginden Otiirii ilag tasarimini bir
adim Oteye tasimaktadir. Captopril, Dorzolamide, Saquinavir, Zanamivir, Oseltamivir,
Aliskiren, Boceprevir, Nolatrexed, Rupintrivir ve NVP-AUY922 gibi bir¢ok ilacin kesfi ve

gelistirilmesi, modern bilgisayar destekli ilag tasarim yontemleri sayesinde ger¢eklesmistir.

Bilgisayar destekli yapilan hesaplamalar ile elde edilen sonuglar dogrultusunda uygun ilag
yapilari, yiiksek biitceli gerceklesen organik sentez siireclerini azaltarak, daha akilcil ilag

tasarimlarina olanak saglamaktadir.

Atomik diizeyde tanimlamalar yapilarak modellenen molekiiler sistemler ile atom ve
molekiillerin olusturduklar1 etkilesimler, iic boyutlu olarak goriintiilenebilir ve simiile
edilebilir. Boylece etkilesim mekanizmalar1 goézlenebilir. Kimyasal yap1 ve fonksiyon
iliskileri, kiiclik sistemlerden biiylik biyolojik molekiiller ve materyal gruplarina kadar

molekiiler modelleme yontemleriyle incelenebilmektedir. ila¢ tasarrm ve gelistirme



asamalarin1  kolaylagtiran molekiiler modelleme yontemleri (kuantum mekaniksel
hesaplamalar, molekiiler dinamik simiilasyon vs.) ilag aday1 yapilarinin modellenmesi, yapisi
bilinen ilaglarin etkinliklerinin arttirilmasi, yapist bilinmeyen yeni ilag molekiilii tasarlanmast
icin degerli ve gerekli bir ara¢ haline gelmistir. Bu nedenle, 6zellikle ilag tasarimi, molekiiler
biyoloji, protein bilimi, polimer bilimi ile birlikte elektronik ve fotonik materyaller gibi

endiistriyel alanlarda da kullanilan ¢ok 6énemli bir uygulamadir.

In silico metotlar, incelenen sistemin mikroskobik detaylarindan makroskobik 6zelliklerine
kadar bircok bilgiyi verebilir. Bilgisayar simiilasyon metotlari, 6zellikle yiiksek basing ve
sicaklik gibi deney yapmanin da zor oldugu ortam kosullarinda kusursuz bir sekilde
hesaplama yapabilmektedir. Gaussian, Gromacs, Schrodinger Maestro paket programlari bu

tez ¢calismasinda in silico metotlar gergevesinde kullanilan programlardir.

Gaussian programi molekiiller modelleme i¢in kuantum mekaniksel hesaplama yontemleri
kullanarak molekiiliin optimize olmus geometrisi, teorik titresim dalgasayilar1 gibi 6zelliklerin
elde edilmesini saglamaktadir. Ayrica tiim elektronik etkilesmelerin incelenmesi, bolgesel yiik
yogunluklarmin ve elektrostatik potansiyel yiizeylerinin belirlenmesini de miimkiin

kilmaktadir.

GROMACS programi ise molekiiler dinamik hesaplamaya dayali olan bir programdir. Ortam
(su, metanol, vs...), hacim, sicaklik ve basin¢ gibi kosullarin degistirilerek, peptitlerin,
lipitlerin, molekiillerin ve makromolekiillerin farkli ortam kosullar1 altindaki davraniglarinin

ve konformasyonlarinin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir.

Schrédinger Maestro paket programi yardimiyla, bir molekiiliin (ligand) viicut igerisinde etki
edecegi (reseptdr) protein, enzim ve DNA vb. ile nasil ve nereden etkilesecegini, etkilesim
enerjisini ve profilini, etkilesimi saglayan baglarin uzunluk ve ¢esidini belirlemek
miimkiindiir. Ayrica bu program sayesinde, molekiiliin (ligandin) viicudun hangi bolgelerinde
emilim ve dagilim gosterecegi ve ilag adayr olabilmesi i¢in gereken tiim farmokolojik

ozellikleri belirlenebilmektedir.



3. MALZEME VE YONTEM

3.1.SPEKTROSKOPi

Spektroskopi, maddelerin 6zelliklerini, madde {izerine gonderilen elektromanyetik dalganin
etkilesimi ile inceleyen bilim dalidir. Bu yontem, gonderilen 1s1mnin dalgaboyu ile iliskilidir.
Spektroskopik 6lgiimler sonucunda elde edilen verilerin incelenmesi, yatay eksen dalgasayisi

veya frekans, diisey eksen ise siddet bilgileri ile ¢izdirilen “spektrum”lar ile gerceklemektedir.
3.1.1. Elektromanyetik Dalga

Dalgaboyu (M) ve frekans (v)’a sahip elektromanyetik dalgalar, boslukta c 151k hiz1 ile

yayilmaktadirlar ve bu dalgalarin enerjileri hv ile verilmektedir.

Elektromanyetik dalga spektrumunu tanimlayan bolgeler ayni1 zamanda dalga tiplerine verilen
isimlerdir. Bu bolgeler Sekil 3.1°de de goriildiigii lizere, en yiiksek enerjiye sahip olandan en
diisiik enerjiye dogru: Gama Isinlar1 bdlgesi, X-Isinlar1 bolgesi, Mor-Ustii Bolge, Kirmizi-Alt1
Bolge, Mikrodalga Bolgesi ve Radyo Dalgalari Bolgesi olarak siralanmaktadir.

i & 22 o =5 - i = =Y 3 = - & a
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Sekil 3.1: Elektromanyetik Spektrum.

Gama Isinlart Bolgesi: Yiksek enerjiye sahip elektromanyetik dalgalardir ve dalgaboylar1 10°
ile 10 m (10"-10% Hz) araligindadir. Cok yiiksek enerjiye sahip olmalari nedeni ile canli

organizma tarafindan sogurulmasi ciddi zararlara neden olmaktadir.
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X-Isinlari Bélgesi: Dalgaboyu araligi 10 ve 10%? m (10'°-10* Hz frekans) olan bdlgedir.
Tipta tan1 koymak, kanserin belli tiirlerinin tedavisi ve rontgen ¢ekiminde X-1ginlar1 kullanilir.

Ayn1 zamanda kristal yap1 incelemelerinde de kullanilmaktadir.

Mor-Ustii (Ultraviyole) ve Gériiniir Bélge: Bu bolgeler, atomlarin dis yoriingedeki
elektronlarin uyarilarak, elektronik enerji diizeyleri arasindaki gegislerin gergeklestigi

bolgelerdir.

Kirmizi-Alt (IR) Bolge: Mikrodalga bolgesinin hemen iizerinden baslayip, goriiniir bolgeye
kadar uzanan degisken bir arahga (10"%-10" Hz frekans) sahiptir. Kirmizi-alti bdlge,
molekiiler titresim ve donii enerji diizeyleri arasindaki gegislerin incelendigi bir bolgedir.

Dolayisiyla bu bolgede, molekiiler rotasyon ve titresim dnemli rol oynamaktadir.

Mikrodalga Bélgesi: 10-10* m dalgaboyu (300 GHz frekans) arahiginda olup kisa
dalgaboyuna sahiptirler. Molekiiler rotasyon (donii) etkilesimleri bu bolgede incelenir.

“Elektron Spin Rezonans (ESR)” olaylar1 mikrodalga bdlgede gergeklesir.

Radyo Dalgalart Bélgesi: Isminden de anlagilacagi gibi radyo ve televizyon iletigim
sistemlerinde kullanilip 10* — 0.1 m dalgaboyu (10°-10'° Hz frekans) bélgesindedirler. bu
bolgede “Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)” g6zlenir. Radyo dalgalar1 bolgesi goriintiilleme

radarlari, altimetreler ve sirenler gibi aktif radyo sensorleri tarafindan kullanilir [14-16].
3.2. MOLEKULER SPEKTROSKOPi

Bir molekiil, negatif yiiklii elektron bulutu ile ¢evrili, pozitif yilikli atomik g¢ekirdeklerin
birlesimidir. Kararlihgi, ¢ekirdekler ve elektronlar arasindaki ¢ekici ve itici kuvvetler

arasindaki dengeden kaynaklanmaktadir.

Spektroskopi tanimi géz oniinde bulunduruldugunda, molekiiler spektroskopi; molekiillerin
gonderilen elektromanyetik dalga ile etkilesiminin incelendigi olay, olarak tanimlanabilir.
Deneysel spektroskopik veriler, gesitli molekiiler 6zellikleri belirlemek igin kullanilabilir [17].
Molekiil tarafindan yayilan veya sogurulan 1simimin miktart ve degisen bant siddetleri ile
molekiillerin simetrileri, bag uzunluklari, bag kuvvetleri, kararliliklar1 gibi temel o6zellikleri

belirlenmektedir.
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Atomik spektrumlarin aksine molekiiler spektrumlar ¢izgi spektrumu olarak degil, bant
spektrumu seklinde goézlenir. Molekiil ile elektromanyetik dalganin etkilesmesi sonucunda
elde edilen spektrumlardaki bu bant siddetleri incelendiginde molekiiliin simetrisi, bag

uzunlugu, bag kuvveti ve kararlilig1 gibi bilgiler elde edilebilir [17,18].
3.3.KIRMIZI-ALTI (IR) SPEKTROSKOPISi
3.3.1. Kirmuzi-Alt1 Spektrum

Kirmizi-alti bélge 0.75um — Imm araliginda dalgaboyuna, 10'2-10"° Hz frekansa sahip
spektral bolgedir. Kirmizi-alt1 1ginlar insan gozi tarafindan goriillemez ve 0.75 um alt limite

sahip kirmizi-alt1 bolge, goriiniir bolge ile birlikte insan goriisiiniin sona erdigi noktadir.

I - o -
/| \

Dalga Boyu (mikrometre)

S

0.75 2

Kozmik Iginlar

-«

25 1000
Orta
Infrared

Sekil 3.2: Elektromanyetik spektrum ve kirmizi-alt1 b6lgenin alt bélgeleri [19].

Yakin
Infrared

Kirmizi-alt1 bolge; yakin, orta ve uzak kirmizi-alti olmak iizere kendi iginde {i¢ bdliime

ayrilmaktadir.

Yakin kirmizi-alti bélge: 0.75um - 3pm dalgaboyu 10 - 4x10' Hz frekans araliginda
uzanmaktadir. Molekiil titresimlerine ait dstton gecisler yakin kirmizi-altt bolgede

gozlenmektedir.

Orta (Temel) kirmizi-alt bélge: Bu bdlge 2 um ila 25um dalgaboyu ile 10*° — 10'* Hz frekans
araligini1 kapsar. Molekiilerin temel titresimler bu bolgedeki 1simalar ile uyarilmaktadir. Bu
nedenle kirmizi-alt1 bolge elektromanyetik spektrumun en yaygin olarak kullanilmasina neden

olan en yararli bolgesidir.
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Uzak kirmizi-alti bélge: 25um - 1000p dalgaboyu (6x10™-10"° Hz frekans) araligindadur.
Kristal 6rgii titresimleri ve donii gegisleri bu bolgede meydana gelir [20].

Beer-Lambert Yasasi

Kirmizi-alti spektrum, madde ile kirmizi-alti 1smnin etkilesmesi ve bu 1smin molekiil
tarafindan sogurulmasi (absorblanmasi) sonucunda elde edilir. Molekiil ile etkilesimden
onceki ve sonraki kirmizi-alt1 1smin siddetleri karsilastirilarak, molekiiliin kirmizi-alt1 1s1n1
absorblama orani belirlenir. Bu nedenle molekiil ile kirmizi-alt1 dalganin etkilesmesinden elde
edilecek olan spektrum, o molekiile 6zgii olacaktir [20]. Beer-Lambert yasasi, madde ile
etkilesen 151nin sogurulma oranim verir. Bir madde tarafindan iletilen 151k miktarini, 6rnegin

kalinligina baglamak i¢in kullanilir [21].

L I

-y | -

ca

Sekil 3.3: Ornek iizerine gelen 1s1nin, drnek tarafindan sogurulmasi sonucu, siddetinde meydana gelen
azalma.

lo, 6rnek tlizerine gelen radyasyon siddeti olarak temsil edilirse; I, 6rnekten gecen radyasyon

enerjisinden kalandir.
Beer-Lambert yasasi;
I = Ie~%¢ (3.1)

Bu denklemde; a, dogal absorbsiyon, sogurma giiciinii; b, 6érnegin uzunlugunu; c, 6rnegin

konsantrasyonunu yani yogunlugu belirtmektedir.

Islemlere devam edersek,

L= gmabe (3.2)
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Burada IL , Ornek tarafindan iletilen 1s1n1m siddetinin 6rnege gelen 1s1mim siddetine orani yani,
0

T, gecis oranidir. Yiizde olarak ise %T seklinde ifade edilir.

T = e—abc (33)
logT = loge™%¢ = —abc (3.4)
loglO% = abc (3.5)

log1g % ya da —log T absorbans, sogurma orani, A olarak tanimlanirsa,
A= logm% = abc (3.6)

elde edilir.

Kirmizi-alti spektrumda, x ekseninde dalgasayisi (cm™) yer alirken, buna karsilik olarak y

ekseninde yiizde gegirgenlik veya sogurma siddeti yer alir.
3.3.2. Klasik Gériis Altinda Kirmmzi-Alt1 Spektrumu

Iki atomlu bir molekiiliin titresim modunu klasik gériis altinda incelemek istersek, Hook ile
Newton’un ikinci yasast altinda Harmonik titresici modelini goz oniinde bulundurulmasi

gerekmektedir.
Newton’un 2. Yasasi, m kiitle, a ivme olmak tizere;

F = ma (3.7)
olarak ifade edilir.

Molekiiler titresimleri tanimlayan en basit model, molekiilii olusturan atomlar arasinda
yaylarin oldugu varsayilan harmonik titresici modelidir. Hook yasasinda, geri ¢agirici kuvvet

yer degisimi, x ile orantilidir:
Geri cagirict kuvvet = —kx (3.8)

Bir orant1 sabiti olan, k, kuvvet sabitidir [22].
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Iki atomlu bir molekiil i¢in ¥ titresim kuantum sayisi, v titresim frekansi olmak iizere;

harmonik titresici modeline gore enerji ifadesi asagidaki ifade ile verilmektedir.

Eg = (19 + %) hv (3.9)

Burada v titresim frekansini agarsak;

1 [k
u= mi + mi (3.11)

olacaktir. Burada u iki atomun indirgenmis kiitlesidir [16].
3.3.3. Kuantum Mekaniksel Goriis Alinda Kirmizi-Alt1 Spektrumu

Bir molekiiliin titresim gegislerinin frekansinin kirmizi-alti spektrumunda gézlenebilmesi igin,
molekiiliin elektrik dipol momentinin, titresim sirasinda degismesi gerekmektedir. Bu
Kirmizi-alti spektroskopisi i¢in se¢im kuraldir. Sekil 3.4, bir heteroniikleer yani farkli
atomlara sahip atomlardan olugsan molekiiler yapilar igin elektriksel dipol moment degisimini
gostermektedir. Bir molekiil, titresim esnasinda degisen bir dipol momente sahipse, bu durum
“infrared-aktif”” olarak tanimlanir. Buna kars1 olarak ayni atomlara sahip bir “infrared-inaktif”

molekiiliin titresim esnasinda dipol momenti degismez ve dipol moment degisimi sifir kalir
[21].

Sekil 3.4: Farkli iki atoma sahip bir molekiiliin dipol momentinde meydana gelen degisim.

Molekiiliin titresim aninda, elektromanyetik dalganin elektrik alani ile molekiiliin degisen

elektriksel dipol momenti arasinda bir etkilesme meydana gelmektedir. Kuantum mekaniksel
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gorls, elektriksel dipol integralinin sifirdan farkli olmasi durumunda gegislerin izinli

olabilecegini soyler.
|nm| = fl}’;”l}/md‘[ #0 (3.12)

n iist seviye, m alt seviye olmak tlizere; ¥, st , ¥, alt titresim enerjilerini tanimlayan dalga
fonksiyonlaridir. p elektriksel dipol moment vektoriinii ve p,,, m seviyesinden n seviyesine
gecis durumunda dipol momentin biiyiikliigiinii (beklenen degerini) temsil etmektedir. |, |

ifadesi gegis olasiligi ile orantilidir.

Titresmekte olan iki atomlu bir molekiil i¢in dipol momenti denge noktasinda seriye acalim;

d 1 (d?
uer) = o+ (G) a +5(G2) 4 + 613
Ko: Molekiiliin sahip oldugu baslangi¢ dipol momenti

g: denge noktasindan ayrilma miktari (r-rg)

Harmonik titrestirici modeli géz 6niinde bulundurularak denklemdeki ilk iki terim p,,,’de

yerine koyulur:

ol = [ %5 (10 + (5£) @) Yimdlr (3.14)

Dipol momentin denge noktasinda u, = 0 oldugu kabul edilirse,

* « fa
Il = o [ ¥ Wt + [ W5 (3F) @dr (3.15)
Diklik sart1 nedeni ile birinci integral sifir olup (Z—’:) sabittir.
0

Sonug olarak;

ol = (51) S ¥riq¥ndz # 0 (3.6)
elde edilir.

Buradan da anlasilabildigi iizere kirmizi-alt1 bolgede bant gozlenebilmesi molekiiliin titresimi

boyunca degisen bir dipol momente sahip olmasi ile gerceklesir. Gonderilen elektromanyetik
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dalganin sahip oldugu frekans, n ve m seviyeleri arasindaki farka esit ve geg¢is integrali

sifirdan farkli ise bu seviyeler arasinda gegis gergeklesir [20, 23].

Denklemin sonucunun sifirdan farkli olabilmesi igin, ¥, q¥, ifadesi ¢ift fonksiyon olmalidir.
q tek bir fonksiyondur. Bu durumda ¥, tek fonksiyonken, ¥,, cift; ¥, cift fonksiyonken ¥,
tek olursa ¥,q¥,, carpmmu c¢ift fonksiyon olacaktir. Yani seviyeler arasindaki gegisler,
l.seviyeden 2. seviyeye, 2.seviyeden 3.seviyeye, ... seklinde olmalidir. Bu bize Av = +1

izinli gecis sartin1 vermektedir.
3.4. RAMAN SPEKTROSKOPISi

Molekiillerin titresim ve donii gegisleri ayn1 zamanda Raman spektroskopi teknigi ile de
gbzlemlenebilmektedir. Bununla birlikte, titresim gegislerini gozlemlemenin yontemi kirmizi-
alti  spektroskopi  tekniginden farkhidir. Kirmizi-alti  spektroskopisi,  gonderilen
elektromanyetik dalganin molekiil tarafindan sogurulmasi olayma dayali iken, Raman
spektroskopi teknigi, gonderilen elektromanyetik dalganin molekiil tarafinda sagilmasi

olayina dayanir.

Raman olayi, 1928 yilinda Hintli fizik¢i Sir Chandrasekhara Venkata Raman ve
Kariamanikkam Srinivasa Krishnan tarafindan kesfedilmistir [24-26]. 1940 ve 1950 yillarinda
civa lambasi ile birlikte dalgaboyu araligi dar olan filtreler kullanilmaktaydi. Bu, zayif bir
Raman sinyali elde edilmesine neden oluyordu. 1960’11 yillarda lazerin icadi ile
spektroskopide 151k kaynagi olarak lazerler kullanilmaya baslandi ve bdylece zayif Raman

sacilmalari da gozlenerek yiiksek ¢oziiniirliige sahip sinyaller elde edildi [27-28].
3.4.1. Klasik Goriis Altinda Raman Spektrumu

Sagilma, gonderilen bir elektromanyetik dalganin bir engelle veya homojen olmayan bir
ortamla karsilastiginda (bu durumda sagilma malzemesi, sivi, kat1 veya gaz) elektromanyetik
dalganin yeniden yonlendirilmesi olarak tanmimlanir. Elektromanyetik dalga madde ile
etkilesime girdiginde, maddeyi olusturan molekiillerin elektronik 6zellikleri ile gelen dalganin
elektrik alan1 etkilesir. Bu etkilesim molekiil i¢indeki yiik dagiliminin degismesi ile
indiiklenmis bir dipol moment olusmasina ve molekiilde bir kutuplanmaya neden olacaktir
[29].



17

Elektrik alan p indiiklenmis dipol momentin olusmasina neden olur ve
u=caE (3.17)

denklemi ile verilir. o molekiile ait karakteristik bir deger olup, kutuplanma tensorii olarak

tanimlanir.
Axx Oxy Axz
a = <ayx ayy ayz) (3.18)
Azx Azy Ayy
Tiim o terimleri o kutuplanma tensoriiniin bilesenleridir [30].
Gelen elektromanyetik dalganin elektrik alan vektorii:
E = E, cos(2mv,t) (3.19)

vy (Hz) gelen dalganin frekansi olmak iizere (3.19) seklinde ifade edilir. Denklem dipol

moment ifadesinde yerine koyulacak olursa:
U= aE,cos(2mvyt) (3.20)
elde edilir.

Atomlarin belirli titresim modlarina bagl olarak denge konumu etrafindaki Q normal titresim

modu asagidaki gibidir:
Q = Qo cos(2mvyt) (3.21)

Burada v;;; , molekiiliin sahip oldugu titresim frekanslarindan biridir. Qp, denge konumu

etrafindaki maksimum yer degistirmedir [29].

Cok kiictik yer degistirmeler i¢in kutuplanma tensorii Taylor serisine agilirsa:
_ da 1(%a\ p2 4 ...
a=a+ (60)0 Q+3 (an)o 0% + (3.22)

Denge konumu kutuplanma yatkinlig1 o> dir.
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Taylor serisine agilan kutuplanma yatkinliginin ilk iki teriminden sonraki terimlerin katkisi

¢ok azdir. Dolayisi ile yalnizca ilk iki terim g6z ontine alinir.

Bu denklemde, Q yerine yazilirsa;
a=ay+ (Z—g)o Qo cos(2mvyit) (3.23)

elde edilir.

Elde edilen bu denklemler ile elektrik alan etkisindeki molekiiliin sahip oldugu indiiklenmis

dipol moment ifadesi agik olarak asagidaki sekilde ifade edilir [29,30].

]
1= lao + (35) Qo cos2mviet)1E (3.24)
da
u=lay+ (@) Qo cos(2mvyjt)]Ey cos(2mvyt) (3.25)
U = ayEy cos(2mvyt) + (Z—g) Qo cos(2mvyet) Ey cos(2mvyt) (3.26)
0

trigonometri 6zdesligini kullanarak:

U = ayE, cos(2mv,yt) + % (Z—g) QoEo[cos(2m(vy — viip)t) + cos(Qm(vy + Veip)t)] (3.27)

Rayleigh Sag¢ilmasi Stokes Sagilmasi Anti-Stokes
Terimi Terimi Sac¢ilmasi Terimi
elde edilir.

Ornek iizerine; vq frekansinda bir monokromatik 1sinim gonderildiginde, ornekten (vo- Viit)
frekanslarinda ve (vop + wit) frekanslarinda, gelen 1sinimin frekansindan farkli frekanslarda
sacilmalar gozlenebilir. (vo- wir) frekanslt sagilan 1sinimlar spektrumda Stokes bantlarini
verirken, (vo + wgt) frekansli sagilan 1simimlar Antistokes bantlarin1  verebilmektedir.
Spektrumda gozlenen vg frekansli bant ise gelen 1sinimin frekansina esit frekansta olup
Rayleigh bandi olarak isimlendirilmektedir. Stokes ve Anti-Stokes tipi gegisler 1smim ile
madde arasindaki elastik olmayan etkilesimlere igaret ederken, Rayleigh gecisi elastik tiirden

etkilesmelere isaret etmektedir.
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Raman sa¢ilmasmin gergeklesmesi ic¢in gerecken sartlardan biri Z—g’mn sifirdan farkli

olmasidir. Bu kosul, molekiiliin sahip oldugu titresim modlarindan birine (Q) baglh olarak,

molekiiliin sahip oldugu kutuplanabilirlik tensoriinde (o) degisim olup olmadigini

tanimlamaktadir [29]. Eger degisim var ise (g—g # 0) “Raman Aktiflik”, degisim yok ise

(Z—Z = 0) “Raman inaktiflik” durumunu tanimlamaktadir. Bu kosul ile birlikte titresimsel

gecislerin - gergeklesecegi diizeylere iligkin olarak da parite kosulunun saglanmasi

gerekmektedir.
3.4.2. Kuantum Mekaniksel Goriis Alinda Raman Spektrumu

Molekiil {iizerine fotonlar gonderildiginde, fotonlar ile molekiiller elastik ya da elastik
olmayan etkilesimler yaparlar. Elastik etkilesimde, gelen fotonlarin frekanslari ile sagilan
fotonlarin frekanslar1 degismeyecek ve enerjileri de esit olacaktir. Elastik olmayan
etkilesimlerde, hvg enerjisine sahip gelen bir foton molekiil ile etkileserek, iki titresim diizeyi

arasindaki enerji farki kadar, etkilestigi molekiilden enerji alir veya aktarir [31].
hvy + E,, = hvg + E, (3.28)

Vo, gelen fotonun frekansi; E,, molekiiliin enerjisi; vs, sagilan fotonun frekansi; E,, molekiiliin

enerjisi olarak ifade edilmektedir.

Molekiil ile foton etkilestiginde elastik sacilma gergeklesiyorsa, yani gelen foton molekiilii
bulundugu titresim enerji diizeyinden bir {list seviyeye uyardiktan sonra molekiil tekrar ilk

seviyesine geri doniiyorsa Rayleigh Sa¢ilmasi gergeklesir.

Eger bu etkilesme nedeni ile taban titresim diizeyinde bulunan molekiil, bir {ist diizeye gecip
taban diizeyinden yiiksek bagka bir seviyeye geri donerse bu Stokes Sag¢ilmas: olarak

adlandirilir. Sagilan fotonun frekansi gelen fotonun frekansindan kiigiik olacaktir.

Uyarilmis titresim diizeyinde bulunan bir molekiil gelen foton ile etkileserek daha yliksek
kararsiz bir diizeye uyarilarak, kisa bir siire sonra taban titresim diizeyine donerse Anti-Stokes
Sac¢ilmast olarak adlandirilmaktadir. Bu sagilmada sacgilan fotonun frekansi gelen fotonun

frekansindan biiyiik olacaktir [16].
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Bu ii¢ sacilma olay1 da farkli olasiliklarla ger¢eklesmektedir. Molekiiller dogalar1 geregi en
diisiik titresim enerji diizeyinde bulunmaktadirlar. Bu nedenle, Stokes sagilma olay1 sonucunda
elde edilen titresim bandinin gézlenebilme olasiligi, Anti-Stokes sagilma olayr sonucunda

elde edilen titresim bantlarinin gézlenebilme olasiligindan daha fazladir [32].

A N e
Sanal Enerji Seviyesi : 1
..... A.-.-I----. .....*...I.._..A | 1
g A [ E o
| I 1
E : ; | ! h vy thvgthvg
I | i
2 hvg  thv hvg | hvg—hvs E
| : i : |
X LV — E,+hvs
! I ;
T I ;
¥ ! 2 E,
Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Sekil 3.5: Rayleigh, Stokes ve Anti-Stokes sagilmasi.

3.5. UV-VIS SPEKTROSKOPISI

Elektromanyetik spektrumda X-1sin1 ile goriiniir bolge arasinda yer alan Ultraviyole (mor-
tistit) bolge, 10-400 nm dalgaboyu araligina sahiptir. Kendi i¢inde de iki kisma ayrilan bu
bolge, 10-200 nm dalgaboyuna sahip bolge “uzak mor-iistii” olarak adlandirilirken, 200-400
nm bolgesi ise “yakin mor-iistii ya da mor-iistii” olarak adlandirilir. Mor-iistii bolgeden sonra

goriiniir bolge yer almaktadir ve 400-700 nm dalgaboyu araligina sahiptir [33].

Ultraviyole (UV, Mor-iistii) goriiniir bolge (Visible) enerjisinde bir 1smmimim madde ile
etkilesmesi ile molekiillerde elektronik gecisler gozlemlenir. Gonderilen elektromanyetik
1sinimla, atomlarin dis yoriingelerindeki elektronlarin uyarilarak, temel halde bulunan titresim
ve donme enerji seviyelerinden uyarilmis haldeki titresim ve donme enerji seviyelerine

gegisler gergeklesmektedir [34].

UV -Vis bolge enerjisine sahip 1sinlar, molekiil tarafindan sogurulur ve elektronlar uyarilir.
UV-Vis cihaz bu uyarilmay1 bir spektruma doniistiiriir. Elde edilen spektrumlar dalgaboyuna

kars1 sogurma siddeti olarak ¢izdirilir [35].
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Spektrometrelerde, siirekli radyasyon saglayan bir 151k kaynagi bulunmalidir. UV-Vis bolgede
bu kaynaklar; déteryum (D), hidrojen (H), tungsten (W), ksenon (Xe), civa buhar

lambalaridir.

En ¢ok kullanilan lambalardan biri olan Hidrojen ve Ddteryum lambalari, 180-380 nm
dalgaboyu araliginda 151k yayar. Doteryum lambasi daha dayanikli olmasi, daha siddetli 151n

yayabilmesi nedeni ile hidrojen lambasina gore daha elverislidir.

Tungsten flaman lambasi, 320-3000 nm dalgaboyu araliginda, goriiniir bélge ve yakin IR bolgede,

1§1n yayar.
150-700 nm araliginda, UV-Vis bolgenin tamaminda Xe ark lambasi kullanilabilir.
Civa buhar lambasi da her iki bolgede 1s1ma yapabilen bir 151k kaynagidir.

UV-Vis spektrometrelerde cam veya kuartz 6rnegin hiicresi kullanilir. Cam prizma goriiniir
bolge i¢in uygun bir drnek hiicresidir. Diisiik UV bolgeden gelen 1sinlart iyi gegiremez.
Kuartz 6rnek hiicresi, UV 1sinlarini, goriiniir bolge 1sinlarini 1yi gecirebildiginden, kullanimi

cam ornek hiicrelerine gore daha uygundur [36].

Bu tez ¢aligmasinda Gly-His-Lys tripeptidi yiikli PLGA nanopartikiillerinin salim grafigi
olusturulurken Shimadzu UV-1280 UV-Vis Spektrofotometre kullanilmustir.

Sekil 3.6: UV-Vis Spektrometre.
3.6. IR SPEKTROMETRELERI
1940'lardan beri mevcut olan dispersif (kirinim agi, prizma) aletler, kirmizi-alt1 spektrumlari

elde etmek icin kullanilmistir. Son yillarda ise bir kirmizi-alti spektrum elde etmek i¢in

agirlikli olarak dispersif spektrometrelerin aksine Fourier-Transform (FT) Kirmizi-Alti (IR)
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spektrometreler kullanilmaktadir ve Kirmizi-alti (infrared) spektrumlarinin 6nemli oOlgiide

lyilesmesini saglamistir.

Kirmizi-alt1 spektroskopisi (IR Spektroskopisi) ¢ok yonlii bir deneysel teknik olup bu teknik
ile sivi, kat1 veya gaz halindeki 6rneklerden ve c¢ozeltilerden spektrum elde etmek nispeten

daha kolaydir [21].

IR Spektroskopisi; kaynak, dispersif elemanlar, optikler, dedektér gibi birtakim bireysel
bilesenlerin bir araya gelmesi ile olugsmustur [16, 20].

IR KAYNAK [ =% @ - ANALIZOR YUKSELTICI [ mip» KAYIT

Sekil 3.7: IR(Kirmizi-Alt1) spektrometrenin blog diyagramu.

En genel olarak IR spektrometreleri asagidaki boliimlerden olugmustur.
Istk Kaynagi

Radyasyon kaynagi olarak 1500-1800 K sicakligma kadar isitilmis 4000-400 cm™
araligindaki  kirmizi-alti  bolgede spektrum verebilen kati ¢ubuklar (filamentler)

kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 asagida verilmistir.

Globar Cubugu: Eskiden yaygin olarak kullanilan bir radyasyon kaynagidir. Boyu 50 mm,

¢apt 5 mm olup silisyum karbiirden yapilir.

Nernst Cubugu: Zirkonyum, itriyum ve erbiyum oksitlerinin bir karigimi olan Nernst ¢ubugu
20 mm uzunlugunda, 2 mm c¢apindadir. Bir Nernst ¢ubugu sadece yiiksek sicakliklarda

elektrik iletir.

Tungsten-Flaman Lambasi: Yakin IR bolge olan 0,78um-2,5um dalgaboyu araliginda 1sima
yapan bir kaynaktir.

Civa-ark Lambasi: Uzak IR bolgede (50um dalgaboyu) 1sima yapan kaynaktir.
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Nikrom tel: Uzun 6mre sahip, akkor halde 1sitilabilen, %80 Nikel ve %20 Kromdan olusan bir
kaynaktir.

Ornek Hazirlama

IR spektroskopide kati ornekleri incelemek i¢in kullanilan yontemlerden en sik kullanilani;
alkali halojeniir disklerdir. Yontemin seg¢imi, incelenecek olan ornegin niteligine baglidir.
Alkali halojeniir disklerin kullanilmasi, kati bir 6rnegin bir kuru alkali halid tozu ile
karistirilarak (Img 6rnek — 100 mg alkali toz) 10 tonluk basing altinda bir disk haline
getirilmesini igerir. Sivi bir 6rnek ile calisiliyorsa, olusturulacak olan iki disk arasina bir

damla damlatilarak incelenmesi saglanabilir.

Alkali halid diskler i¢in kullanilabilecek tuzlara 6rnek olarak; KBr, NaCl, CaF,, Csl
verilebilir. KBr tuzu 4000-400 cm™ dalgasayisina sahip IR bélgede sogurma yapmamaktadir.

Analizor (Monokromatér)

Monokromatorler yani dispersif elemanlar kaynaktan ornek {iizerine gelen radyasyonu
dalgaboylarina ayirmak igin kullanilir. Prizma ve kirmim aglan dispersif elemanlara 6rnek
olarak verilebilir. Giris yarigina diisen radyasyon dispersiyon elemanina aktarildiginda
dagilim meydana gelir ve dagiik radyasyon daha sonra detektorde bulunan ¢ikis deligine

(slit) geri yansir.
Dedektor

Frekanslarina ayrilmis olan 1s1mmim, dedektorler sayesinde elektrik sinyallerine doniistiirtiliir.
Dogru dedektor tercihi ¢alisilacak dalgaboyu araligi gbz oniinde bulundurularak yapilir. IR

spektrometrelerinde kullanilan dedektorelerden bazilari asagida verilmistir.

Piroelektrik Dedektorler: Genellikle kullanilan bir dedektdr tiirtidiir. Sicakliga dayanikli
alkali halid bir pencerede doteryum triglisin siilfat (DTGS) igeren bir piroelektrik cihazdir.

Piroelektrik malzemeler yalitkan malzemelerdir.

Fotoiletken Dedektorler: Doped germanyum kullanan bu dedektorler, foton enerjisinin
yaklagik olarak 0.01 eV oldugu 77 cm™ dalgaboylar i¢in kullanilabilir. Sivi helyum

sicakliginda ¢alistirilmalidir.
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Termal Dedektorler: Gelen 1s1ma enerjisini absorbe edip 1siya doniistiirerek bu 1sinin

Olclilmesine dayal1 bir ¢alisma prensibi vardir.

Yiikseltici

Dedektor tarafindan elektrik sinyallerine doniistiiriilen 1ginimin siddetini arttirir.
Kayit

Son olarak siddeti artan 1sin1min frekansi ¢izdirilir, spektrum elde edilir.

Dispersif spektrometrelerin temel problemi, monokromatoriiyle ilgilidir. Bu, giris ve ¢ikista
bulunan dar yariklar nedeni ile dedektdre ulasan radyasyonun dalgaboyu araligi bir
¢Oziiniirliik genisligine smirlanir. Cok hizli bir dl¢limiin gerekli oldugu orneklerde yetersiz
kalirlar. Fourier Transform Infrared Spektrometrelerinde analizér olarak Michelson
Interferometresi kullanilmakta olup dispersif spektrometrelerin bu eksikligini kapatmaktadir

[16,20,21].
3.6.1. FT-IR (Fourier-Déniisiim Infrared) Spektrometresi

Michelson interferometresi, FT-IR spektrometrelerinde yaygin olarak kullanilan bir optik
tasarimdir. Michelson interferometresi, bir sabit ve bir hareketli ayna ve 1s1n boliiciiden olusan
optik bir sistemdir. Bir kirmizi-alti kaynaktan gelen 151n paralellestirilir ve 151n boliicliye

dogru yonlendirilir.

Ideal bir 151 béliiciiniin sahip olmasi gereken 6zellik, gelen 15181 %50’sini yansitip kalan

%50’y1 iletmek olmalidir. Béylece optik bir yol yaratilir.

Bir optik yolda, 1s1n boliiciiden %50’s1 yansiyan 1sin sabit ayna tarafindan tekrar yansitilir,
1s1n boliiciiye geri gonderilerek toplanir ve dedektoriin okumast saglanir. Ayni1 anda
interferometrenin diger yolunda diger %50’si 151n boliiciiden gecen 151n da ileri geri hareketli
bir ayna tarafindan yansitilir, fakat bu, her zaman kendisine paralel olarak korunur. Hareketli
aynanin 1s1n1, ayn1 zamanda kismen kaynaga geri iletilir ve 151n boliiciide toplanarak kismen
detektore yansir. Dedektore ulagan enerji, bu iki 151nin toplamidir. Isin ayiricinin ortasindan
sabit aynaya olan mesafe ile 151 ayiricisindan hareketli aynaya olan mesafe ayni ise, bu

durumda iki 151n esit mesafelerde yol almis olacaktir. Fakat ikinci ayna hareket ettirildigi
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takdirde, optik yol uzunluklar1 esit olmayacaktir. Bu da iki 1s1n arasinda bir gecikmeye ya da
diger ad1 ile bir optik yol farki (5) olusmasina neden olacaktir. Iki 151n arasindaki gecikme
arttikca dedektdre genel sinyal bir dizi maksimum ve minimumlar (yapici ve yikict girisimler)

olusturacaktir.

Hareketli ayna d kadar hareket ettirildigi takdirde, hareketli aynaya giden 1sin, yar1 gegirgen
1s1n boliicliye kadar olan mesafeyi iki defa gegeceginden, iki 1s1n arasindaki optik yol farki 2d
olacaktir. Yol farkinin olmadig1 durumda ise iki 151 ayni fazda iist iiste binerek birbirlerini
siddetlendirecekler, yapict girisim meydana getirecekler ve dedektorde okunan siddet 1(5)

maksimum olacaktir.
Yapici girisim;

6§ =md ,m=0,£1,£243, ... (3.29)
gonderilen 1g1nin dalgaboyunun tam katlarinda meydana gelmektedir.

Hareketli ayna, /4 kadar hareket ettirilirse, optik yol farkindaki degisimi A/2 olacaktir ve zit

fazlarda gelen dalgalar birbirlerini yok ederek yikici girisim meydana getirecektir.
§=m+1/2) A m=0+£1,+243, ... (3.30)

Hareketli ayna, bulundugu bu konum iizerine bir A/4 kadar daha hareket ettirilirse bu sefer

ayni fazda gelen dalgalar birbirlerini giiclendirerek yapici girisim meydana getirecektir.

Michelson interferometresinden dedektore gelen bu sinyaller interferogram olarak
adlandirilir. Elde edilen interferogramda 1s181n siddeti (I) optik yol fark: (o) ile iligkilidir.

Interferogram igin
1(8) = B(v) cos (2n %) (3.31)

denklemi yazilabilir. Bu denklem, tek renkli (monokromatik) bir kaynak kullanildig:
durumlarda gecerlidir. Burada B, frekansin (v) bir fonksiyonu olarak ifade edilen kaynak

siddetidir.

Dalgasayisi cinsinden ise;
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1(6) = B(¥) cos(2mdv) (3.32)
seklinde ifade edilir.

Birden fazla frekans yayinlayan polikromatik bir kaynak i¢in ise bu denklem, kaynagin

kosiniis dalgalarinin toplami olarak;
1(8) = [ B(D) cos(2m80)dd (3.33)

seklindedir. Infarared kaynaklar siirekli 1s1mn yayinlayabilen kaynaklar olduklar1 igin,
denklemde toplam sembolii yerine integral kullanilmalidir. Optik yol farkina bagh
interferograma ait denklemin spektruma doniistiiriilmesi “Fourier DOniistimi” ile

gerceklestirilmektedir.
B(@) = [, 1(8)cos(2mév)dés (3.34)

Bu ifadede, gelen 1sinimin her bir bileseninin siddeti yer almaktadir.

inter n ¥ Elektrik
ferogram Sinyali
IR KAYNAK [ =* [—— =+ | DEDEKTOR fl——"">= | YUKSELTICI ==} KAvIT

Sekil 3.8: FT-IR spektrometrelerinin blog diyagrami [16].

Interferogram, matematiksel bir fonksiyondur. Bu hali ile yorumlamak miimkiin degildir. Bir
spektrumun elde edilebilmesi i¢in, Fourier doniisiimii olarak bilinen bir dizi matematik teknigi

uygulanarak, siddete kars1 dalgasayisi olarak ifade edilen spektrumlara donistirilir.

Interferogram, tiim frekanslarin ayni anda 6lgiilebilmesinin bir sonucudur. Bu yiizden Fourier
Transform infrared spektrometreler hizli 6lgtim alabilmektedir [16,18,37].Bu tez ¢alismasinda

Jasco 6300 FT-IR ve elmas kristale sahip ATR — FT-IR spektrometresi kullanilmistir.
3.6.1.1. ATR - FT-IR Teknigi

Attenuated Total Reflectance (ATR) yani Zayiflatilmis Toplam Yansitma Spektroskopi

teknigi, toplam i¢ yansima temeline dayanmaktadir.
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Gelen 1s1min bir kismi, yansitma yiizeyinin iizerinde bulunan ve yansitma yiizeyi ile yakin
temas halindeki 6rnege niifuz eder. Isinim 6rnek tarafindan segici olarak absorblanir. Cikan
zayiflamis 151 Olgiiliir ve spektrometre tarafindan dalgaboyunun bir fonksiyonu olarak

cizilerek 6rnegin absorbans spektrumu elde edilir.

ORNEK _
KRISTAL
P .
l |Ir _.aT 1 pas nl
Crkan Iyin
Gelen Isin »
| \ -
. 1
B R i i
0 TSN/
R T
\
absorbsivon ORNEK

Sekil 3.9: ATR — FT-IR teknigi. Ornek ve 6rnek iizerine gelen 1smnin yonelimi.

ATR — FT-IR tekniginde niifuz etme derinligi gelen 1s1min dalgaboyunun, kristalin kirilma
indisinin ve gelen 1smin gelis agisinin bir fonksiyonudur. ATR hiicrelerinde kullanilan
kristallerin ¢oziintirligli suda diisiik olup, ¢ok yliksek bir kirilma indisine sahip olan ¢inko

selenit (ZnSe), germanyum (Ge) ve talyum iyodiir gibi malzemelerden yapilir [21].
3.7. RAMAN SPEKTROMETRESI

Raman spektroskopisi; ultraviyole, goriiniir veya yakin Kirmizi-alti araliginda, molekiiliin
sogurma bantlarina denk gelmeyen monokromatik (tek dalgaboylu) isin ile bir 6rnegin

1sinlanmasiyla ve 6rnekten sagilan 1smin incelenmesine dayanan bir olayidir [30].

Bu tez c¢alismasinda Anabilim dalimizda bulunan NRS 3100 Dispersif Mikro Raman
spektrometresi  kullanilmaktadir. Bu spektrometrenin blog diagrami Sekil 3.10°da

verilmektedir.
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Sekil 3.10: Dispersif Raman Spektrometresi blog diyagrama.

Isitk Kaynagi

Modern spektrometrelerde 151k kaynagi olarak lazer kullanilir ¢linkii siddeti yiiksektir ve 151k
ornekteki kiiciik bir noktaya kolayca odaklanabilir. Raman spektrometrelerinde gaz lazerleri,
ozellikle 514 nm ve 488 nm'de iki emisyon dalgaboyuna sahip olan argon lazeri ile birlikte
FT-Raman spektrometresinde 1064 nm'lik bir dalgaboyuna sahip Nd:YAG lazerleri
kullanilmaktadir. Yakin zamanda diyot lazerler de popiilerlik kazanmis olup, 6zellikle 976,
830 ve 785 nm dalgaboyuna sahip olanlar popiilerdir [38]. NRS 3100 Dispersif Mikro Raman
spektrometresinde iki lazer kaynagi bulunmaktadir. Bunlar, 532 nm dalgaboyuna sahip

ND:YAG lazeri ve 785 nm dalgaboyuna sahip olan kirmizi1 diot lazerdir.
Ornek Hazirlama

Raman spektroskopi tekniginde, Kirmizi-Alt1 spektroskopi teknigine nazaran Ornek
hazirlanmas1 daha kolaydir. Kati 6rnekler, ezilip toz haline getirilerek ve lam veya lamel
tizerine yerlestirilir ve lazer 151 demetleri {izerlerine disiiriiliir. Raman spektroskopi
tekniginde sivi Orneklerle calismak giivenlidir. Bunun nedeni lazerin ¢ok zayif bir sagilma

vermesidir.
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Dalgaboyu Secici

Dalgaboyu ayiricilar1 (dalgaboyu segicileri) olarak grating yani kirtnim aglar1 kullanilir. Bu

sistemlerin ayirma giicii (rezoliisyon) yaklasik olarak 2-4 cm™dir.

NRS 3100 Dispersif Mikro Raman spektrometresinde yapisinda 1800 ¢izgi/mm, 1200

¢izgi/mm ve 600 cizgi/mm olmak tizere 3 farkl kirinim ag1 (grating) kullanilabilmektedir.
Dedektor

Raman spektrometrelerinde, fotogogaltici tiipler ya da CCD detektorler kullanilmaktadir. NRS
3100 Dispersif Mikro Raman spektrometresi CCD dedektor kullanir.

Raman spektroskopisinde elde edilen spektrumlar ile Kirmizi-alti spektroskopisinde elde
edilen spektrumlar karsilastirildiginda birbirlerinin tamamlayicist oldugu goriilebilmektedir.
Kirmizi-alti spektrumda gozlenemeyen zayif titresimsel gegislerin karsilik geldigi bantlar
Raman spektrumlarinda goézlenebilmektedir. IR’ye goére Raman spektroskopisinin de
avantajlart vardir. Kullanilan malzemede bir sinirlama yoktur, 151k kaynagi olarak UV,
Gorilinlir ve yakin IR bolgedeki 1simn kaynaklarinin kullanilabilir olmasi, sulu ortamda

rahatlikla ¢alisilabilmesi gibi... [16].

Sekil 3.11: NRS 3100 Dispersif Mikro Raman spektrometresi (solda) ve Jasco 6300 FT-IR
Spektrometresi (sagda).

3.8. IKi ATOMLU MOLEKULLERIN TiTRESIiM ENERJi SEVIYELERI

Bir araya getirilen iki atomda, pozitif yiike sahip ¢ekirdekler arasinda bir itme ve negatif yiike

sahip elektronlar arasinda da bir itme kuvveti meydana gelecektir. Ayn1 zamanda bir atomun
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elektronlar1 ve diger atomun gekirdegi arasinda da bir ¢ekim kuvveti meydana gelecektir. Bu
itme ve ¢cekme kuvvetlerinin dengelendigi cekirdekler arasi mesafede, minimum enerjiye
sahip bir molekiil olusacaktir. Bu mesafe “denge uzakligi ya da bag uzunlugu” olarak
adlandirilir. Molekiil her zaman titresim halindedir. Bir molekiildeki atomlar, denge noktasi

etrafinda titresirler ve bu titresim durdurulamaz.

Molekiillerin titresimlerinin enerjilerini iki farkli yaklasim ile incelemek miimkiindiir. Bunlar

harmonik titresici yaklasimi ve anharmonik titresici yaklagimdir [22].
3.8.1. Harmonik Titresici Yaklagim

Harmonik titresici yaklasimina gore; iki atomlu bir molekiiliin ¢ekirdekleri arasinda yaylarin
var oldugu varsayilir. Bu varsayilan yaylarin kuvvet sabitleri k, indirgenmis kiitleleri p olarak

verilmektedir. Bu modele gore titresim frekansi,

1 |k
v=oo la (3.35)
k
W =21V = \/% (3.36)

seklinde verilir.
Denge konumundan ayrilip tekrar geri donen sistem igin geri ¢cagirict kuvvet (Hook yasasi);
Geri cagirict kuvvet = —kx (3.37)

X yer degisim miktari, Ry mesafesinden R mesafesine kadar olan yer degisim farkina denk

gelmektedir.

x=R—-Ry (3.38)
Bu sistemin potansiyel enerjisi ise;

V =—[Fdx =k [ xdx = - kx? (3.39)

olarak elde edilir.
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Denge noktasi etrafindaki X kii¢iik yer degisimleri igin potansiyel enerji ifadesi Taylor serisine

agilirsa;
av 1 (d?v 1 (d3v
V(x)=V(0)+ (E)O X+ ;(E)O x? + ;(ﬁ)o x3 4 - (3.40)

elde edilir.

X=0 denge noktasindaki tiirev denklemde O alt indisi olarak gdsterilmistir. Bu denklemde

birinci tiirev yani (Z—Z) ifadesi potansiyel enerji egrisinin (Sekil 3.12) minimuma gittigi yer
0

oldugu i¢in sifir olup bununla birlikte ¥V (0) = 0 alinabilir. Xx=0 civarinda meydana gelen

kiiciik yer degistirmeler i¢in de liglincii tiirev ihmal edilmektedir [16].

Denklemin son hali,

d2v

V(x) = %(—2)0 x? (3.41)

dx
olacaktir.

d?v

Denklem (3.39) ile (3.41) karsilastirildiginda k = (dx2

)o oldugu goriilmektedir.

Boylece tek boyutlu sistemdeki pargacigin potansiyel enerjisi, [22,31];
1,2
V(x) = Skx (3.42)
olacaktir.

Bu V(x) potansiyel enerji ifadesi, ikinci dereceden bir parabol egrisine (y = ax?) karsilik

gelmektedir ve harmonik hareket i¢in “parabolik potansiyel enerji” olarak tanimlanmaktadir
[22].
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Potansiyel Enerji, V

Yer degisimi, X

Sekil 3.12: Harmonik yaklasim altinda potansiyel enerji egrisi.

m, ve my, kiitlesine sahip iki atomlu bir molekiil i¢in Hamiltonyeni yazalim.

hZ
H=—-=V2+V(x) (3.43)

L & (3.44)

2mg dxg? 2my dxb2 2

H=-

m, ve my kiitlerini indirgenmis kiitle olarak yazarsak, Hamiltonyeni toplam seklinde ifade

edebiliriz.

_ 1.t (3.45)

1
u Mg Mp

__ha 1, 5
= zudx2+2kx (3.46)

Bu Hamiltonyen ¢oziilerek, harmonik titresici yaklasimina gore enerji diizeyleri elde edilir ve

denklem (3.47) ve (3.48)’deki gibi verilir.

Ewe=ho(9+35) 0=012,. (3.47)

E;p = hv (19 + %) 9=01.2,.. (3.48)
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Burada 9 = 0,1,2, ... titresimsel kuantum sayilaridir. 9 = 0 degerinde bile bir Eg; ifadesi
sifirdan farkli deger almaktadir. Bu titresim hareketinin higbir zaman durmadigi anlamina

gelmektedir.
3.8.2. Anharmonik Titresici Yaklasim

Harmonik titresici yaklasimda molekiiliin pes pese gelen her iki enerji seviyesi arasindaki fark
hv kadardir, yani enerji seviyeleri arasindaki farklar esittir. Bu yaklasimda molekiiliin sonsuz
bir potansiyel kuyusu icerisinde oldugu diisiiniiliir ve molekiiliin hi¢gbir zaman atomlarina
ayrilamayacagi, bu kuyudan c¢ikamayacagi sdylenir. Bu nedenle harmonik yaklagim ile

molekiiliin sahip oldugu gergek titresim gegislerinin frekanslari elde edilemez [16,39].

Harmonik titresici yaklasimi, molekiiliin atomlarina ayrismasina izin vermez. Fakat gergekte

molekiil atomlarina ayrisabilmektedir.

Anharmonik titresici yaklagimi, molekiile disaridan belli bir enerji verildigi durumda
molekiilii olusturan atomlar arasindaki kimyasal bagm kirilarak, molekiiliin ayrisacagini
soylemektedir. Ayni zamanda anharmonik titresici yaklasiminda, cekirdekler arasindaki
mesafenin artmasi ile bu ¢ekirdekler arasindaki kimyasal bagin giderek zayiflayacagi ve bu
bagin kirilacagi ifade edilmektedir. Harmonik titresici yaklasimi ve anharmonik titresici
yaklasimi karsilastirildiginda, anharmonik titresici yaklagiminin, molekiillerin esas dogasi ile

daha uyumlu oldugu acikca goriilmektedir [31].

Bu gerceklikler altinda iki atomlu bir molekiile ait ger¢ek potansiyel enerji egrisi, Sekil

3.12°de ¢izilen potansiyel enerji egrisi gibi parabolik olmayacaktir.



34

Potansiyel Enerji, V

Do

Yer Degistirme, X

Sekil 3.13: Harmonik olmayan yaklagim altinda potansiyel enerji egrisi.

Anharmonik titresici yaklasimini agiklamak i¢in potansiyel enerjinin taniminda, deneylerle

oldukca 1yi uyusan Morse potansiyeli yaklagimi kullanilir:
V = Dy[1 — eoR-R)]? (3.49)
Denklemde Dy, ayrisma enerjisini tanimlarken, a, incelenen molekiile ait bir niceliktir.

Mors potansiyeli ve dalgasayist cinsinden anharmonik titresici modeli i¢in enerji ifadesi

yazilirsa;
Ee = (9+3) ho— (9 + %)2 huX, (3.50)

elde edilir. Burada X4 bir anharmoniklik sabitidir.

Xy her zaman pozitif olan bir sabit oldugu bilindigine gore, anharmonik titresici
yaklagiminda, ¥ titresim kuantum sayist ile titresim frekansinda bir azalmaya gotiirecektir.
Harmonik titresici yaklasimda oldugu gibi titresim enerji seviyeleri arasindaki mesafe esit

olmayip seviyeler arttik¢a, seviyeler arasindaki mesafeler azalacaktir.

Sifir noktas1 enerjisi 9 = 0 igin;
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Eo = 5hv - huXg (3.51)

elde edilecektir.

Harmonik titresicinin sifir nokta enerjisi anharmonik titresiciden biraz daha fazladir.
Anharmonik titresici yaklasimi altinda potansiyel enerji egrisi simetrik degildir. ¥ titresim
kuantum sayist ile enerji seviyelerinin ger¢ek degerine daha yakin degerler elde edilecektir.

Bu da deneysel sonuglarla uyumlu olmasini saglamaktadir.

Potansiyel enerji egrisinde gosterilen Dy enerjisi, bag seviyesi olup bu nokta molekiiliin
spektroskopik ayrisma enerjisini ifade eder ve “ayrigsma simir siireklilik bolgesi” seklinde

adlandirlir.

Do, deneysel olarak olgiilmiis kimyasal ayrisma enerjisidir. Molekiiliin ayrisma siir1 ile

potansiyel enerji egrisinin sifir noktasi ile arasindaki farka esittir.
3.9. BORN-OPPENHEIMER YAKLASIKLIGI

Bir molekiiler sistem i¢in, dalga fonksiyonu ¥ sirasiyla r ve R olarak atanan, molekiil
icindeki elektronlarin ve g¢ekirdeklerin konumlarmmin bir fonksiyonudur. Bu sistemin

Hamiltonyeni kinetik ve potansiyel enerji terimlerinden meydana gelir.
H=T+V (3.52)

Kinetik enerji terimini agilirsa, molekiil i¢indeki tiim pargaciklarm VZtoplami oldugu goriiliir:

Tz—ﬁzki(ﬁ+a—z+a—z) (3.53)
my

axz = oy} = 0z}

Potansiyel enerji terimi ise, tiim yiiklii pargaciklar arasindaki Coulomb itmesini ifade eder:

ejei

= (3.54)

1
V= EZ j 2i<j
Bu denklemde Arj; iki pargacik arasindaki uzaklik olup, j ve i pargaciklarmin sahip oldugu

ylikler e; ve e; olarak tanimlanir. Elektronlar i¢in yiik —e ile ifade edilirken, ¢ekirdekler igin

ise Z,’dir (Z: atom numarasi). Boylece,
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( yetek. ysek. (z,e ) yjelek yelek. ( >+Z<;ek Z;ilj (z,z,e )) (355)

ARU

Ik terim elektron-cekirdek cekim, ikinci terim elektron-elektron itme ve iiciincii terim ise

cekirdek-gekirdek itme potansiyel enerji terimlerini gostermektedir [40].

Born-Oppenheimer yaklasimi, Schrédinger denkleminin ¢6zliimiinii basitlestirmek i¢in
kullanilan birka¢ yaklasimdan ilkidir. Cekirdek ve elektronik hareketleri birbirinden ayirarak
genel molekiiler problemi basitlestirir. Biitiin molekiiler yap1 hesaplamalarinda, Born-

Oppenheimer yaklagimini benimsemektedir.

Cekirdekler elektronlara gore c¢ok yavas hareket eder ve ¢ekirdegin kiitlesi bir
elektronunkinden binlerce kat daha fazladir. Boylelikle bu yaklasimda, bir elektrondan ¢ok
daha agir olan ¢ekirdeklerin nispeten yavas hareket ettigi ve elektronlar etrafta hareket

ederken, cekirdeklerin ise sabit olarak kabul edilebilecegi varsayilmaktadir.

Boylece, bir molekiiler sistem icindeki elektronlarin dagilimi, c¢ekirdeklerin pozisyonlara
bagli olup hizlaria bagl degildir. Bir baska deyisle, ¢ekirdekler elektronlara gore sabitlenmis
ve elektronik hareketler sabit ¢ekirdegin bir alaninda meydana geldigi seklinde tanimlanabilir

[22,40].
Tiim Hamiltonyen;
H =T (1) + T(,‘ek.(R) + V(;ek.—elek.(R' r)+ Velek.(r)+vgek.(R) (3.56)

BO yaklasimi ile iki parcali bu problem birbirlerinden bagimsiz olarak ¢oziilebilir, boylece
cekirdeklerin sahip oldugu kinetik enerji terimini ihmal ederek bir elektronik Hamiltonyen

yazabiliriz:

H, o = _%Z{?lek- (6_2 + a_z ) Zelek Z?«?k( Z; ) Zielek Z§l<eik< 1 ) +

ax? = oy? |R;—1il |ri—7j]

v Gy (357)

|R1—Ry]|
Yazilan bu Hamiltonyen, sabit ¢ekirdek alaninda elektronlarin hareketini agiklar.

Helek'l}elek(r' R) = Eeff(R)ll}elek(rr R) (358)
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Elektronik dalga fonksiyonu icin (Y, ) bu denklemin ¢oziimii bize ¢ekirdek koordinatlarina
bagli Eer’i yani efektif gekirdek potansiyel fonksiyonunu verir ve sabit kabul edilen V

(cekirdek ¢ekirdek itme potansiyel enerjisi) bu sistemin potansiyel enerji yilizeyini tanimlar.
Cekirdek i¢in Ee tizerinden Hamiltonyeni yazmak istersek:

Heer = Teer(R) + Ecfp(R) + Ve (3.59)
elde ederiz [41].

Bir molekiiler sistemin Hamiltonyen terimi elektronik ve ¢ekirdek enerji terimlerinin toplami
seklinde yazilabilmektedir. Bununla birlikte bir molekiiliin dalga fonksiyonu ise tiim elektron

ve ¢ekirdekler i¢in verilen dalga fonksiyonlarinin ¢arpimlari seklinde olmalidir.

Molekiiliin ¢ekirdek hareketi, donii, titresim ve dteleme hareketlerini barindirir ve bu ii¢ enerji
terimi i¢in dalga fonksiyonu yazilabilmektedir. Bu terimler i¢cinde 6teleme hareketi siirekli
enerji degerleri alirken, titresim ve donti hareketleri siireksiz (kuantize) enerji degerleri alirlar
ve kuantizedirler. Cekirdegin Gteleme enerjisi, molekiiliin herhangi bir hiza sahip olabilecegi

anlamina gelmektedir. Bu nedenle kuvantize degildir ve ihmal edilebilir.

Molekiiliin sahip oldugu toplam enerji, Born-Oppenheimer Yaklasimi altinda elektron ve

cekirdegin toplami seklinde yazilabilmektedir.
Emoterin = Ee + E¢ (3.60)

Cekirdegin titresim ve donii enerjileri etkilesim igerisindedir. Fakat bu enerjiler arasindaki
fark ¢ok biiylik oldugundan birbirleri ile olan etkilesmeler ihmal edilebilir ve ayr1 enerji

terimleri olarak yazilabilmektedir [16, 18].

Emotekit = Eetek. T Etie. + Eaona (3.61)
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3.10. MOLEKULER ENERJININ HESAPLANMASI

Kiiclik molekiillerden biiylik molekiillere, sistemin enerjisini hesaplamak icin birka¢ yontem
bulunmaktadir. Bunlar Molekiiler Mekanik, Molekiiler Dinamik yontemler ile birlikte,

elektron etkilesimlerini de hesaba katan Kuantum Mekaniksel yontemlerdir.
3.10.1. Molekiiler Mekanik Yontemler

Molekiiler Mekanik (MM) yontemler, molekiil sistemlerini modellemek icin klasik mekanik
yasalarim1 kullanmaktadir. Born-Oppenheimer yaklasiklig1 altinda tiim sistemlerin potansiyel
enerjisi, ¢ekirdek koordinatlarinin bir fonksiyonu olarak hesaplanir, elektronlar dikkate

alinmamaktadir.

Molekiiler mekanik hesaplamalar, kiiciik molekiillerin yan1 sira 6zellikle ¢ok biiyiik biyolojik

sistemleri incelemek i¢in de kullanilmaktadir.

Bu hesaplama yontemi yalnizca gekirdekleri hesaba kattigi i¢in, oldukca hizli bir sekilde
temel halde bulunan sistemin enerjisini hesaplayabilmektedir. Fakat elektron etkilesmeleri
hesaplamada yer almadigi igin, elektronik etkilesimlerin onem kazandigi kimyasal

problemlere ¢coziim getirememektedir.

MM igin kullanilan birka¢ program sunlardir: AMBER, CHARMM, HyperChem,
LAMMPS... [16].

3.10.2. Molekiiler Dinamik Yontemler

Molekiiler Dinamik (MD) yontem, Newton’un fizigine gore atomlarin ve molekiillerin
etkilesimini ve hareketini incelemek ic¢in kullanilan fiziksel bir yontemdir. Bunun igin
molekiil i¢i ve molekiiller aras1 etkilesmeleri de hesaba katmaktadir. MD yontem, baslangi¢
durumu bilinen sistemin, bir siire sonraki yeni durumunun fiziksel ve matematiksel
denklemler ile belirlenerek, molekiiler yapi-fonksiyon-hareket iliskisi ile sistemin zamana

gore gosterdigi davranislarinin incelenmesini miimkiin kilmaktadir [42].

MD yontemin temel prensibinde, N pargaciga sahip bir sistem ig¢in Newton’un hareket
denklemi (F=ma) cok kiigiik zaman araliklar1 i¢in ¢oziilmektedir. Sistemdeki herhangi bir

pargaciga (i. pargacik olsun) etki eden kuvvet, sistemdeki diger pargaciklarin o pargaciga
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uyguladig1 kuvvetler toplami olarak hesaplanmaktadir. Bu kuvvet ifadesinden, ivme ve hiz
ifadesine gegilerek pargacigin ivmesi ve hizi, elde edilen ivme ve hiz ifadesinden de
pargaciginin yeni konumu hesaplanir ve yeni konumdaki parcacik i¢in kuvvet ve enerji hesabi
yapilmaktadir. Bu hesaplamalar siirekli tekrarlanarak, ¢ok pargacikli sistemin zaman

igerisinde degisen davranislari belirlenmektedir [43].

Her Atom icin

i & fvme Hesabi
Etkilesim Modeli

& T Her Atom icin Her Atom i¢in
( A Kuvvet Hesab1 Hiz Hesabt
Atomlarin
i1k Pozisyonlar ,
Atomlarin yeni
8 . pozisyonlar: belirlenir
Sekil 3.14: MD yontem ile hesaplama semasi.
2 .
Fy=m; =52 (i=1,2,3,...,N) (3.62)
I. atomun konumu ve kiitlesi sirasi ile rj ve m; ile ifade edilmektedir.
Kuvvet ifadesi, ayn1 zamanda potansiyel enerjinin negatif gradyantina esittir:
Fl = —VLV (T‘l,T‘z, ,TN) (363)

(3.62) ve (3.63) denklemleri karsilastirildiginda;

ov dzT'i(t)
or; - L X

denklemi elde edilir. Hareket denkleminin ¢6ziimiinden asagidaki denklemlere ulasilir.
F
a= ; (364)
vV =vy+at (3.65)

X = X9+ vt + %at2 (3.66)
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(3.64), (3.65) ve (3.66) esitlikleri, yoriinge hesaplamalarinin yapilabilmesi i¢in atomlarin
baslangi¢c konumlarinin, baslangi¢ hiz dagilimlarinin ve potansiyel enerjinin gradyanti ile elde

edilebilen ivmelerinin bilgisine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

MD yontem, bir sistemin gézlenmesi zor ya da imkansiz deneysel davranislarini incelemeye
olanak saglamaktadir. Sistemin sahip oldugu parcacik sayisi (N), sicaklik (T), basing (P) gibi
parametreler, o sistemin termodinamik durumunu vermektedir. MD simiilasyon yonteminde
kullanilan topluluklardan birkagi Tablo 3.1°de verilmektedir [44];

Tablo 3.1: Molekiiler Dinamik (MD) simiilasyonda kullanilan topluluklardan birkagi.

Topluluk
. . e  Sabit Parcacik Sayisi (N) .
Mikrokanonik Topluluk ) F Izole edilmis sistemlere karsilik
e  Sabit Hacim (V) .
NVE gelmektedir.

e Sabit Enerji (E)

) e Sabit Parcacik Sayisi (N)
Kanonik Topluluk

NVT e  Sabit Hacim (V) Biitiin sistemler i¢in kullanilabilir.

e  Sabit Sicaklik (T)

e  Sabit Pargacik Sayis1 (N)

izobarik-Izotermal Topluluk I - .
\pT e Sabit Basmg (P) Biitiin sistemler i¢in kullanilabilir.

e  Sabit Sicaklik (T)

Bu tez calismasinda GHK tripeptidinin su ve metanol ortaminda molekiiler dinamik

simiilasyonu, NVT ve NPT topluluklar1 kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

MD yoéntemde, bag uzunluklarinin, ac1 biikiilmelerinin ve bag burulmalarinin zamana gore
degisimi ile birlikte Van der Waals ve atomlar arasindaki elektrostatik etkilesimler goz
oniinde bulundurulmalidir. Bu enerjileri tanimlamak icin bir “kuvvet alan1” kullanilmaktadir.
Kuvvet alani, etkilesen atomlar arasindaki kuvvetleri tahmin etmek ve sistemin toplam
enerjisini hesaplamak i¢in kullanilan bir potansiyel enerji fonksiyonudur [45]. Boylece
kullanilan bu kuvvet alanlari ile birlikte, atomlar arasinda meydana gelen etkilesmeler gercege

uygun olarak modellenir ve deneysel veriler ile uyumlu sonuglar elde edilir.

Kuvvet alam1 potansiyel enerji fonksiyonu, molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesme

potansiyellerini icermektedir. Molekdl i¢i terimler; bag gerilme, ag¢1 biikiilme ve torsiyon



41

potansiyeli terimlerini icermektedir. Molekiiller arasi terimler ise elektrostatik etkilesimler ve

Van der Waals etkilesimlerinden gelmektedir [46,47].
Unmotekiit ici = Ubag T Uaci + Utorsiyon (3.67)
Umotekitier arast = Uetek. T Uyaw (3.68)
Bag Gerilme Potansiyel Enerjisi;

Kimyasal bag ile baglanan iki atom arasindaki etkilesim “bag gerilme potansiyeli” ile
belirlenir. Enerji fonksiyonu, bag tiirii ve bagi yapan atomlara bagli bir fonksiyondur. iki atom
arasinda bir yay varmis gibi diisiiniildiigli takdirde, enerji ifadesinde goriilen katsay1 (kf i)

yay sabitine denk gelmektedir.

2
Upag = Xi,j ki (71, — 7)) (3.69)

0 .
Tijj >

denge aninda i. ve j. atomlar arasindaki mesafe
1 j > anlik yer degisiminde i. ve j. atomlar arasindaki mesafe

At Biikiilme Potansiyel Enerjisi,

Kimyasal baglar ile baglanan atomlarin iki bag ve en az 3 atom arasindaki etkilesim “ac1
biikiilme potansiyeli” ile verilir. Bag gerilme potansiyel enerjisinde oldugu gibi, iki bag
arasinda bir yay varmis gibi diisiliniiliir ve bu yayin sabiti de “potansiyel fonksiyon katsayisi,

(kij ) olarak ifade edilir.

2
Uger = Zijc ki (0 — 025 x) (3.70)
Burada 6; ; x anlik ac1 degeri, 63 ; x denge anindaki ag1 degeridir.
Torsiyon Potansiyel Enerjisi;

Molekiil igindeki tekli kimyasal baglar {izerinde burulmalar (torsiyon) meydana
gelebilmektedir ve bu burulmalarin molekiiliin toplam enerjisine katkisi vardir. (Torsiyon

potansiyel enerjisi Boliim 3.12.2.2°de ayrintili olarak verilmektedir).
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Urorsiyon = Zijset ki jial1 + cos(n@y j s — @0 11)] (3.71)

k{jxi kuvvet sabiti; @f;, ve @;;,; dort atom arasindaki denge anindaki ve anhk bag

burulmalaridir.

Sekil 3.15: Bag gerilmesi, a¢1 biikiilmesi ve torsiyon (burulma).

Elektrostatik ve Van der Waals etkilesim potansiyelleri molekiiller arasi potansiyel enerjiye
katki saglamaktadir. Elektrostatik potansiyel enerji ve Van der Waals potansiyel enerjisi

3.12.2.3 ve 3.12.2.4 boliimlerinde ayrintili olarak anlatilmaktadir.
Elektrostatik Etkilesim Potansiyeli;

Yiikli iki atom arasindaki potansiyel enerji, elektrostatik potansiyel ile verilmektedir. Bu
potansiyel, atomlarin yiikleri ile dogru orantida iken, atomlar arasindaki mesafe ile ters
orantilidir. Coulomb potansiyeli ile verilen elektrostatik etkilesimler uzun menzilli

etkilesimlerdir.

Uelek. = KZN 1 (3.72)

i‘j=1 ET'ij

Bu denklemde; ¢ ; elektriksel bir sabittir. g; ve q;, i. ve j. atomlara ait yiikler ve ;; atomlar

arasindaki mesafedir. K ise kcal/mol cinsinden enerjiyi ifade etmek icin kullanilan bir sabittir.
Van der Waals Etkilesim Potansiyeli,

Aralarinda bag olmayan atomlar arasinda da bir etkilesim mevcuttur ve bu etkilesim bir atom
etrafindaki elektron bulutunun dagiliminda meydana gelen dalgalanmalar nedeni ile simetrik

durumundan asimetrik duruma gecerek, anlik bir dipol olusturarak cevre atomlar1 da
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etkilemesinden kaynaklanmaktadir. Lennard- Jones Potansiyeli ile verilen Van der Waals

etkilesim potansiyeli kisa menzilli bir etkilesimdir.

O-ij

Upaw = Xij=1 €ij [(2D)12 - 2(%)6] (3.73)

rij

Bu denklemde; o;;, parcaciklar arasindaki potansiyelin sifir oldugu mesafe, €;; potansiyel

kuyusunun derinligidir. r;;, atomlar arasindaki mesafeyi temsil etmektedir.

Tim bu etkilesim potansiyelleri ile birlikte, sistemin toplam potansiyel enerji denklemi elde
edilir [48].

UTop. = Ubag + Uag:l + Utorsiyon + Uelek. + UVdW (3-74)

MD yonteminde sik¢a kullanilan ve en ¢ok bilinen kuvvet alanlarindan bazilari; AMBER,

CHARMM, GROMOS ve OPLS kuvvet alanlaridir.

Giinlimiizde yenilik¢i donanim ve yazilim kodlarinin ortaya ¢ikmasi ile MD simiilasyonlarini
nanosaniye, mikrosaniye zaman c¢ercevesinden birka¢ milisaniyeye kadar calistirmak
miimkiindiir. Bu, biiylik biyomolekiiller dahil konformasyonel alanin ayrintili incelenmesini
saglamaktadir. Ornegin hedef bir proteine baglanan ligandin izleyecegi yolun tam tarifini
icerebilir. Daha sonra bu uzun MD ydriingeleri, ilag kesfi i¢in kritik olan termodinamik ve
Kinetik verilerle protein-ligand baglanmasinin serbest enerji profilini saglamak i¢in serbest

enerji yontemleri ile iligkilendirilebilmektedir [45].

MD simiilasyonunu gergeklestirebilmek icin kullanilan programlardan bazilar1 asagida

verilmistir.

AMBER: Amber yazilim paketi AMBER kuvvet alanmi kullanarak, biyomolekiil

simiilasyonlar1 gerceklestirir. Bu program, Fortran 90 ve C programlama dillerinde yazilmistir
[49].

CHARMM: Molekiiler dinamikler i¢in yaygin olarak kullanilan kuvvet alanlarinin bir ad1 ve
bunlarla iliskili molekiiler dinamik simiilasyon ve analiz bilgisayar yazilim paketinin adidir.
CHARMM programi, ¢ok ¢esitli molekiiler simiilasyonlarin {iretilmesini ve analiz edilmesini

saglamaktadir [50].
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GROMACS: Proteinlerin, lipitlerin ve niikleik asitlerin simiilasyonlar1 igin tasarlanmig
molekiiler dinamik program paketidir. GROMACS, bir¢ok simiilasyon programindan 3-10 kat
daha hizli calismaktadir. GROMACS, komut satir1 arabirimi araciligiyla c¢aligtirilir ve
dosyalar1 girdi ve ¢ikt1 olarak kullanilmaktadir. Hesaplama, ilerleme ve tahmini bitis zamani
(ETA) geribildirim, yoriinge (trajectory) goriintiileyici ve yorlinge analizi i¢in kapsamli bir
gorliis saglamaktadir. Buna ek olarak, farkli kuvvet alanlarinin kullanilabilir olmasi,

GROMACS" esnek bir program haline getirmektedir [51].
Bu programlara ek olarak; NAMD, LAMMPS ve GROMOS programlari da verilebilir.

Bu tez c¢alismasinda MD simiilasyonlar  GROMACS paket programi yardimi ile
gerceklestirilmistir.

3.10.2.1.Gromacs Programi

Acilim1 “GROningen MAchine for Chemical Simulation” olan GROMACS programi ilk
olarak 1990’l1 yillarin basinda Hollanda’nin Groningen Universitesinde, kaynak kod sistemi

(SCCS) kullanilarak gergeklestirilmistir [52].

GROMACS, molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gergeklestirirken, ylizlerce pargacik igeren
sistemler icin Newton denklemlerini belirli yaklagimlar ile ¢6zen c¢ok yonlii bir paket

programdir.

Oncelikle, karmagik baglanmis etkilesimler igeren proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi
biyokimyasal molekiiller icin tasarlanmis GROMACS, baglanmamis etkilesimleri
hesaplamada son derece hizlidir. Bunlarin yam1 sira GROMACS, polimerler gibi biyolojik

olmayan sistemler i¢in de kullanmaktadir [53].

GROMACS programi, GROMOS, OPLS, AMBER ve ENCAD kuvvet alanlartyla uyumludur
[54]. Gorsel bir ara yiiz kullanmayan GROMACS, bir¢ok alt programlardan meydana
gelmektedir.

3.10.3. Kuantum Mekaniksel Yontemler

Kuantum Mekanigi (QM), elektronlarin davraniglarimin dogru matematiksel islemlerle

tanimlanmasidir. Teorik olarak QM, bir tek atomun veya molekiiliin tiim 6zelliklerini tam
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olarak tahmin edebilirken pratikte, QM denklemleri sadece bir elektron sistemi i¢in tam
olarak ¢oziilmiistiir. Coklu elektron sistemleri i¢in ¢dziim yaklasimi i¢in sayisiz yontemden
olusan bir yontem gelistirilmistir. Coziim icin kullanilan bu yaklasimlar, varyasyon ve

pertiirbasyon yontemleridir.

Kuantum mekaniksel yontemlerin hesaplama siiresi molekiiler mekanik yontemlere gore daha

uzun siirmektedir [16, 55].
3.10.3.1.Ab-Initio

Dogrudan deneysel veriler dahil edilmeyerek teorik prensiplerin kullanildigi, Ab-initio
yontemi yaklasik bir kuantum mekaniksel hesaplamadir. Bu yaklagimlar hesaplama igerisinde
kullanilan bir fonksiyonun daha basit formun kullanilmasi ile birlikte farkli bir denklemin

¢Ozlimiiniin yaklasik olarak verilmesi gibi matematiksel yaklasimlar olabilir.

Yaygin olarak kullanilan bir ab initio hesaplamasi, Hartree - Fock hesabi (HF) olarak bilinen
temel yaklagim, merkezi alan yaklasimi olarak bilinmektedir. Hesaplanan yaklasik enerjilerin
hepsinin tam enerjiye esit veya daha biiyiik oldugu anlamimna gelen bir varyasyonel
hesaplamadir. Enerji birimi Hartree (1 Hartree = 1 a.u. = 27.2116 eV = 627.509 kcal/mol, lag
=0529A=1 Bohr) dir. HF hesaplamalarindan elde edilen enerjiler, merkezi alan yaklagimi

nedeniyle, daima dogru enerjiden daha biiyiiktiir.

Genel olarak, ab-initio hesaplamalar1 ¢ok iyi sonuglar verir. Ozellikle molekiiller kiigiildiikge
gittikge daha hassas sonuglar verebilir. Bu ab-initio yontemlerin avantajidir. Fakat bu
yontemler genellikle ¢ok miktarda bilgisayar CPU zamani, bellek ve disk alani almaktadir

[55].

HF yaklagimi ile birlikte yaygin olarak kullanilan bir diger ab-initio yaklasimi DFT (Density
Functional Theory) yani “Yogunluk Fonksiyon Teorisi”dir. Bu teori elektron yogunlugunun

hesaplanmasi iizerine kuruludur.
3.10.3.2.DFT

Yogunluk fonksiyon teorisi, 1920'lerden, O6zellikle Thomas-Fermi-Dirac modelinden ve

1950'lerde Slater'in kuantum kimyasi alanindaki temel ¢alismalarindan elde edilen kuantum
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mekanigi aragtirmalarindan kaynaklanmaktadir. DFT yaklagimi, elektron yogunlugunun genel

islevleriyle elektron korelasyonunu modelleme prensibine dayanmaktadir [56].

Yogunluk fonksiyon teorisi, HF'nin eksikligini ve c¢ok sayidaki elektronik dalga
fonksiyonunu, temel yogunluk olarak, elektronik yogunluk ile degistirerek ele almaya calisir
[57,58].

DFT, enerjiyi elektron yogunlugu p(r) cinsinden ifade eder. N elektronlu bir sistem icin bu r
noktasinda elektronun bulunma olasiligi anlamindadir ve dolu orbitaller iizerinden elektron

yogunlugu asagidaki formiil ile verilir:
p(r) = Xa-1|Pe()I? (3.75)

HF sistemi tanimlamak i¢in dalga fonksiyonunu kullanirken, yogunluk fonksiyon teorisi, E[p]
elektron yogunlugu fonksiyonellerini kullanmaktadir. Hohenberg ve Kohn (HK), kuantum
mekaniksel bir sistemin enerjisinin yalnizca temel hal yogunlugunun bir fonksiyoneli ile tam

olarak hesaplanabilecegini sdylemektedir.
E=ET+E"+E/ +EX (3.76)

Yogunluk fonksiyon teorisi molekiiliin enerjisini yukaridaki gibi yazmayr miimkiin
kilmaktadir. Burada ET, eletronlarin kinetik enerjisini, EV, ¢ekirdek- cekirdek itmesi ve
cekirdek-elektron ¢ekmesini ifade eden potansiyel enerjiyi, E/, elektron giftleri arasindaki
itmeyi ve EXC eletron giftleri arasindaki itme haricindeki tiim etkilesimleri igeren exchange
correlasion (korelasyon degisimi) terimini ifade etmektedir. EX¢ hem degisim hem de

korelasyon olarak ikiye ayrilir [56].

Hesaplamalarina elektron korelasyonunu dahil eden DFT, ab-initio yontemler icinde en
avantajli olanidir. Yogunluk fonksiyon teorisinde kullanilan bazi yontemler asagidaki tabloda

verilmistir [55].
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Tablo 3.2: DFT’de kullanilan yontemlerden birkagi.

BLYP Becke, Lee, Yang ve Parr. Beche degisim fonksiyonu ve Lee, Yang, Parr

korelasyon fonksiyonlar1

B3LYP/Beche3LYP BLYP’ye 3 parametre hibrit fonksiyonunun gelmesi ile elde edilen yontem

B3P86 Becke’nin Onerdigi degisim fonksiyonlari ile birlikte Perdew’in

korelasyon fonksiyonlar1

B3PW9I1 Becke’nin 6nerdigi 3 parametre hibrit fonksiyonlari ile birlikte Perdew ve

Wang’1in korelasyon fonksiyonlari

3.10.3.3.Gaussian Programi

Gaussian, 1970 yilinda John Pople [59] ve Carnegie Mellon Universitesi'ndeki arastirma
grubu Gaussian 70 olarak yayinlanmis genel amagli bir hesaplamali kimya yazilim paketidir
[60] Gaussian programindan elde edilen sonuglar Gauss View programi araciligl ile

goriintlilenebilir.

Gaussian Paket programinda yapilan hesaplamalar ile asagidaki 6zelliklerin belirlenmesini

saglamaktadir.

e Optimize molekiiler yapilar.

e Molekiiler orbitaller.

e Elektrostatik potansiyel yiizeyler (ylizeyler ayrica kontlir haritas1 olarak da
goriilebilir).

e I¢ Atomik yiikler ve dipol momentleri.

e Titresim frekanslarina karsilik gelen normal modlarin animasyonu.

¢ IR, Raman diger spektrumlar [3, 61, 62].
3.10.4. Yar1 Deneysel Yontemler

Elektron-elektron etkilesmelerinden gelen iki elektron integralleri yar1 ampirik yontemlerce
hesaplanmaz. Bunun i¢in incelenecek olan molekiiliin elektronik yapisina benzer molekiillerin
deneysel verilerinden elde edilen parametreler kullanilir. Biiyiik yapidaki molekiillerin
(biyolojik makro molekiiller) ab-inito yontemler ile hesaplanmasi miimkiin degildir. Deneysel
verilerle olan uyumu ve hizli hesaplama yapabilmesi nedeni ile yar1 deneysel yontemler

biyolojik sistemler i¢in avantajhidir.
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AMI1, PM3,PM6 HUCKEL, MNDO, MNDO/3, ZDO, INDO vb... en ¢ok kullanilan yar1
deneysel yontemlerdir [16, 55].

3.11.AMINO ASITLER
3.11.1. Amino Asitler ile Tlgili Genel Bilgiler

Amino asitler hem amin (NH;) hem de asit (COOH) gruplarini igeren organik madde olarak
tanimlanir ve proteinler, enzimler ve hormonlar gibi biiylik biyolojik makromolekiillerin
yapisinda bulunurlar. Dogada bulunan 300’den fazla amino asitten yalnizca 20 tanesi temel

amino asit olarak adlandirilir ve proteinlerin yapisina katilir [63].

Amino asitlerin bir araya gelmesi ile olusturduklari kisa polimer yapilara “peptit” adi
verilmektedir. Eger iki amino asit yan yana gelmisse “dipeptit”, lic amino asit yan yana
gelmigse “tripeptit” olarak adlandirilmaktadir. Cok fazla amino asitin bir araya gelerek
olusturduklart uzun polimer yapilara ise “polipeptit” ya da en bilindik adi ile “protein”

denmektedir [62].

Tablo 3.3: 20 temel amino asit isimleri, kisaltmalar1 ve tek harf sembolleri.

Amino Asit 3 harfli Tek harfli  Amino Asit 3 harfli Tek harfli
kisaltma kisaltma kisaltma kisaltma
Glisin Gly G Treonin Thr T
Alanin Ala A Sistein Cys C
Valin Val V Metiyonin Met M
Losin Leu L Asparajin Asn N
Izolosin e I Glutamin Gln Q
Prolin Pro P Glutamik Asit Glu E
Fenilalanin Phe F Aspartik Asit Asp D
Tirozin Tyr Y Lizin Lys K
Triptofan Trp W Arjinin Arg R
Serin Ser S Histidin His H

3.11.2. Amino Asitlerin Yapisi

Amino asitler temel olarak ii¢ kissmdan olusurlar. Merkezde bulunan karbon atomuna (C?)

bagli amin, NH, grubu ve karboksil grubu COOH ile birlikte amino asitlerin birbirinden farkli
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kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olmasini saglayan degisken grup (R-yan dal ya da yan

zincir).

R grubunda yalnizca bir H barindirmasindan dolayr Glisin C* atomuna goére simetrikken,
Glisin hari¢ diger tiim amino asitler asimetriktir. Bu temel amino asitler icerisinde Prolin ise

siklik bir yapiya sahiptir ve yapisinda C* y1 bulundurmaz [64].

Hidrojen Atomu

Amin Grubu I-:I Karboksil Grubu

H,N - C* - COOH

R

Yan Dal

Sekil 3.16: Bir amino asitin temel yapisi.

3.11.3. Amino Asitlerin Adlandirilmasi

Yapisinda birden fazla karbon ve hidrojen atomu barindirdigindan, ayni tip atomlar:
birbirinden ayirmak i¢in IUPAC-IUB komisyonu tarafindan belirlenen isaretlendirmeler
kullanilir. Amino grubuna bagli C atomu C* olarak gosterilir ve yan zincire dogru sirasi ile C
atomlar1 B, v, 9, €, {, n seklinde isaretlenir. Bununla birlikte her bir C atomuna bagli olan diger
atomlar da ayni isaretle gosterilir. Karboksil grubundaki C atomu ise C’ olarak isaretlenir
[16].

3.11.4. Amino Asitlerin Siniflandirilmasi

Amino asitlerin sahip oldugu R grubu, her bir amino asitin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde
farklilasmaya neden olmaktadir. Bu da bir araya gelen amino asitlerin olusturdugu

proteinlerin kendine 6zgii yapisi ve aktivitesi olmasinda etkilidir [65].

Amino asitler; asidik, bazik veya notr 6zellikleri ile birlikte, polar ya da apolar olmalarina
gore, suya kars1 gosterdikleri tepki gdz Oniine alindiginda ise hidrofilik veya hidrofobik
olarak, organizmada sentezlenme durumu goz 6niine alindiginda ise esansiyel ve nonesansiyel

olarak smiflandirilirlar. Yan zincirlerin yapis1 alifatik ya da aromatik olup olmadigini
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belirlerken, yap1 icerisinde bulunan hidroksil grubu ve tiyol veya tiyoser gruplarina gore de

hidroksi-amino asitler ve kiikiirt iceren amino asitler olarak siniflandirilir [16].

Amino asitlerin en yararli siniflandirilmast yan zincirlerin (R-gruplart) ¢6ziiniirliik (yani

iyonlagma ve polarite) 6zelliklerine dayanir. R gruplari dort sinifa ayrilir [64];

e Apolar (hidrofobik)

e Polar negatif yiiklii (asidik)
e Polar pozitif yiiklii (bazik)
e Polar yiiksiiz (n6tr)

Polarhgina gore amino asitler

Yan zincirlerin polarlik derecesi amino asitleri polar ve apolar olmak tizere iki sinifa

ayrilmaktadir.
Apolar Amino asitler (Hidrofobik)

Bir amino asitin polarligi dipol momentine bakilarak belirlenir. Molekiil tizerindeki pozitif ve
negatif yiik dagilimlarinin simetrik olmasi halinde, iki yiikiin st liste ¢ekim merkezleri, dipol
momentin sifir olmasina neden olur. Bu 6zelligi gésteren amino asitler apolar amino asitler
olarak smiflandirilir. 20 temel amino asit igerisinde apolarlik gosteren amino asitler; en basit
yapidaki Glisin ile birlikte Alanin, Valin, Lésin, izoldsin, Prolin, Metiyonin, Triptofan ve

Fenilalanin’dir [66]. Bu amino asitler ayn1 zamanda hidrofobik 6zellik gostermektedirler.
Polar amino asitler suya egilimlidirler yani hidrofilik 6zelliktedirler [64].
Polar Amino Asitler

Molekiil tizerindeki yiik dagiliminin asimetrik olmasi halinde, yiiklerin ¢ekim merkezleri iist
iiste gelmez ve molekiiliin igyapisindan kaynakli bir dipol moment olusmasina neden olur. Bir

i¢ dipol momente sahip bu amino asitler polar amino asitler olarak siniflandirilir [64,66].

Polar Asidik: Proton verici bir yan zincire sahip olan amino asitler Nétral pH (7.0)’da iyonize

olarak negatif yiiklii olan COO" karboksil grubunu tasirlar. Dolayist ile fizyolojik pH (7.35-



51

7.45)’da negatif yiiklii olarak bulunurlar. Polar asidik amino asitler Aspartik Asit ve Glutamik
Asittir [64,65].

Polar Bazik: Notral pH’da pozitif yiiklidiirler ve yan zincirleri proton alicidir. Lizin, Arjinin

ve Histidin amino asitleri bu sinifa girerler.

Polar VYiiksiiz (Nétr). Notral pH’da yiiksiiz olup fizyolojik pH’da kismi + ve — yik
icerebildiklerinden tamamen yiiksiiz degillerdir. Serin, Treonin, Asparajin, Sistein, Glutamin

ve Tirozin bu siniflandirma dahilindedir [62,64].

Tablo 3.4: Amino asitlerin beslenme &zelliklerine ve yan zincir yapisina gore siniflandirilmasi [64].

Amino Asit Yan zincirinin yapisina gore Beslenme 6zelliklerine gore
Glisin Alifatik zincir Non esansiyel
Alanin Alifatik Non esansiyel
Valin Alifatik Esansiyel
Losin Alifatik Esansiyel
Izolésin Alifatik Esansiyel
Prolin Iminoasit Non esansiyel
Fenilalanin Aromatik halka Esansiyel
Tirozin Aromatik halka Non esansiyel
Triptofan Aromatik halka Esansiyel
Serin Alifatik Non esansiyel
Treonin Alifatik Esansiyel
Sistein Alifatik Non esansiyel
Metiyonin Alifatik Esansiyel
Asparajin Alifatik Non esansiyel
Glutamin Alifatik Non esansiyel
Aspartik Asit Alifatik Non esansiyel
Glutamik Asit Alifatik Non esansiyel
Lizin Alifatik Esansiyel
Arjinin Alifatik Yari esansiyel
Histidin Imidazol halka Yari esansiyel

3.11.5. Peptit Baglarimin Olusumu

Proteinler ve peptitler amino asitlerin birlesmesi ile meydana gelmektedir. Bu birlesme

esnasinda arada meydana gelen kimyasal baga peptit bagi denilmektedir. Bir amino asitin
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amin grubuna bagli olan hidrojen ile diger amino asitin karboksil (COOH) grubunda bulunan
hidroksil grubu birleserek 1 mol su molekiilii a¢iga ¢ikarir. Geriye kalan amin grubundaki N

ile karboksil grubundaki C atomu arasinda peptit bagi olusur.

Amino
grup
%

H 0 H,0
H C ‘OH! r!J i g 2

W 7 [ A /\\:i/l:l\)‘/ \CI:/C\.OH4> H\
| R

VN
Karboksil
grup

Sekil 3.17: Peptit bag: [67].

Bu olusan zincir yapinin NH, ucu N-terminal COOH ucu ise C-terminal olarak adlandirilir.
Baglanan amino asit sayisi polipeptit zincirinin adin1 belirlemektedir ve adlandirma —di, -tri, -

tetra, vs. peptit olarak devam etmektedir.

Peptit baginin uzunlugu, bir bucuk bag kabul edilmektedir. Bunun nedeni C’-N bagi
arasindaki beklenen uzunluktan daha kiigiik olup, C’= O bag: arasinda beklenen uzunluktan
ise daha uzun olmasidir. Bir C’-N bagmn uzunlugu 1.49 A ve bir C’=N ¢ift baginin uzunlugu

1.27 A iken peptit baginin uzunlugu 1.32 A olarak belirlenmistir [68,69].

Peptit bagi ile baglanildig1 sirada, her bir baglanma ile bir amino asitin amin grubu —H ve
diger amino asitin karboksil grubu —OH kaybederek ve ana zincir tizerinde sirasi ile dizilirler
ve bu sirada 1 mol su agiga cikar. Bu zincirdeki —H ve —OH kaybetmis her bir amino asit

amino asit artig1 olarak adlandirilir [70].
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3.12. GLY-HIiS-LYS TRIPEPTIDI
3.12.1. GHK Tripeptidini Olusturan Amino Asitler
GHK yapisinda 3 temel aminoasit bulunan protein bazli aktif bir molekiildiir.

Glisin: Kas dokusunun olusturulmasi ve glukozun enerjiye doniistiiriilmesinde rol almasinin
yani sira, anti-oksidantlarla birlikte calisarak belirli kanser hiicrelerine karsi koruma saglayan,

organizma tarafindan sentezlenebilen bir amino asittir [71].

Histidin: Yar1 esansiyel 6zellik gosteren, yalnizca belli hastaliklarda ve bebeklerde disaridan

alinmasi gereken bir aminoasit olup viicudu toksinlerden ve agir metallerden temizler [72].

Lizin: Organizma tarafindan digaridan alinmasi gerekmeyen, en uzun alifatik zincire sahip bir
aminoasittir. Anti-oksidant 6zellik géstermesinin yani sira antijen {iiretimini arttirarak

bagisiklik sisteminin saglikli ve giiglii olmasini saglar [73].
3.12.2. GHK Tripeptidinin Ozellikleri

Glisil-1-histidil-I-lisin amino asit dizisi, insan plazmasinda ve tiikiiriikte mevcut olup, 1973
yilinda Pickart tarafindan izole edilmistir [1]. GHK tripeptidi bakir (II) i¢in yiiksek afiniteye
sahip bir tripeptitdir. Yaslt insan karaciger dokusunun geng¢ karaciger dokusu gibi proteinleri
sentezlemesine olanak saglayan tripeptitin bakir kompleksi; ilk olarak insan plazma
alblimininde kesfedilmistir [1,74]. Literatiirde en ¢ok GHK tripeptidinin bakir kompleksi ile
ilgili yapilan ¢aligmalara rastlanmakla birlikte, saf GHK tripeptidi ile ilgili de birka¢ caligma
bulunmaktadir. Saf GHK tripeptidinin, anti-tiimér, anti-oksidant, anti-imflamatuvar ve sinir

sistemi tizerindeki etkileri asagidaki ¢calismalarla gosterilmistir.

» GHK tripeptidinin agresif metastatik kolon kanseri hastalarinda RNA iiretimini

bastirarak, iyilesmeye yonelik etkileri arttirdigi goriilmistiir [75].

» Anti-oksidant ve anti-inflamatuvar etkileri nedeni ile cilt koruma ve yaralari iyilestirici
etkisi oldugu da Sensenbrenner tarafindan gozlenmistir [76]. Noral ve glial hiicreler

kullanilarak yapilan ¢alismada, GHK nin sinir biiylimesini arttirdigi bulunmustur.

» Bir kollajen tiipiine yerlestirilen sinir saplarina GHK tripeptidi emdirilerek, Schwann

hiicrelerinin (sinir hiicrelerinin) akson sayisinin arttigi goriilmiistiir [77].
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2014 yilinda Bobyntsev ve ekibi [78] tarafindan yapilan bir ¢alismada ise GHK ve
GHK’nin analoglarinin anksiyetik etkisine bakilmistir. Erkek farelerin denek olarak
kullanildig1 bu ¢alismada en ¢ok etkinin GHK peptidinin en diisiik dozda (0.5 ng/kg)

enjekte edilmesi ile oldugu goriilmistiir.

GHK ve bir toksik olan Akrolein (ACR) birlikte incelenerek; GHK’nin ACR’yi
sondiirme kabiliyeti Olgiilmeye c¢alisilmistir. Reaksiyonu karakterize edebilmek icin
elektron kiitle spektroskopisi yontemi kullanilmistir. Sonug olarak, GHK’nin yiiksek
oranda sitotoksik aldehit ACR’yi sondiirdiigii gozlenmistir [79].

Baska bir ¢alismada ise GHK nin deride bulunan kok hiicre yenilenmesi {izerine etkisi
arastirtlmistir. Bu ¢alismada normal insan hiicresi Keratinosit (derinin en st tabakasini
olusturan hiicreler [80]) ve deriye es deger model (skin equivalent-SE) kullanilmistir.
GHK, keratinosit’de ¢ogalmaya neden olmustur. SE modelinde, Epidermal basal

hiicrelerde koklenme ve ¢cogalma potansiyelini arttirmistir [81].

Sinir ve kan damar biiylimesi, cilt iyilesmesinde ve rejenerasyonunda onemli bir
faktordiir. Sage ve ekibi [82] SPARC proteininin bir hasari sonrasinda GHK ve

tiirevlerinin peptitlerin protein yikimi sirasinda iiretildigini gézlemlemistir.

Zhou ve ekibi [83] GHK'nin Bleomisin (BLM)-kaynakli fibrozis ve inflamasyondan
akcigerleri korudugunu bulmustur. GHK ile yapilan tedavi ile BLM ile indiiklenen
kronik akciger inflamasyonunu ve fibrozisini agik¢a inhibe ettigini ve BLM'nin neden
oldugu kilo kaybini1 ve akciger yas/kuru agirlik oranindaki artiglar tersine gevirdigini
gozlemlemislerdir. Boylelikle, GHK'min fibrotik hastaliklar iizerindeki potansiyel

terapotik etkileri hakkinda yeni kanitlar saglamistir.

GHK'nin noéronlar iizerindeki rolii Zhang ve ekibi [84] tarafindan da arastirilmistir.
Yapilan ¢alismada GHK'nin ICH (intraserebral hemoraji-herhangi bir travma etkisi
olmaksizin beyinde olusan kanamalar) sican modelinde norolojik zayiflig

hafiflettigini ve ndronal apoptozisi azalttigini gostermistir.
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3.13.MOLEKULER MEKANIK YONTEMLERLE PEPTITLERIN
INCELENMESI

3.13.1. Teorik Konformasyon Analizi

Bir biyolojik molekiiliin fonksiyonlarint gerektigi gibi yerine getirebilmesi, minimum enerjiye
sahip konformasyonda bulunmasi ile miimkiindiir. Konformasyon analizi olarak adlandirilan
bu hesaplama ile molekiiliin en diisiik enerjiye sahip yapist belirlenmektedir. Teorik
konformasyon analizi, molekiiliin sahip oldugu atomlar arasindaki karsilikli etkilesmeler
dahilinde molekiilin miimkiin yapilarint ve bununla birlikte bu yapilara karsilik gelen

enerjileri bulmak i¢in kullanilan metoda denir.

Teorik konformasyon analizinde molekiill i¢in Born-Oppenheimer yaklasikligi esas
alinmaktadir. Buna gore molekiil igerisindeki her bir atom noktasal kiitleler olarak diisiiniiliir,
yani esas olan elektron — ¢ekirdek yapilar1 dikkate alinmaz. Belirlenen bu yeni model,

mekanik model olarak adlandirilir ve yari-ampirik bir modeldir [85,86].
3.13.1.1.Konformasyon Analizinde Kullanilan Notasyonlar

Amino asitlerden olugsmus bir biyolojik molekiilde, 6rnegin bir peptit dizisinde, ana zincir ve
yan dallar1 tizerinde bulunan iki yiizlii dihedral agilar, konformasyon belirlemede énemli rol

oynamaktadir [70,87].

Molekiil i¢i ikili (=) ve Uglii ( =) baglar etrafinda donme gergeklesmezken tekli baglar
serbest bir sekilde donebilmektedir. Bir molekiilde, tekli bagin donmesinden kaynakli farklilik
gosteren herhangi bir iki atom diizeni, farkli konformasyonlar olarak ifade edilebilir ve
konformasyonel izomerler veya konformerler olarak adlandirilir [88,89]. Atomlarin

olusturdugu dihedralleri tanimlamak icin, baglar belirli simgelerle tanimlamakta olup, bu simgeler

IUPAC-IUB komisyonu tarafindan belirlenmistir [70,87].

Ik kez Ramasandran tarafindan 1963 yilinda amino asitler icin en diisiik enerjiye sahip
olduklar1 geometrilerinin verildigi konformasyon haritalar1 belirlenmistir ve vy, ¢, x iki yiizli
dihedral acilar1 bu degerleri verir [90]. Teorik Konformasyon analizi yonteminde bu

konformasyon haritalari esas alinir [70].
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Sekil 3.18: Dihedral gosterimleri.

C®— C bagt vy, C*— N bag ¢ , C* — CP bagi y , N- C bag (peptit bagl) @ sembolii ile

gosterilmektedir.

y-¢ degerleri gbz Oniinde bulundurularak ana zincir icin Sekil 3.19°daki enerji bolgeleri
belirlenmistir. Bu ag1 degerine gore haritada yer aldig1 enerji bolgesi ana zincirin formu, yani
shape (sekil) belirlemesi yapilmaktadir. Her bir amino asit arti§inin sirasi ile bulundugu enerji

bolgesi ile ifade edilerek, konformasyonu yazilir.

b4
180°

B|L

-18d] R|p 0%

-180°

Sekil 3.19: Ramasandran haritalarina gore ana zincir bolgeleri.

Ana zincir B,R,L,P bolge isimleri ile belirtilir. Yan zincir lizerindeki agilar ise sira ile hangi
ac1 bolgesine denk diisliyorlarsa 1,2,3 rakamlari ile o amino asitin bulundugu bolgeyi belirten

harfin altina sirasi ile indis olarak yazilir.
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Omegin bir dipeptit i¢in konformasyon yazimi Riz1L»3 seklinde ise, bu birinci amino asitin R,
ikinci amino asitin L enerji bolgesinde oldugunu gostermektedir. R bdlgesinde bulunan birinci
amino asitin ii¢ yan zincir agisi, L bolgesinde bulunan ikinci amino asiti ise iki yan zincir

acisina sahiptir [16].

Sekil 3.19 aym1 zamanda bize molekiiliin formunu verir. Ana zincir gerilmis (extended) bir
formda bulunmakla birlikte katlanmis (folded) bir formda da bulunabilir. Sembolik olarak e

gerilmis, f ise katlanmis durumu ifade eder. Bir dipeptit i¢in, form;

0 =19+ diss (3.77)
formiilu ile belirlenir.

v ve ¢ bulunduklari enerji bolgelerinin sinirlarinin tam orta degeri olarak +90° veya -90°

[13%2]
1

alinmaktadir. Burada “i” kaginci amino asit oldugunu belirtir, yani i=1 ise i+1=2 olacaktir. y
birinci amino asit i¢in belirlenen a¢1 degeri, ¢ ise ikinci amino asitin a¢1 degeri olacaktir.
Sinirlara gore belirlenen ag1 degerleri toplam1 6 = (F olursa, e; 6 = £180F ise f seklinde oldugunu
verir. Bu sonu¢ goz oniinde bulunduruldugunda bir dipeptit i¢in e formu BB, BR, LR, RP,
RL, LB, PL ve PP konformasyon gosteriminde; f formu ise RR, RB, BL, BP, LL, LP, PR ve

PB konformasyon gosterimlerine sahip dipeptitler i¢in sdylenebilir.
Ayni sekilde bir tripeptit igin ee, ef, ff, fe sekilleri miimkiin olabilmektedir.
3.13.2. Molekiillerin Toplam Enerjilerinin Hesaplanmasi

Biyolojik molekiiller (proteinler, peptitler, ...) organizma igerisinde molekiiller ile etkilesim
halindedirler. Bu nedenle molekiiler mekanik yontemde molekiil enerjisi hesaplanirken bu

etkilesimlerden kaynaklanan parametreler dikkate alinmalidir.

Yaklagik %80 sudan olusan insan viicudunda bulunan séz konusu protein ve peptit
molekiilleri yapilarinda fazla oranda hidrojen ve oksijen atomu bulundurmaktadir. Dolaysi ile
su molekiilleri ile aralarinda hidrojen baglar kurulacaktir. Meydana gelen bu molekiil i¢i ve

dis1 hidrojen baglar: molekiiliin toplam enerji hesabinda yer almalidir.

Molekiil i¢indeki tekli kimyasal baglar iizerinde gerceklesen burulma hareketi, yapi igerisinde

yer alan atom gruplarmin uzaysal konumlarinda degisim meydana getirecektir. Meydana
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gelen bu degisim ile birlikte, molekiiliin enerjisinde de bir degisim gozlenmektedir. Ikili ve
ticlii baglar tizerinde burulma hareketinin gergeklesmemesi nedeni ile bu hareket genellikle
“tekli kimyasal bag etrafinda frenlenmis i¢c dénme” ya da diger bir ad1 ile torsiyon hareketi

olarak adlandirilir.

Molekiilii igerisindeki bir diger etkilesme elektronlarin neden oldugu etkilesmeler ile
gerceklesir. Elektrostatik etkilesme enerjisi; atomlarin, bag olusumu ile sahip oldugu etkin

yiikler ile molekiilde bulunan yiiklii iyon gruplar1 arasinda meydana gelmektedir.

Kimyasal bag olusturmadan dolayli yoldan etkilesim icerisinde olan atomlar arasinda itme ve
¢ekme hareketleri bulunmaktadir. Van der Waals etkilesmesi olarak adlandirilan bu etkilesme,

Lennard-Jones Potensiyeli ile ifade edilmektedir.

Bu dort etkilesim goz 6niine alindiginda; Uy, hidrojen bag enerjisi, Ui torsiyon enerjisi, Uygw

Van der Waals enerjisini, Uik elektrostatik etkilesim enerjisini temsil etmek {izere;
U=Unp + Uor + Uetie + Upaw (3.78)
olarak molekiiliin toplam enerji elde edilir.

Bu enerjiler atomlar aras1 uzakliga bagl olarak degismektedir. Her bir enerjiyi ayrintili bir

sekilde inceleyelim [16,85,91].
3.13.2.1.Hidrojen Bag: Enerjisi

Elektronegatif o0zellikteki atom ile kimyasal bag kurmus bir hidrojen atomu ile
elektronegatifligi yliksek oksijen, azot gibi bagka bir atom arasinda meydana gelen etkilesim
Hidrojen bagi olarak adlandirilir. Sahip oldugu tek elektron ile elektronegatif atomla kimyasal
bag yapan Hidrojen atomunun elektron ve c¢ekirdek yonelimleri zit yonlere dogru olur.
Boylelikle elektron, bagli oldugu elektronegatif atom tarafindan g¢ekilirken, pozitif yiik olarak
algilanan ¢ekirdek ile baska bir elektronegatif atom arasinda etkilesme olacaktir. Daha agik
olarak; biyolojik molekiillerde bulunan O, F, Cl, N, vb. elektronegativiteleri yiiksek atomlar,
kimyasal bag ile bagl olduklar1 diger atomun elektron bulutunu kendilerine dogru cekerek,
kismi negatif yiikleneceklerdir. Bu atomlar, O, F, C gibi baska bir elektronegatif atomla

kimyasal bag yapmasi nedeni ile kismi pozitif yiiklenen H atomuna yaklagmasi durumda,
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kismi negatif ve kismi pozitif yiikler arasinda elektrostatik ¢ekim etkisinden meydana gelen

bir baglanma olusur.

Yapilarinda bir¢ok hidrojen atomu bulunmasi nedeni ile organik molekiiller, ¢cok fazla
Hidrojen bagi yaparlar. Hidrojen bagmin enerjisi kimyasal bag enerjisinden 10 kat daha
zayiftir. Fakat biliyiik molekiiller bolca Hidrojen atomu igerdiklerinden meydana gelecek olan
hidrojen bagi sayisi da ¢ok fazla olup bu baglar1 kirmak igin gereken enerjide ¢ok biiyiik
olacaktir. Bu nedenle diisiik enerjiye sahip olsalar bile molekiiliin kararliliginin saglanmasinda

katkilar1 biiyiik olacaktir.

Tablo 3.5: Hidrojen bagi uzunluklarina gore bag enerjileri.

Hidrojen Bag Uzunlugu (A) Hidrojen Bag Enerjisi (kcal/mol)

Cok giiclii 1.2-15 15-40
Giiclii 15-22 4-15
Zayif 22-32 1-4

Genetik sifrelerimizi tasiyan DNA zinciri, molekiilleri arasindaki H baglari nedeni ile ikili
sarmal halinde bulunur. Agaglarin dik durabilmeleri, yapisinda bulunan seliilloz molekiilleri
arasinda bulunan Hidrojen baglar1 sayesindedir. Ayni1 zamanda yapistiricilarin  ¢ogu,

yapistirma 6zelligini, ylizeyle madde arasinda, hidrojen bagi olusturarak gosterirler [92].
Hidrojen bagi enerjisi Mors Potansiyeli ile iligkilidir.
Upp = D[1 — e~ %472 (3.79)

D: Disasiasyon yani hidrojen baginin ayrisma enerjisi. Bu enerji ortamin polarlik derecesi ile

iliskilidir.

a: ampirik bir sabit. Molekiiliin kutuplanma yatkinligina baglidir.

Ar: hidrojen baginin denge konumundan sapma, yer degistirme miktaridir.
3.13.2.2.Torsiyon Enerjisi

Molekiildeki tekli kimyasal baglar iizerinde meydana gelen burulmalar molekiiliin enerjisine

katki saglar. Baglarin burulmasi i¢in gerekli olan bu enerji, Uy, olarak gdsterilir ve torsiyon
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enerjisi olarak tanimlanir. Torsiyon enerjisi (burulma, dénme etkilesim enerjisi) Lennard-

Jones potansiyeli ile iligkilidir.
Uior = % [1 — cosng] (3.80)

3.12.1.1 boliimiinde bir peptit i¢cin atomlar arasindaki bag tipleri anlatilmist1 (v, ¢, %, ®). Her
bir bag1 dondiirmek igin gerekli olan torsiyon enerjisi farklidir. Ornegin, C* ile C atomlari
arasindaki y baginin burulmasi igin gerekli olan enerji U, = 0.2 kcal/mol’diir. Diger baglar
icin ise; Uy = 0.6 kcal/mol, U, = 20 kcal/mol’diir. Peptit bag: bir buguk bag uzunlugunda
kabul edildigi i¢in, bu bagin burulmasi i¢in gereken enerji digerlerinden daha biiyiiktiir [93].

3.13.2.3.Elektrostatik Etkilesme Enerjisi

Molekiillerin kararliligini etkileyen bir diger katki ise elektrostatik etkilesmelerden meydana
gelmektedir. 20 temel amino asit icerisinde yan dallar1 yiiklii olan 4 amino asit bulunmaktadir.
Bunlar; Arjinin, Lizin (pozitif yiiklii), Aspartik asit, Glutamik asit (negatif yiiklii)’tir. Peptit
zincirinde yer alan bu yiiklii amino asitlerin yan zincirleri etkileserek, elektrostatik etkilesim
enerjisini agiga ¢ikararak molekiiliin toplam enerjisine katki saglamaktadirlar.

U, =KYyVN,_ 1 (3.81)

l’]=1 £T'i]'
Ifade igerisinde yer alan terimler;

N, molekiilde bulunan atom sayisini; K, enerjiyi kcal/mol cinsinden ifade etmeye yarayan
doniisim katsayisini; €: ortamin dielekrik katsayisini; rjj: atomlar arasi uzakligi ve q;, g, i. ve

J. etkilesen atomlarin etkin yiiklerini ifade etmektedir.

Dielektrik katsayisinin degeri yapilan calismalar ile notr ortamlar i¢in € = 4, iyonik ortamlar

i¢in € = 10 ve su ortami i¢in € = 81 olarak kabul edilmistir [94].
3.13.2.4.Van der Waals Etkilesme Enerjisi

Bir atom etrafindaki negatif yiiklii elektron bulutlar1 zaman iginde hizla dalgalandiklarindan,
yakindan yaklasan atomlar veya molekiiller arasindaki indiiklenen elektriksel etkilesimlerin
bir sonucu olarak Van der Waals etkilesmeleri agiga ¢ikmaktadir. Bu dalgalanmalar, pozitif

yiiklii ¢ekirdekler ve yakindaki atomlarin elektronlar1 arasinda meydana gelmesine izin verir.
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Meydana gelen anlik dipol, atomlarm birbirlerini ¢ekmesine neden olacaktir. Iki atom
birbirine ¢ok yaklastiklarinda, elektron bulutlar1 birbirine geger, aralarinda itici Van der Waals
kuvvetleri meydana gelir. tici ve cekici alanlar arasinda potansiyel egrinin diisiik bir noktasi
vardir. Bu diisiik nokta, Van der Waals bag mesafesi olarak bilinen mesafeyi tanimlamakta
olup yalnizca Van der Waals kuvvetlerinin iki atomu bir arada tutmasiyla sonuglanmaktadir.
Iki atomun yaklasma smir1, Van der Waals yarigaplarmin toplamu ile bdliim 3.10.2°de verilen

denklem (3.73) ile belirlenir (Lennard-Jones Potansiyeli) [16, 95].

Sekil 3.20: Lennard-Jones potansiyel egrisi.

A
UvdW = - r_6 + r? (382)

Basit olarak ifade edilen (3.82) denkleminde, negatif terim ¢ekmeyi ifade ederken pozitif
terim itmeyi temsil etmektedir. A ve B atomlarin polaritelerine ait sabitlerdir, r ise etkilesen
atomlar arasindaki mesafeyi ifade etmektedir. Burada, itme enerjisinin atomlar arasindaki
mesafenin  12. mertebeden kuvveti ile ifade edilmistir. Anlasilacagi {izere, atomlarin

birbirlerine ¢ok yaklasmasi durumunda biiyiik bir itme gergeklesecektir [48].

Bu soygazlar dahil olmak iizere biitiin atomlar i¢in gegerlidir. Van der Waals etkilesmesi,
proteinlerin olusturdugu ii¢ boyutlu yapinin devamliliginin saglanmasinda 6nemli bir rol
almaktadir. Atomlar arast mesafenin 2.5-2.7 A oldugu mesafe ideal bir Van der Waals
etkilesmesinin gerceklesmesi i¢in yeterli olup 0.4 ila 4.0 kJ/mol (0.0955 ila 0.955 kcal/mol)
enerji ile molekiiliin toplam enerjisine katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, bir
makromolekiil i¢ginde veya makromolekiiller arasinda birgok etkilesim gercekleseceginden bu

enerji degeri, 6nemli bir katki saglayabilmektedir [16, 95].
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3.14. MOLEKULER KENETLENME YONTEMI (DOKING)

Son birka¢ on yilda, ila¢ tasariminda bircok deneysel ve yiliksek verimli simiilasyon
yontemleri gelistirilmis ve kullanilmistir. Bunlardan once kullanilan geleneksel yaklagimlar

ile yeni terapdtik ilaglart kesfetmek maliyetli olmakla birlikte, daha fazla zaman almaktadir.

Geleneksel yontemlerin bu dezavantajlarinin iistesinden gelmek igin, simiilasyon yontemleri

kullanan daha etkin ve rasyonel teknikler ortaya konmustur [96].

Bu gelistirilen yontemlerden biri olan “Molekiiler Kenetlenme (doking) Yontemi”, iki

molekiiliin birbirlerine kararli konformasyonlarla baglanmasini belirleyen bir metottur. Bu

baglanma sirasinda protein ve ligand arasinda meydana gelen etkilesimleri inceler [97].

Sekil 3.21: Ligand — Protein doking.

Birkag¢ tiirde molekiiler doking (kenetlenme) uygulamasi bulunmaktadir. Protein-protein,
protein-ligand ve protein-niikleotid arasinda molekiiler doking c¢alismalari miimkiin
olabilmektedir [98]. Molekiiler doking ya da yerlestirme yonteminin agsamalari, Sekil 3.22°de
gosterilen proteinlerin 3-D yapisinin hazirlanmasi, ligandlarin hazirlanmasi, ligand-protein

kompleksinin baglanma enerjisinin tahmini gibi asamalardan olusmaktadir [99].
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Sekil 3.22: Molekiiler doking asamalar1 [96].

Doking uygulamalari, Ligand ve/veya reseptor yerlestirme algoritmalarmin esnekligini
diistindiigiimiizde, iki biiyiik grupta siniflandirilabilir: ilki rijit yani sabit/rijit cisim (rigid-
body) ve ikincisi esnek yerlestirme. Rijit cisim yerlestirme yontemi, iki molekiil arasindaki
geometrik tamamlayiciliklar dikkate alarak hem ligandin hem de reseptdriin esnekligini
hesaba katmamaktadir. Boylece sonuglarin 6zgiilliigli ve dogrulugu sinirlanir. Esnekligi
dikkate almayan rijit cisim doking simiilasyonu, birka¢ farkli protein i¢in ligand baglama

bolgelerini belirleyebilir [100,101].

Esnek yerlestirme yontemleri ise, her iki molekiiliin yan1 sira, ayn1 zamanda, daha yiiksek bir
hesaplama siiresi maliyetindedir ve ligand veya reseptoriin ¢esitli olast uyumlarin1 dikkate

alabilmektir [101].

Molekiiler doking ii¢ temel metodolojiyi barindirir:
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Indiiklenmis yerlestirme: Ligand, protein ile aralarindaki baglanmay1 saglayan kuvvetleri en
iist diizeye cikarabilmek i¢in reseptor bolgesine esnek olarak baglanir. Reseptor ise sabittir.

Birbirlerini tamamlayicidirlar.

Kilit ve anahtar yerlestirme: Bu teorinin temeli hem ligand1 hem de reseptoriin sabit durarak

sik1 baglanma gostermeleridir [102]. Ug boyutlu tamamlayiciligi temsil eder.

Topluluk yerlestirme: Bu yaklagimda ise proteinlerin konformasyonel durumlarinin esnekligi
ile birlikte karmasiklig1 da agiklanir. Ligand ile dokingde toplu olarak ¢oklu protein yapilari
kullanilir [103,104].

Molekiiler kenetlenme calismasi, bilgisayar destekli ila¢ tasariminda c¢ok ¢esitli
uygulamalarda son derece Onemlidir. Bu hesaplamalar i¢in kullanilan programlara 6rnek

olarak; AutoDock, GOLD, FlexX, GlamDock, Glide, Schrodinger Maestro, vb. verilebilir.

Molekiiler doking hesaplamalar1 ile yeni terapétik ilaglarin sentezi, tasarimi ve gelisimi
saglanirken, cesitli enzimatik reaksiyonlarin molekiiler etkilesimlerinin anlagilmasi1 da
miimkiin kilimmaktadir. Bu yaklagim, yeni ilaglarin tasarlanmasi ve kesfedilmesi amaciyla,

cesitli kronik hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir [90].
3.15. NANOTEKNOLOJi VE NANOPARTIKULLER

Nanoteknoloji 1.0 nm ve 100.0 nm nano boyut araligindaki nesnelerin olusturulmasi islemi
icin yaygin olarak kullanilan bir terimdir [105]. Bagka bir sekilde tamimlamak gerekirse
maddenin yapi tasi olan atom ve molekiiller iizerinde tek tek islem yaparak, yapiyi tekrar

diizenleme ile daha kullanigl bir sistem olusturma bilimidir [106].

Nanoteknolojinin farmokoloji alaninda kullanilmasi ve bu yontemler ile ilag gelistirilmesi

gelecek vadeden bir uygulamadir [107].

Etkin madde yani ilacin, dogal veya sentetik polimerle kaplanarak, yaklasik 10-1000 nm
boyutunda sentezlenen matriks sistemler ‘“Nanopartikiil” olarak tanimlanir. Nanopartikiiller
hazirlanirken; ila¢ polimer bir membran ile kaplanirsa “Nanokapsiil”, polimer icinde
cOziinmesi saglanarak ya da partikiil ylizeyinde absorbe edilerek olusturulmus bir matriks

sistem ise “Nanokiire” olarak adlandirilir [108].
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Sekil 3.23: Nanokiire ve nanokapsiil gosterimi [109].

Nano boyutlara sahip olmalar1 nedeni ile hiicre i¢ine, mikropartikiillere kiyasla, daha fazla
almirlar. Kan-beyin bariyeri, santral sinir sistemi hastaliklarinin tedavisi i¢in 6nemli bir
problem olusturmaktadir. Aktif maddeler bu bariyeri gecemedikleri i¢in, tedavi
zorlagmaktadir. Bu nedenle, aktif madde tasiyan sistemler, sentezlenerek gelistirilen
nanopartikiiller sistemlerle hazirlanan nano ilaglar, bu zorluklarin giderilmesinde ¢ok 6nemli

rol oynamaktadir [110,111].
3.15.1. Polimerik Nanopartikiillerin Sagladig1 Avantajlar

Polimer ile kapli nano ilaglarin yan sira, protein ve terapdtik peptitlerin kullanilmasi ile elde
edilen nano ilag tasiyicilarinin en temel avantaji, boyutlaridir. Nano boyutta olmalari
hiicrelerden kolaylikla gegmelerini saglayarak, aktif maddenin hedef bolgede etkili olmasini
saglar [110]. Fizyolojik ortamda parcalandiklarinda ortaya ¢ikan iiriinler toksik olmamakla
birlikte, sterilize edilebilmeleri de kolaydir. Polimer yilizeyine hedef bolgeyi taniyan ligandlar
baglanabilir ya da manyetik 6zellikteki hedefleyiciler kullanilarak etkin maddenin belli bir
bolgeye yonlendirilmesi saglanabilir [112]. Yiikleme kapasitelerinin olduk¢a yliksek olmasi,

hiicre i¢inde etkin madde dagilimini arttir.

Bu yapilarda, etkin madde polimerik bir yapi icerisinde hapsedilerek pargalanmasi engellenir.

Boylelikle hedef bolgeye yogun konsantrasyonda farmasétik ajanin etki etmesi saglanir.
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Etkin maddenin salim ve siirdiiriilebilmesinin kontrol edilebilir olmasi biiylik avantaj

saglamaktadir. Hedeflenen bolgede giinler ya da haftalar siiren bir salim1 miimkiin kilar.
Sentezleme metotlarina gore kolay ve ucuz olarak sentez liretim miktari arttirilabilir [109].
3.15.2. Uygulama Alanlar:

Sahip olduklar1 avantajlar nedeni ile nanopartikiiller bircok alanda tercih edilir olmuslar ve
nanoteknolojik arastirmalar ile birlikte tip, biyoteknoloji gibi alanlarda oncelikli arastirma

konusu haline gelmistir.

Nanoteknolojinin hastaliklarin tespiti, teshisi ve tedavisinde kullanimi tip alanindaki en biiyiik
yeniliklerden biridir. Nanoteknolojik yontemler ile mutasyonun erken evrelerinde kanser

hiicreleri tespit edilebilir ve kanser gelisimi durdurulabilir [113].

Nano yapilarla, ilgili goriintiileme teknolojilerindeki gelismelerle birlikte klasik yontemlere
kiyasla tiimorler daha erken asamalarda teshis edilebilmekte ve nano-ilaglar segici tiimor
hiicresine niifuz edebilmektedir [114]. Ornegin demir oksit nanopartikiiller, kanser
hiicrelerinin manyetik rezonans goriintiilemesinde kontrast ajanlar olarak kullanilmaktadir.
Demir oksit nanopartikiiller, diisiik toksisiteye sahip olup, uzun siire kana yapisabilir ve

biyolojik olarak pargalanabilmektedirler [115,116].

Nano tastyicilar kardiyoloji alaninda da tercih edilir, ¢iinkii kiigiik boyutlar1 nedeni ile kan
damarlar iginde dolagmalari miimkiindiir. Karbonhidratla veya bir demir oksit ¢ekirdegi
iceren polimerlerle kapl siiper paramanyetik 6zelliklere sahip manyetik nanopartikiiller ise,

kardiyovaskiiler hastaliklarin goriintiilemesi i¢in ¢ok 6nemlidir [117].

Ayn1 zamanda anti-enflamatuvar [118], anti-parazit ilaglar, as1 ve tan1 maddesi [119] olarak
kullanimimin yani sira immiinoloji icin antijen Ozellik gosteren molekiiller yiiklii

nanopartikiiller i¢in de literatiirde birgok ¢alisma yapilmistir [120].
3.15.3. Hazairlama Yontemleri

Nanopartikiil hazirlanmasi i¢in uygun yontem segilirken, polimerin ve yliklenecek olan ilacin
fiziko-kimyasal 6zellikleri dikkate alimir. Onceden olusturulmus polimerden nanopartikiillerin

birincil iiretim yontemleri [8]:
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3.15.3.1. Emiilsifikasyon/Céziicii Buharlastirma Metodu

Iki asamadan olusan bu yontemde 6ncelikle polimer diklorometan (DCM) ya da etil asetat
gibi organik bir ¢dziiciide ¢oziiliir. Organik faz, etkin maddenin yer aldigi sulu faz icinde
mekanik karistirma yontemi ile (sonikasyon, yliksek basingli homojenizasyon vb.) emiilsiye
edilmektedir. Sonraki asamada, organik ¢oziici (DCM, etil asetat, vb.) ortamdan
uzaklagtirilir. Bunun i¢in oda sicakliginda siirekli karistirma veya diisiik basing altinda
buharlastirma yontemi kullanilmaktadir. Uretim esnasinda yiiksek enerji gerektirmesi,
endistriyel olarak {iiretim zorluguna neden olmaktadir [121]. Bu yontem “Tekli Coziicii

Buharlastirma Metodu” olarak adlandirilir.

Coklu ¢dziicii emiilsiyon yontemi ise suda ¢dziinen maddeler icin uygun bir yontemdir. Ilk
olarak su fazinda ¢oziilen etkin madde, DCM veya klorofom kullanilarak ¢éziilmiis polimerin
bulundugu organik faza ilave edilmektedir. Elde edilen bu su iginde yag tipi emiilsiyon,
secilen uygun bir sulu ¢ozeltide siirfaktan eklenerek emiilsifiye edilmektedir. Tekli ¢oziicii
buharlastirma metodunun ikinci asamasinda oldugu gibi mekanik yontemlerle ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Enkapsiilasyon etkinligini, nanopartikiil boyutunu, secilen ¢oziicii ile

birlikte karigtirma hizi gibi parametreler de etkilemektedir [122].
3.15.3.2.Emiilsifikasyon/Coziicii Difiizyon Metodu

Coziicli diflizyon yonteminde kullanilacak olan polimer su ile az da olsa ¢dzlinen organik
coziiciilerde (etil asetat, benzil alkol, izopropil asetas vs) ¢ozlinmektedir. Bu organik faza
siirfaktan bulunan su fazi eklendiginde yag icinde su tipine benzeyen bir emiilsiyon elde
edilmektedir. Kismen su ile karisabilen organik ¢oziicli, ortama bir miktar daha su ilave
edilmesi ile elde edilen organik ¢o6ziici tamamen su fazina difiize edilir. Boylelikle
nanopartikiiller c¢okertilir. Disaridan enerji gereksinimi olmadan nanopartikiil {retimi
gerceklestirilebildiginden, endiistriyel olarak nanopartikiil liretimine uygun bir yontem olmasi
ile bir avantaj olup, iiretim agamasinda kullanilan su miktarinin fazla olmasi nedeni ile ise
suda ¢ozlinen maddeler i¢in uygun degildir. Nanopartikiil sentezi sirasinda enkapsiilasyon
verimi, etkin maddenin (ilag, vb.) su fazina ne kadar gectigi ile iliskili olarak tanimlanabilir.
Sentez sirasinda ne kadar ¢ok madde su fazina sizarsa enkapsiilasyon verimi o kadar

azalmaktadir [121,123,124].
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3.15.3.3.Tuzla Coktiirme/Emiilsifikasyon Difiizyon Metodu

Bu yontem, adindan da anlasilabilecegi gibi, partikiillerin ¢oktiiriilmesi esasina
dayanmaktadir. Etkin madde ile birlikte polimer su ile karigabilen organik c¢oziiciilerde
(aseton vb.) ¢oziilmektedir. Elde edilen ¢ozelti MgCl, (magnezyum kloriir), CaCl, (kalsiyum
kloriir) gibi elektrolitler ve bir siirfaktanin (6rnegin PVA) bulundugu sulu ¢ozelti igerisinde
emiilsifiye edilir. Iyonlarin etkisi ile su fazindan ayrilan organik ¢oziicii nedeni ile

nanopartikiiller ¢oktiiriilmektedir.

Elde edilen yag/su (oil/water) emiilsiyonuna belirli oranda su eklenmesi ile organik
¢oziiciiniin su fazina diflizyonu arttirilarak nanokiireler olusturulmaktadir. Sicakligin bir
parametre olmamasi nedeni ile 1siya duyarli olan maddeler i¢in avantajli bir yontem olup
enkapsiilasyon etkinligi icin elektrolit tipi ve konsantrasyonu Onemli parametrelerdir

[121,125].
3.15.3.4.Nano-¢oktiirme (Coziicii Yer Degistirme)

Fessi ve arkadaslarmin gelistirdigi bu yontemin asil prensibi, suyla karigabilen, lipofilik
¢oOzeltideki, yaripolar bir ¢dziicliniin yer degisimi sonucu polimerin ara yiizeyde ¢okmesidir.
Bu yontemde, 6ncelikle polimer ve daha sonrasinda etkin madde eklenerek aseton igerisinde
cozdiirilmektedir. Manyetik karigtirict yardimi ile karistirilan ve igeriginde stabilizator
(stirfaktan) bulunan distile su igerisine, elde edilen bu organik c¢dozelti eklenmektedir.
Stispansiyonun son hacmi, ortamdan aseton ve belirli miktarda su uzaklastirilmasi ile

ayarlanmaktadir [126,127].
3.15.4. Kullanilan Polimerler

Nanopartikiil sentezlenmesinde, protein ve polisakkarit gibi dogal ve sentetik polimerler
kullanilirlar. Dogal bir protein olan Albiumin ile birlikte poli(akrilamid) ve poli(metil
metakrilat) gibi sentetik olan polimerler ilk {iretilen nanopartikiillerde kullanilmistir. Protein
kullanilarak sentezlenen nanopartikiilleri, antijenik reaksiyonlarin meydana gelmesine neden
olurken, biyobozunur 6zelligi olmayan sentetik polimerler ise toksisite riskinin olugmasina
neden oldugu i¢in ¢ok fazla tercih edilmemektedir [128]. Bunlarin yerine biyobozunur

Ozellikte olan ve toksik etkisi olmayan polimerler tercih edilmektedir.
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Tablo 3.6: Nanopartikiil sentezinde kullanilan sentetik ve dogal polimerler [129].

Sentetik Polimerler Dogal Polimerler
Poli(laktid) Kitosan
Poli(laktid-ko-glikolid) Aljinat
Poli(e-kaprolakton) Jelatin
Poli(n-biitilsiyanoakrilat) Albiimin
Poli(akrilat)

Poli(metakrila)

Tablo 3.6’da nanopartikiil hazirlanmas1 asamasinda kullanilan polimerlerden bazilar

verilmektedir.
3.16.PLGA KAPLI GHK NANOPARTIKULLERININ SENTEZi
3.16.1. PLGA - poli(laktik-ko glikolik asit)

Poli(laktik-koglikolik asit) (PLGA), kristal 6zelligi ile laktid:glikolid oranina bagli olarak
diisiik molekiil agirligima sahip olan (bu ¢alismada kullanilan 50:50 oranindaki PLGA icin
38.000-54.000), biyolojik olarak uyumlu olup pargalanabilir ozellikteki sentetik bir
polimerdir. PLGA biyolojik olarak parcalandig:i takdirde laktik ve glikolik asit agiga
¢ikmaktadir [130,131].

poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA) nanopartikiil liretiminde en fazla kullanilan
polimerlerdir. Ayni zamanda bunlarin kopolimerleri olan poli (laktik-ko glikolik asit)
(PLGA)’da, PLA ve PGA ‘ya benzer olarak, sahip oldugu biyouyumlu polimer olma 6zelligi
sayesinde nanopartikiil iiretiminde tercih edilen bir polimerdir. PLGA igerisindeki PLA ve
PGA oranlarinda degisiklik yapilarak, polimerin parcalanma oranlarina bagl olarak icerisinde
barindirdig1 ilact salim hizi degistirilebilir. PLA oran1 polimerin hidrofobik 6zelligini

arttirirken, PGA orani hidrofilik 6zelliginin artmasi lizerinde etkendir [132].

Ilag tasimada PLGA polimeri tercih edilmesinin en &nemli avantaji, kolaylikla biyolojik

molekiillere bozunmasi ve normal metabolik yollar ile viicuttan atilabilmesidir.

Biyoparcalanabilirlik, biyouyumluluk ve diisiik toksisite PLGA’nmin en Onemli

Ozelliklerindendir. Ayni1 zamanda bu polimer, yara Ortiisiinde, dis onarimlarinda, sinir
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tamirinde ve ila¢ tasimasinda hem medikal hem de farmasotik olarak kullanima uygundur

[133]. Sekil 3.24’de PLGA nin yapis1 goriilmektedir.

CH3
{O CH2—CE|~ ~EO CH<—C%~

CH3 O
‘EO—CHz—C EI—EO—CH C%

PLGA

Sekil 3.24: PLGA polimerinin yapist.

3.16.2. Nanopartikiil Sentezlenmesi
3.16.2.1.Bos Nanopartikiil Sentezi

2 ml DCM (diklorometan) i¢inde manyetik karistiricida 150 mg PLGA ¢6ziilerek organik faz,
40 ml distile suda 1 gr polivinil alkol (PVA) 1siticili manyetik karistiricida 80 derece 400
devirde ¢oziilerek, %?2.5 konsantrasyonda sulu faz hazirlanmistir. Organik faz {izerine 2ml
distile su eklenmis ve sonikatdrde 85 W gii¢ ile 4 dk boyunca soguk su banyosu ile sonike
edilmistir. Uzerine %2.5 konsantrasyonda 2ml PVA eklenmis ve 85 W giicte 4 dakika

boyunca sonike edilmistir.

Bir gece boyunca DCM’in ugmasi icin beklemistir. Bir gece bekleyen karisim olusan ve
askida kalan nanopartikiillerin ¢okmesi i¢cin 8000 rpm’de 24 derecede 30 dakika santrifiij
edilmistir. Coken partikiillerin tizerinde olusan siipernatant ayrilmis ve partikiiller distile su ile
yikanmustir. Uzeri 10 ml distile suya tamamlanmistir. Olusturulan ¢dzelti ~45 mikrometrelik

filtreden gecirilerek es boyutlu partikiiller toplanmaistir.
3.16.2.2.Dolu Nanopartikiil Sentezi

Optimize edilen bos PLGA nanopartikiil formiilasyonu {izerinden farkli konsantrasyonlarda
GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri sentezlenmistir. 2 ml DCM’de ¢6ziilmiis PLGA ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti iizerine; 0.25 mg, 0.5 mg, 1 mg, 1.5 mg, 2.0 mg, 2.5 mg,

3 mg, 5 mg, 10 mg ve 20 mg’lik GHK sulu ¢ozeltisi ayr1 ayr1 eklenmistir. Bu ¢ozeltiler
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sonikatorde %85 glicte 4 dk boyunca sonike edilmis ve ardindan {istiine 4 ml %2,5 ‘luk PVA
¢oOzeltisi ayr1 ayr1 eklenmis, %85 giicte 4 dk boyunca sonike edilmistir. Bu islem sonrasinda

manyetik karistiricida bir gece boyunca DCM’in uzaklagtirilmasi i¢in karisim bekletilmistir.

Elde edilen ¢ozelti, 15 ml’lik falkonlara yerlestirilmis ve 8000 rpm’de 30 dk boyunca
santrifiijjlenerek pelet ve siipernatant kisimlar1 aynstirllmistir.  Siipernatant  kismi

uzaklagtirilarak, pelet iizeri 10 ml distile su ile tamamlanarak pelet ¢ozlilmiistiir.
3.17.DENEYDE KULLANILAN MALZEMELER
3.17.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan kimyasallarin, katalog numaralar1 ve alindiklar1 firma bilgileri

asagida verilmistir.

e PLGA (poly(laktik-koglikolik asit))— Sigma Aldrich — 719900-5G (lactid:glicolid ,
50:50)

e GHK (Gly-His-Lys.HCI) — Active Peptide — AP103008

e PVA (poli(vinil alkol)) — Sigma Aldrich — 363073-500G

e DCM (Diklorometan)- Merck

Nanopartikiil karakterizasyonu sirasinda kullanilan kimyasal;
e KBrtuzu
3.17.2. Kullanilan Yardimci Geregler ve Cihazlar
Nanopartikiil tiretim agamasinda kullanilan ekipmanlar;

e Eppendorf Research Mikropipet (1000-5000 pl)

e Heidolph MR 3000 Manyetik Karistirict

e Isiticili manyetik karistiric

e HETTICH Zentrifugen — UNIVERSAL 320 R Santrifiij Cihazi
e Sartorius CP 225D Hassas Terazi

e Millipore Direct — Q & Direct —Q UV Ultrapure Su Cihazi

e LEEC Precision 50 Culture Safe CO2 Etiiv
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e BioSpec-nano, Nanodrop cihazi

e Shimadzu UV-1280 UV-Vis Spektrofotometre
e Sonikator

e Siringa

e 45y Filtre
Nanopartikiil karakterizasyonu belirlenmesinde kullanilan cihazlar;

e Jasco 6300 FT-IR ve ATR-FT-IR Spektrometresi
e NRS 3100 Dispersif Mikro Raman spektrometresi
e Malvern Zetasizer Nano ZS

e Transmisyon Elektron Mikroskobu
3.18.DENEYDE KULLANILAN ANALiZ YONTEMLERI

Bu tez c¢alismasinda, saf GHK tripeptidi ve etkin madde olarak kullanildigi nano-ilag
formiilasyonunun karakterizasyonu FT-IR, ATR ve Raman spektroskopi ¢aligmalart ile GHK
tripeptidi  yiikli PLGA nanopartikiillerinin salim grafigi UV-Vis spektroskopisi ile
olusturulmustur. Bu yontemler ile birlikte, Dinamik Isik Sac¢ilmasi teknigi ile Zeta potansiyeli
ve boyut analizi gergeklestirilmis olup, TEM goriintiileme yontemi ile sentezlenen

nanopartikiillerin ayrintili karakterizasyonu yapilmistir.
3.18.1. Zeta Potansiyeli ve Boyut Analizi

Zeta potansiyeli, nanopartikiillerin yiizeyindeki yiikleri karakterize etmek igin kullanilir. Bu
bize partikiiller arasindaki itme ve ¢ekmenin Olgiistinii verir [134,135]. Zeta-sizer cihazi

potansiyel 6l¢limiiniin yan1 sira partikiil boyutu verilerini de elde etmemizi saglar.

Partikiil boyutunun belirlenmesi partikiillerin hizlari ile iliskilidir. Ornek {izerine lazer 15131
gonderilerek partikiiller {izerinden sagilan 151k, dedektér iizerine dustiriiliir. Dedektor
tizerinde, c¢esitli yonlerden sagilarak gelen 151k dalgalari iist {iste binerek bir girisim deseni
olustururlar. Siirekli hareket eden parcaciklar, sacilan 15181n da siirekli degismesine ve boylece

detektore gelen 151k siddetinde de siirekli degismelere neden olmaktadir.
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Boyutu diger partikiillere kiyasla daha kiiclik olanlar, daha hizli hareket ederler. Bu da kiigiik
boyutlu partikiillerin yer degistirmesinin daha ¢ok olmasi demektir. Hizl1 yer degistirmeye
sahip partikiiller, dedektor {iizerine diisen 151k siddeti dagiliminin da hizli bir sekilde
degismesine neden olurlar. Isik siddeti dagilimi, kiigiik zaman araliklar i¢in kaydedilir ve bu
degerler birbirleri ile kiyaslanir. Bu degisim partikiillerin boyutunu belirler. Degisim ne kadar
hizli gergeklesirse, partikiil boyutu o kadar kiigiik demektir [136,137].

Partikiil boyutu ile birlikte yiizey potansiyelleri bu sistemlerin en 6nemli 6zelliklerindendir.
Zeta potansiyeli degeri, bir kolloidin kararlilig: ile iliskilidir. Kararlilik ise, ¢oziinmiis
partikiillerin ¢oziicli ortaminda bir araya gelerek toplanmamasi ya da ¢cokmemesi olarak

tanimlanir. Zeta potansiyeli bir yilizey 6zelligidir [137].

Cogu sivi iyon igerir; bunlar sirasiyla katyonlar ve anyonlar olarak adlandirilan negatif ve
pozitif yiikli atomlar olabilir. Yiiklii bir partikil bir iyon sivist icerisinde askiya alindiginda,
kars1 yiikiin iyonlar1 asili parcacik yiizeyine gekilecektir. Negatif yiikli bir 6rnek, bulundugu
stv1 icerisinden pozitif yiikleri, pozitif yiiklii bir 6rnek ise negatif yiikleri kendisine ¢ekecektir.
Pargacik yiizeyine yakin olan iyonlar, yiizeye sikica baglanirken; daha uzakta, daginik yer
alan iyonlar “difiiz katman1” olarak adlandirilan bir katman olusturacak sekilde daha gevsek
baglanacaklardir. Daginik tabaka i¢inde, bir sinir vardir ve bu sinirdaki herhangi bir iyon, sivi
icinde hareket ettigi zaman tanecikle birlikte hareket eder; ancak sinirin disindaki herhangi bir
iyon bu yerde kalir, bu “sinir kayma diizlemi” olarak adlandirilir. Pargacik ylizeyi ve dagilma
stvist arasinda, pargacik yiizeyinden mesafeye gore degisen bir potansiyel mevcuttur - kayma

diizlemindeki bu potansiyele “Zeta potansiyeli” denir [138].

Yiizey yikii partikiillerin topaklanmasini engelledigi icin, zeta potansiyelleri £30 mV
tizerindeki nanopartikiillerin, silispansiyon i¢inde stabil olduklart yani kararli oldugu

gosterilmistir [139].
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Partikul Yuzeyine olan Mesafe

Sekil 3.25: Zeta Potansiyeli.

3.18.2. Transmiyon Elektron Mikroskobu (TEM)

“Transmisyon Elektron Mikroskobunda 151k kaynagi “elektronlar” dir. Incelenecek &rnekler
elektron gecirgenligine uygun olacak incelik ve ¢apta diskler seklinde hazirlanmalidir. Aksi

halde uygun goriintii kontrastlar1 elde edilememektedir.

TEM’in ¢alisma prensibi esas olarak, drnek lizerine paralel elektron demetleri gonderilerek,
bu gonderilen demet igerisinde kirmmima ugramadan Ornek iizerinden dogrudan gegen 1s1n
demeti ile drnegin yiizeyinde kirinima ugrayan 1sinlart 6rnek altinda toplamaktir. Bu yontem

ile goriintii 600.000 kat biyiitiilebilir [140,141].

Bu tez ¢alismasinda nanopartikiil karakterizasyon agamalarindan biri olan TEM (Transmisyon
Elektron Mikroskobu) gériintiileri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezinde ¢ekilmistir. Cekimler i¢cin JEOL TEM-1400-EDX

modeli cihaz kullanilmistir.
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3.19.1.929 HUCRE KULTURUNUN YAPILMASI

L929 (fare fibroblast) hiicreleri DMEM-F12 besiyeri (%10 FBS, 5 pg/ml penisilin-
streptomisin) i¢erisinde kiiltiire alinmistir. Hiicreler 37°C ‘de % 5 lik karbondioksitli etiivde
inkiibe edilmistir. Kiiltiirde yeterli miktarda ¢ogalan hiicreler, tripsinize edilerek flask
yiizeyinden ayrilmis ve 1000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra, dipte kalan
hiicre pelletinden tripan mavisi ile sayim yapilmis ve asagidaki formiil uygulanarak ml’deki

hiicre sayis1 hesaplanmistir. Hiicreler daha sonra toksisite deneylerinde kullanilmistir.

Hiicre Sayist (ml'deki) =
Sulandirma Katsayist X Thoma Lami Sabiti (10000) X

SayilanOrnek Ortalamast (3.83)

3.19.1. GHK ve GHK Yiikli PLGA Nanopartikiillerinin XTT Testi ile Hiicre

Canlihgma Etkisinin incelenmesi

96 kuyucuklu mikroplakalara, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-F12) hiicre
kiiltiir besiyerinde hazirlanan hiicreler, 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde eklenmis ve
37°C’de % 5 CO2’li inkiibatorde hiicrelerin biiyiimesi ve yiizeyi kaplamasi i¢in 24 saat inkiibe

edilmistir.

GHK, PLGA nanopartikiilleri ve GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri, 2, 8, 14, 20, 30, 40, 60
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarda hiicrelere eklenmis ve 24 saat inkiibe edildikten sonra XTT
testi uygulanmistir (n=5). Kisaca; XTT sodyum tuzu 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) c¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 4 mg
tetrazolyum tuzu, 10 ul PMS stogu, 10 mL hiicre kiiltiir medyumunda ¢oziindiirtiliip, 0.45
um’lik filtre ile steril edilmistir. Kuyucuklarin hiicre kiiltliri medyumlar aspire edildikten

sonra her bir kuyucuga hazirlanan XTT soliisyonundan 100’er pl eklenmistir.

Elde edilen absorbans degerlerine asagidaki formiil uygulanarak % canlilik degeri elde

edilmistir.

ornegin absorbans degeri

%Canlilik =

100 (3.84)

kontrolin absorbans degeri
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4. BULGULAR

4.1. GLY-HIS-LYS TRIiPEPTIDININ MODELLENMESI
4.1.1. GHK Tripeptidinin Teorik Konformasyon Analizi

GHK tripeptidinin iki boyutlu yapisi ¢izilerek, Teorik Konformasyon Analiz yontemine

dayanan Fortran programina tanitilacak olan molekiiliin, atom sayilar1 ve dihedral donii say1

ve cesitleri belirlenmistir.

éi @E?ﬂ

a3 44

Sekil 4.1: GHK tripeptidi, yapisi, atom sayilar1 ve dihedraller.

GHK tripeptidi 48 atoma ve 15 dihedral doniiye sahip bir molekiildiir.

Glisin, Histidin ve Lizin aminoasitlerinin konformasyon bolgeleri;
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Tablo 4.1: Glisin amino asitinin konformasyon bolgeleri.

Glisin R B L P
0} -90 -90 90 90
) -90 100 90 -90

Tablo 4.2: Histidin amino asitinin konformasyon bolgeleri.

Histidin R B L

0} -100 -120 -120 -120 -120 -140 60 60 60
1 -40 -60 -60 160 140 140 80 100 60
e 60,180,-60 60,180,-60 60,180,-60

%2 90,-90 90,-90 90,-90

Tablo 4.3: Lizin amino asitinin konformasyon bolgeleri.

Lizin R B L

0] -110 -110 -115 -120 -120 -120 40 60 60
" -50 -60 -60 150 115 100 60 70 70
AL %2 60, 180, -60 60, 180, -60 60, 180, -60

A3 N4 A5 180 180 180

Ramasandran tarafindan her bir amino asit i¢in en diisiik enerjiye sahip geometrinin verildigi
konformasyon bdlgeleri kullanilarak, atomlar arasindaki tekli baglar tizerindeki vy, ¢, y iki
yiizlii dihedral agilar belli deger araliklarinda dondiiriiliir [90]. Boylece her bir bolge i¢in
konformasyon sayisi, her bir bolge i¢cin minimum enerji degeri (kcal/mol) elde edilmis olup
Tablo 4,4°te bu degerler verilmistir. Ayrica, giris-gikis acilari, konformasyona etki eden enerji
degerleri de Tablo 4.5, Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.4: Notral GHK tripeptidinin konformasyon bolgelerine karsilik gelen konformasyon sayilart
ve minimum enerjinin (global enerji) bulundugu konformasyon bolgesi.

Minimum
Konformasyon Konformasyon Minimum Konformasyon Konformasyon Enerji
Bolgeleri Sayisi Enerji (kcal/mol) Bolgeleri Sayis1 (kcal/mol)
RRR 216 7.09 LBB 486 5.54
RBR 486 5.26 kcal/mol LBR 486 5.63
RLR 486 8.08 LBL 216 7.62

RRB 216 7.02 LRB 216 7.16
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Tablo 4.4 (devam): Notral GHK tripeptidinin konformasyon bolgelerine karsilik gelen konformasyon
sayilar1 ve minimum enerjinin (global enerji) bulundugu konformasyon bolgesi.

Minimum
Konformasyon  Konformasyon Minimum Konformasyon  Konformasyon Enerji
Bolgeleri Sayisi Enerji (kcal/mol)  Bolgeleri Sayis1 (kcal/mol)
RRL 216 8.90 LRR 216 7.12
RBB 486 6.16 LRL 144 8.68
RBL 216 7.52 LLB 486 7.65
RLB 486 8.60 LLR 486 8.81
RLL 216 10.53 LLL 216 10.57
BBB 486 5.99 PBB 486 5.39
BBR 486 5.80 PBR 486 5.48
BBL 216 7.96 PBL 216 7.59
BRB 216 7.75 PRB 216 7.15
BRR 216 7.54 PRR 216 7.06
BRL 144 8.74 PRL 144 8.18
BLB 486 8.05 PLB 486 7.98
BLR 486 8.60 PLR 486 8.24
BLL 216 10.72 PLL 216 10.68

Notral GHK tripeptidinin farkli 11,880 (toplam 17,496) konformasyon bdlgesi igerisinde en

diisiik enerji RBR bolgesinde 5.26 kcal/mol olarak hesaplanmistir. Global (en diisiik enerjili)

konformasyon RB3R; ve fe formunda bulunmaktadir.

Tablo 4.5: Noétral GHK tripeptidinin 5.26 kcal/mol minimum enerjili konformasyonunun donii agilari.

CH21
Acllar  PH1(g)  PSI () Wi(o) PH2(9) () CH22 () PS2 (y)
Giris -90.000 -90.000 180.000 -140.000  180.000 90.000 140.000
Cikis -106.649 -76.963 183.431 -100.894  177.788 89.500 148.045
CH31 CH32 CHa33 CH34
Agllar W2 (0;)  PH3(93) (xa1) (Xz2) (s3) (Xa2) CH35 (xz5)  PS3 (w3)
Giris 180.000 -115.000 -60.000 60.000 180.000 180.000 180.000 -60.000
Cikis 184.892 -104.604 -67.581 75.309 165.876 178.627 181.701 -61.742
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Tablo 4.6: Notral GHK tripeptidinin 5.26 kcal/mol minimum enerjili konformasyonuna etki eden
diger etkilesmeler.

Evan der Waals Eelektrostatik Etorsiyon Etoplam

-10.20 kcal/mol 13.81 kcal/mol 1.65 kcal/mol 5.26 kcal/mol

Tablo 4.7: Notral GHK tripeptidinin 5.26 kcal/mol minimum enerjili konformasyonundaki hidrojen
baglar1 ve enerjileri.

Atomlar Uzaklik (A) Hidrojen Bag enerjisi (kcal/mol)

8-44 1.77 -1.09

4.1.2. Teorik Titresim Dalgasayis1 Hesab1 Analizi

Sekil 4.2: (Solda) Notral GHK tripeptidininn teorik konformasyon analizi yontemi ile elde edilen en
diisiik enerjiye sahip (5.26 kcal/mol) konformasyonunun Gaussian09 programma tanitilan
geometrisi, (sagda) DFT-B3LYP/6-311++G(d,p) baz seti ile hesaplanmasi sonucu elde edilen
geometrisi.

Tablo 4.8: 6-311++G(d,p) baz setinde hesaplana GHK tripeptidinin a.u. ve kcal/mol cinsinden enerji

degerleri.
DFT/B3LYP
MONOMER Enerji(a.u.) Enerji (kcal/mol)
6-311++G(d,p) -1177.7544916 -739052.25938019

Molekiil formiilii C14H24N6O4 olan GHK tripeptidinin atomlar1 arasinda hidrojen baglari
gozlenmektedir. Ana ve yan zincirlerdeki bu atomlar birbirleri ile etkileserek hidrojen

baglarin1i meydana getirmektedir.



80

GHK tripeptidinin DFT teori diizeyinde ve B3LYP/ 6-311++G(d,p) baz seti kullanilarak

hesaplanmig optimize bag uzunluklari, ag1 degerleri ve dihedral a1 degerleri EK.4, EK.5 ve
EK.6’da verilmistir.

f”
- . . -
-” Hidrojen Bag1

Sekil 4.3: GHK tripeptidinin i¢ hidrojen baglar1.

Tablo 4.9: GHK tripeptidinin molekiil i¢i hidrojen baglar1 ve uzunluklari.

Atomlar Baglar (A)
1H --- 80 2.5337
3H---80 3.0467
10H --- 250 2.0649
27H --- 17N 1.9265
48H --- 460 2.2834

4.1.2.1.HOMO-LUMO Analizi

Molekiillere ait orbitaller, gerekli bag mesafesinde atomik orbitallerin birbirine yaklasip
ortiismesi ile meydana gelmektedir. Boylelikle molekiiller olusmaktadir. Orbital kavrami

matematiksel bir fonksiyon olup, molekiildeki elektronlarin bulunma olasiliginin en yiiksek

oldugu bolgeler olarak tanimlanir [142].
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Bu orbitallerin enerjileri, en yiiksek doluluga sahip olanlar1t HOMO (High occupied molecule
orbitals) orbital enerjisi Enomo olarak, en diisiik doluluga sahip orbitaller ise LUMO (Low
occupied molecule orbitals), orbital enerjisi de E ymo olarak tanimlanmaktadir. Elektron
verme egilimi HOMO enerjisine sahip orbital tarafindan gerceklestirilirken, LUMO enerjisi

elektron alma egilimini gosterir [143].

TD-DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) baz seti kullanilarak GHK tripeptidinin gaz, su ve metanol
ortaminda Sekil 4.4’de gosterilen HOMO-LUMO hesaplart yapilmigtir. Gaz ortaminda
HOMO’nun glisin bolgesinde yogunlastig1 goriilmiis olup enerjisi -6.5925 eV’dur. LUMO ise
histidin halkasinda yogunlagsmistir ve -0.67185 eV’luk bir enerjiye sahiptir. Su ve methanolde
benzer sekilde HOMO histidin bdlgesinde bulunurken sirasi ile -6.59985 eV ve -6.59876 eV
enerjiye sahiptirler. LUMO ise lizin bolgesinde yogunlagsmistir. LUMO enerjisinin, su igin -
0.56763 eV ve metanol i¢in -0.560001 eV oldugu bulunmustur.

HOMO ve LUMO arasindaki fark “molekiiliin sahip oldugu kimyasal kararlilik” olarak
tanimlanmaktadir. AE degerinin kiiciik olmas: orbital etkilesimlerinin kolay oldugunu
gostermektedir. Tablo. 4.10, GHK tripeptidi i¢in AE enerji farkini géstermektedir.

Tablo 4.10: TD-DFT/6-311++G(d,p) baz seti kullanilarak GHK tripeptidinin gaz, su ve metanol
ortaminda hesaplanan HOMO-LUMO degerleri (eV cinsinden).

AE+omo- AEHomo)-  AErHomoy)-
ELumox2 ELumon ELumo Enomo LUMO (LUMO+1) (LUMO+2)
Gaz -0.3015 -0.4052 -0.6718 -6.5925 -5.9206 -6.1873 -6.2910
Metanol -0.1964 -0.3956 -0.5600 -6.5987 -6.0387 -6.2031 -6.4023
Su -0.1975 -0.3994 -0.5676 -6.5998 -6.0322 -6.2004 -6.40232

HOMO - LUMO analizleri ile birlikte GHK tripeptidinin elektronik o6zellikleri de
hesaplanmistir. Bir molekiiliin sertligi ve yumusakligi, kimyasal kararlilig1 ve reaktiviteyi
gostermek igin de yararli olabilmektedir. Tablo 4.11°de gosterildigi tlizere, molekiil igin
HOMO — LUMO enerjileri, enerji farki, iyonlagsma potansiyeli, elektron egilimi, kimyasal

potansiyel ve sertlik degerleri de hesaplanmustir.
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Tablo 4.11: GHK tripeptidinin TD-DFT/6-311++G(d,p) baz seti ile hesaplanmus HOMO-LUMO
degerleri ve kimyasal 6zellikleri.

Metanol TD-DFT/6-311++G(d,p) Enerji (a.u.) Enerji (eV)
Homo Enerjisi Enomo -0.24250 -6.5987
Lumo Enerjisi ELumo -0.02058 -0.5600
iyonizasyon Potansiyeli 1= - Eyomo 0.24250 6.5987
Elektron Egilimi A=-E umo 0.02058 0.5600
Elektronegativite 1= (I+A)/2 0.13154 3.5793
Kimyasal Potansiyel p=-(1+A)/2 -0.13154 -3.5793
Kimyasal Sertlik n=I-A)/2 0.11096 3.0193
AE (gap) ELumo - Enomo 0.22192 6.0387
Su TD-DFT/6-311++G(d,p)

Homo Enerjisi Enomo -0.24254 -6.5998
Lumo Enerjisi ELumo -0.02086 -0.5676
yonizasyon Potansiyeli 1= - Eyomo 0.24254 6.5998
Elektron Egilimi A=-E umo 0.02086 0.5676
Elektronegativite = (I+A)/2 0.1317 3.5837
Kimyasal Potansiyel n=-(1+A)/2 -0.1317 -3.5837
Kimyasal Sertlik n=~1-A)/2 0.11084 3.0161
AE (gap) ELumo - EHomo 0.22168 6.0322
Gaz TD-DFT/6-311++G(d,p)

Homo Enerjisi Enomo -0.24227 -6.5925
Lumo Enerjisi ELumo -0.02469 -0.6718
Iyonizasyon Potansiyeli 1= - Eomo 0.24227 6.5925
Elektron Egilimi A=-E,_umo 0.02469 0.6718
Elektronegativite = (I+A)/2 0.13348 3.6321
Kimyasal Potansiyel n=-(1+A)/2 -0.13348 -3.6321
Kimyasal Sertlik n=I-A)/2 0.10879 2.9603

AE (gap) ELUMO - EHOMO 0.21758 5.9206




METANOL

(Birinci Uyaniimis Seviye) (Birinci Uyanimig Seviye)
ELumo ™ - 0-56001 eV Eumo ™~ 0-56763 eV
AE = - 6.03875 eV AE = - 6.03222 eV
E yomo = - 6-59876 eV E yomo = - 6.59985 eV
(Temel Seviye) (Temel Seviye)

Sekil 4.4: GHK tripeptidinin metanol, su ve gaz ortamindaki HOMO-LUMO bdélgeleri.

9

(Birinci Uyaniimig Seviye)
=-0.67185 eV
LUMO
AE = - 5.92065 eV
Enomo = - 6-5925 eV

(Temel Seviye)
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4.1.2.2.MEP Analizi

Molekiillerin ve molekiil icerisindeki atomlarin birbirleri ile etkilesimleri, molekiil
icerisindeki elektron yogunlugu dagiliminin (yani ¢ok yogun ve az yogun bdlgelerin)
belirlenmesi ile miimkiin olmaktadir. MEP, yani “Molekiiler Elektrostatik Potansiyel”
haritalar1i, molekiil ylizeyinin {i¢ boyutlu elektrostatik potansiyel seklini verir. Elektrostatik

potansiyel haritalari, degisen yiik dagilimlar gorsellestirmek icin ¢ok yararhdir.

Molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) yani V(r), birim pozitif yiik ile sistemin molekiiler
yik dagilimi arasindaki etkilesim enerjisini tanimlar. V(r)’in negatif bolgeleri, elektrofilik
reaktivite (elektronlarin nispeten bollugu), pozitif olanlar1 niikleofilik reaktivite (elektronlarin

nispeten yoklugu) ile iliskilidir [144].

MEP haritasinda goriilen yiizey, elektrostatik potansiyelin yani sira molekiiler biiyiikliik ve
sekil degerlerini de vermektedir. Notral bir molekiilde elektronlarca yogun bolge kirmizi
renkle ifade edilirken elektronlarin az yogun oldugu bolge ise mavi renk ile ifade
edilmektedir. Renk gosterge cizelgesi maviden kirmiziya dogru gecis gostermekte ve haritada

bu renk gegisi ile elektron yogunlugu ile iligski kurulabilmektedir [143].

Yogun elektrona sahip bolge diisiik potansiyele sahipken, diisiik elektron yogunlugu olan
bolgeler yliksek potansiyele sahiptir.
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Sekil 4.5: GHK tripeptidinin gaz metanol ve su ortaminda molekiiler elektrostatik potansiyel haritasi.

Gaz, metanol ve su ortaminda yapilan hesaplama ile Sekil 4.5’de elektronca zengin bolgelerin
lizinin karboksil ucundaki ve peptit baglarindaki oksijenler tizerinde oldugu goriilmektedir.

GHK tripeptidi lizerinde elektronca en fakir bolge histidin halkasi lizerindedir.

Gaz ortamindaki GHK tripeptidi i¢in en yogun kirmizi renge sahip olan bolge -0.07279 a.u.
enerjiye sahip iken, en yogun mavi renge Sahip olan bdlge +0.07279 a.u. enerji degerine
sahiptir. Elektronca en zengin bolgeler i¢inde (kirmizi bolgeler) glisin ile histidin arasinda
meydana gelen peptit bagi lizerindeki oksijenin (80) sahip oldugu enerji -0.0509855 a.u.’dur.
Bu bélge en yogun kirmiziya sahiptir. Bir diger peptit bag1 olan histidin ile lizin arasindaki
bag lizerinde bulunan 250, -0.0504291 a.u. enerji degerine sahiptir. 460 yani lizine bagl
karboksil ucundaki oksijen ve glisin amino asitinin sahip oldugu 2N atomu, negatif yiik
yogunlugunun oldugu diger bolgeler olup, enerji degerleri sirasi ile -0.0488796 a.u. ve -
0.0502025 a.u. dir.

Mavi renk ile temsil edilen pozitif potansiyele sahip bolgelerin, histidin halkasi tizerindeki

hidrojen atomu (21H) ile lizin amino asitinin karboksil ucundaki hidrojen (48H) atomu
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oldugu goriilmektedir. Sahip olduklar1 enerji degerleri siras1 ile 0.0725282 a.u ve 0.054461

a.u. dir. 21H en yogun mavi bdlgeye sahip olup elektronca en fakir bolgedir.

Su ortaminda yapilan analiz sonucunda elektronca en yogun ve en az yogun bolgelerin
enerjileri +0.08623 a.u degerindedir. Histidin-Lizin peptit bagina bagli oksijen (250)
elektronca en zengin bolgedir ve -0.057372 a.u. degerine sahiptir. Glisin-Histidin peptit bagi
tizerindeki oksijen (80) -0.0570572 a.u. enerji degerine sahip olup, elektron yogunlugunun en
fazla oldugu bolgelerdendir. Lizine bagl karboksil ucundaki oksijen (460)’nun enerji degeri -
0.0558071 a.u olarak elde edilmistir. Elektronca en yogun olan son bolge -0.0536127 a.u.

enerji degerine sahip olan Glisinin N-terminal (2N) ucudur.

Lizinin karboksil ucunda bulunan hidrojen atomu (48H) +0.0604164 a.u. enerji ile elektronca
az yogun bolgelerden biridir. En yogun mavi renge sahip olan histidin halkasinin sahip oldugu
hidrojen (21H) ise +0.085839 a.u. en yiiksek enerji degerine sahip olup, elektronca en fakir
bolgedir.

Elektronca en zengin ve en fakir bdlgeler su ve gaz ortaminda oldugu gibi metanol ortaminda
da benzer bolgelerde elde edilmistir. Yalnizca enerji degerleri farklilik gostermektedir. En
yiiksek elektron yogunlugu -0.08587 a.u, en diisiik elektron yogunlugu +0.08587 a.u. olarak
goriilmiistiir. En yogun kirmizi renge sahip 250 -0.057338 a.u enerji degerindedir. Diger
negatif yogunluga sahip bolgeler sirasi ile 80, 460 ve 2N atomlardir, enerji degerleri de -

0.0568727 a.u, -0.0556293 a.u , -0.0535199 a.u olarak elde edilmistir.

En yiiksek pozitif degere sahip olan 21H en yogun mavi renk ile temsil edilmistir. Enerji
degeri +0.084866 a.u. dir. Bir diger pozitif bolge ise 0.0601945 a.u enerji degerine sahip
48H’dir.

4.1.2.3.NBO Analizi

Dogal bag orbitalleri (NBO-Natural Bond Orbitals) analizi ile molekiil igi ve molekiiller arasi
etkilesimi saglayan atomlar ve baglar arasinda meydana gelen etkilesimler, molekiiler
sistemlerin sahip oldugu elektron yogunlugu delokalizasyonu ile birlikte konjugatif

etkilesimler, molekiiller aras1 yiik ge¢isi ve rehibridizasyonu hesaplanabilmektedir.
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Ikinci derece pertiirtbasyon teorisi, molekiil i¢i ve molekiiller arasi etkilesmelerin kararl

enerjileri elde edilir.

I ()%
EQ2) = AEy =, [ (sj_Si)] (4.1)
Her bir verici (i) ve alici (j) igin, elektron delokalizasyonu, i,j ile iliskili stabilizasyon enerjisi
E(2) ile verilir. Burada n; verici (dondr) orbital dolulugu, &;, &; kdsegen elemanlar ve F (i, j)

de diyagonal olmayan, NBO Fock matris elemanidir [145].

Monomer GHK tripeptidine ait NBO hesaplamalari, Gaussian09 paket programi ile
DFT/B3LYP seviyesi 6-311++G(d,p) baz setinde yapilmistir. NBO analizi bize, molekiiller
arast ve molekiil i¢i etkilesimleri, elektron yogunluklarinin delokalize oldugu bélgeleri ve

molekiiler yiik gecisini verir.

GHK tripeptidine ait NBO analizi sonucunda, sistemdeki en yogun elektron gegislerinin
nl(N26) yalniz elektron ciftinden n*(C24-025) antibag orbitaline dogru olan etkilesmeler
oldugu hesaplanmistir (EK.1). Molekiil i¢i hidrojen baglar1 olusan sistemde, en yogun
etkilesmenin oldugu bes bolgeye ait E® ikinci derece pertiirbasyon enerjileri dikkate
alinmistir. Histidin ve lizin arasindaki peptit baginda meydana gelen 66.43 kcal/mol enerjiye
sahip n1(N26) — n*(C24-025) , glisin histidin amino asitleri arasindaki peptit bagindaki
atomlar {lizerinde 59.83 kcal/mol enerji ile n1(N9) — n*(C7-08) etkilesim olan bolgelerdir.
Bu bolgeleri histidin halkasinda meydana gelen 50.67 kcal/mol enerji ile n1(N20) — n*(N17-
C18), enerjisi 44.31kcal/mol olan karboksil ucunda meydana gelen n2(047) — n*(C45-046)
ve yine halka igerisindeki 42.35 kcal/mol enerjiye sahip n*(N17-C18) — =n*(C16-C22)
elektron yogunlugu gegisleri takip etmektedir. (EK.1). NBO’larin etkilesmelerinin doluluk

miktarlar1 ve onlara ait enerjileri EK.2’de verilmistir.
4.1.2.4.Hiperpolarizibilite Analizi

Monomer GHK tripeptidi i¢in Gaussian paket programinda DFT-B3LYP/6311++G(d,p) baz
setinde, birinci derece hiperpolarizibilite (), dipol moment (p) ile birlikte polarizibilite (o)

degerleri hesaplanmistir.

Birinci derece hiperpolarizibilite, ti¢iincii dereceden bir tensor olup, 3x3x3 bir matristir. x,y,z

bilesenleri kullanilarak;
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Toplam statik dipol momenti p :
w= (i +u5 +up)? (4.2)
ortalama polarizasyon kabiliyeti oy :

(@) = (B2 + 22 4 0 (4.3)

Polarize edilebilirlik anizotropisi Aa :
-1/2 2 2 ) 5 1/2
Aa = 2 [(axx - dyy) + (ayy — aZZ) + (o — ay)” + 6“xx] (4.9)

Toplam birinci hiperpolarizibilite o :

Bo = (B2 + B2 +p2)""* (4.5)
Be = Bexx + Bryy + Bz (4.6)
By = Byyy + Bexy + Byuz @.7)
By = Buss + Buss + By 4.8)

seklinde belirlenir.

Hesaplanan bu degerleri, atomik birimden (a.u.) elektrostatik birimlere (esu) a = 1 a.u. (ag) =
0.1482 x 10* esu ; B =1 a.u. (ag) = 8.639 x 10 esu esitlikleri kullanilarak déniistiirilmiistiir.
Polarizibiliteler, normalde cgs birim sistemi cinsinden cm® olarak ifade edilir. Temel seviye
polarizasyon, 10 cm® = A® araliginda olup genellikle A® biriminde verilir. Teorisyenler
atomik birim olarak a3’ii kullanmay: tercih etmektedir. Burada ap Bohr yarigapimi temsil

etmektedir [146]. o (cm®) = 0.148184 x 10*x o (a3) seklinde déniistiiriiliir [147].

Tablo 4.12 de hesaplanan dipol moment, hiperpolarizibilite ve polarizibilite degerleri
verilmistir. GHK tripeptidinin monomeri i¢in dipol moment degeri 2.4119 D,
hiperpolarizibilite degeri 1.298 x 10 esu’dur. Tabloda iire [148] ve P-nitroaniline [149]
degerleri ile karsilastirma yapilmis olup, GHK molekiiliiniin degerlerinin B3LYP/6-31G(d,p)

baz seti ile hesaplanan iire degerlerine daha yakin oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.12: GHK tripeptidinin hesaplanan dipol moment, polarizibilite ve hiperpolarizibilite

degerleri.
Parametre Monomer Ure (esu)[148] P-nitroaniline (esu) [149]
™ -0.7297973
™ 1.9605555
1, -1.2004423
n 2.411937744 1.3732 7.84
Oxx 251.7454427
Oy 4.4882273
ayy 229.822144
0y 2.997448
ay; -11.3107565
oy 194.6273692
<ap> 225.398318633
<Oor(esyy> (X107 33.40403082 38.312
B 139.4594647
By 54.6869683
By -32.9549989
Byyy -60.8883157
Bxxz 22.6004551
Byy: 12.6647805
Byy: -55.0481009
Bxzz 0.0910463
By -21.5966514
B... -69.8660798 9.79
Bo 150.3443726
Bogesuy (x10°%°) 1298.825035
Bogesuy (x10™) 1.298825035 0.3728 7.71

e Gaussian’dan ¢ikan polarizibilite (o) ve hiperpolarizibilite (Bo) degerleri atomik birimde (a.u.)
verilmektedir. Hesaplanan degerler elektrostatik birime (esu) gevrilir.

o (o:lau =0.1482x 10 esu; B: 1 a.u. = 8.639 x 10 esu)

4.1.2.5.UV Analizi

GHK tripeptide ait ultraviyole spektrumlar1 teorik ve deneysel yontemler kullanilarak ayri
ayr1 hesaplanmis ve bu hesaplama sonuclar1 karsilastirmali olarak verilmistir. Hesaplamalar
ve deneysel spektrum 200-700 nm araliginda kayit edilmistir. Elektronik sogurma

(absorbsiyon) spektrumu, oda sicakliginda metanol ve suda ¢ozdiiriilerek 6lgiilmiistiir. Teorik
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olarak da, B3LYP/6-311++G(d,p) yontemi ile TD-DFT hesaplamalar1 kullanilarak [150],

taban durumundaki optimize geometriye ait molekiiliin uyarma enerjileri, absorbans degerleri
elde edilmistir.

Deneysel ve teorik olarak elde edilen maksimum absorbans degerleri Sekil 4.6, Tablo 4.13 ve
Sekil 4.7, Tablo 4.14’de paylasilmistir.

3,5691 216.50 ! !

su

200,00 300,00 400,00 500,00 600,00 700,00
nm

metanol |
|
|

400,00 500,00 600,00 700,00
nm.

Sekil 4.6: GHK tripeptidinin su ve metanolde UV-Vis spektrometresinde olgiilen deneysel absorbans
degerleri.

Tablo 4.13: GHK tripeptidinin elde edilen deneysel maksimum absorbans degerleri.

E (eV) A (nm) Abs.
Metanol 5.5104 225.00 3.085
5.7267

216.50 3.245
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Sekil 4.7: GHK tripeptidinin gaz, su ve metanol ortaminda hesaplanan teorik absorbans degerleri.

Tablo 4.14: GHK tripeptidinin TD-DFT/6-311++G(d,p) baz seti ile elde edilen teorik absorbans
degerleri.

TD-B3LYP/6-311++G(d,p)

E(eV) A (nm) En Biiyiik Katka

Metanol 5.4351 228.12 H-3—-L (%56)
5.5171 224.73 H-L+1, H-L (%33)
5.5337 224.05 H-2—L+1 (%36)

Su 5.4348 228.13 H-3—-L (%56)
5.5152 224.80 H-L (%38)
5.5374 223.90 H-2—L+1 (%41)

Gaz 5.2836 234.66 H-2 > L (%81)
5.3596 231.33 H-1-» L+1 (%29)

5.3612 231.26 H— L+5 (%28)
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Sekil 4.7°de GaussSum programi kullanilarak elde edilen teorik absorbans degerleri

gorilmektedir.

Deneysel olarak hesaplanan absorbans degerleri Shimatsu UV-Vis Spektrometresi ile elde
edilmistir. 1 mg/ml derisime sahip distile suda, ¢ozdiiriilmiis GHK ve metanolde ¢ozdiiriilmiis

GHK ¢ozeltilerinin ayr1 ayr1 200-700 nm araliginda absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir.

Teorik ve deneysel maksimum absorbsiyon dalgaboylar1 Tablo 4.13 ve 4.14°de verilmistir.
Deneysel olarak belirlenen maksimum absorbsiyon dalgaboyu degerleri, Sekil 4.6'da metanol
icinde 225 nm ve su iginde 216.5 nm'dir. B3LYP / 6-311 ++ G (d, p) ile elde edilen A
(absorbsiyon dalgaboyu) degerleri, Sekil 4.6'da metanol iginde 228.12, 224.73, 224.05 nm, su
icinde 228.13, 224.8, 223.9 nm'dir. GHK nin hesaplanmis ve deneysel A degerleri arasindaki
farklar ¢ok kii¢iik degerlerdedir, bu farklar metanol ve su i¢in sirast ile ~1 ve ~7 nm kadardir.
Methanol ortaminda GHK’nin teorik hesaplanan ve deneysel spektrum sonuglari
karsilastirildiginda A dalgaboyu degerlerinin, sulu ortama goére daha uyumlu oldugu

gbzlenmistir.
4.1.3. Molekiiler Dinamik Simiilasyon Analizi

GHK  tripeptidinin  molekiiler  dinamik  hesaplamalari GROMACS v.5.1.2°de
gerceklestirilmigtir [54]. GHK tripeptidinin molekiiler dinamik hesaplamalar1 igin kullanilan
baglangic geometrisi, Gaussian paket programi yardimiyla DFT metodu B3LYP/6-
311++G(d,p) baz seti ile optimize edilmis olan geometrisidir ve bu geometri GROMACS
programimnda GROMOS 43al kuvvet alani kullanilarak topoloji dosyasi olusturulmustur
[151]. Baslangicta, molekiil merkezde olmak iizere kiibik bir hiicreye, molekiil ve hiicre
arasinda 1.0 nm mesafe ile yerlestirilmis ve farkli ortamlar igin (Su ve metanol) programa
tanitilmigtir. Su ortami i¢in, hiicre 944 mol SPC (Simple Point Charge) su modeli ile
doldurulmustur [152]. Sistemi nétralize etmek icin Na® (2 adet) ve CI" (3 adet) iyonlar
eklenmistir. Metanol ortaminda gerceklestirilecek olan simiilasyon i¢in hazirlanan sistem 444
mol metanol ile doldurulmus ve sistemi notralizasyonu saglamak icin Na* (2 adet) ve CI" (3
adet) iyonlar1 eklenmistir. Simiilasyonlar, 2 fs’lik zaman araliklarinda, her ii¢ yonde periyodik

siir kosullart uygulanarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.8: Su ile doldurulmus kiibik hiicre igerisinde 3 Cl- ve 2 Na+ iyonu ile birlikte GHK tripeptidi.
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Sekil 4.9: Metanol ile doldurulmus kiibik hiicre igerisinde 3 Cl- ve 2 Na+ iyonu ile birlikte GHK
tripeptidi.

Oncelikle, sistemler “steepest descent” metodu [153] secilerek su dolu ortam igin 200 ps,

metanol dolu ortam i¢in 100 ps boyunca enerji minimizasyonu yapilmistir. Su ve metanol

sistemlerinin baslangi¢ enerjileri sirasiyla 1.4517x10% kcal/mol ve 0.384x10* kcal/mol’ken

minimize olmus potansiyel enerjileri -1.0334x10" kcal/mol ve -0.36x10* kcal/mol olarak elde

edilmistir.
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Enerji Minimizasyonu (a) Enerji Minimizasyonu (b)
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Sekil 4.10: Su dolu sistemin enerji minimizasyon grafigi (a), metanol dolu sistemin enerji
minimizasyon grafigi (b).
Sistemlerin sicaklik ve basinglarini uygun kosullara getirmek igin NVT (pargacik sayisi N,
hacim V ve sicaklik T) ve NPT (pargacik sayist N, basing P ve sicaklik T) yaklasimlari
sirastyla kullanilarak sistemler dengeye getirilmistir. ilk olarak, 50 ps boyunca NVT
simiilsayonu ¢alistiritlmis ve sistem istenilen sicaklik olan 300 K’de V-rescale (Velocity
rescaling thermostat) termostat kullanilarak dengeye getirilmistir [154]. Sonrasinda 500 ps
boyunca NPT simiilasyonu ile sistemin basinci 1 bar’da sabitlenerek sistem i¢in yogunluk
tespit edilmistir. Sistemin basinc1 izotropik Parrinello-Rahman barostatt ile dengeye
getirilmistir [155]. Zamana bagli tiim yoriingeleri incelemek i¢in, Newton'un 2. hareket

denklemi 2 fs’lik zaman adiminda Leap-frog algoritmasi ile integre edilmistir.

NVT (a) NVT (b)
400 500
380
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230 | 4 <
X =
[v] [
% 280 %
260 300 -
240 250
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200 T T T T 1 200 T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zaman (ps) Zaman (ps)

Sekil 4.11: Su dolu sistemin sicaklik denge grafigi (a), metanol dolu sistemin sicaklik denge grafigi

(b).
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Sekil 4.12: Su dolu sistemin basing denge grafigi (a), metanol dolu sistemin basing denge grafigi (b).

Dengeye getirilen sistemlerin, 10 ns boyunca LINCS algoritmas1 kullanilarak Molekiiler
Dinamik simiilasyon hesab1 [156] ger¢eklestirilmistir. Molekiiler yapidaki degisimi
belirlemek i¢in, yonelim (trajectory) dosyalart kullanilmis ve “donme yarigap1 (gyration)” ve

“root mean square devination (RMSD)” sonuglar1 yorumlanmuistir.

Gyration yani donme yarigcap1 sistem igerisindeki her bir atomun, kiitle merkezine olan
agirlikli skaler uzunluklarini ifade eder. Bununla birlikte RMSD, iki yapi i¢in ayni tiir atomlar

arasinda olan uzakligin skaler 6lgtimiidiir [48].
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Sekil 4.13: Su bulunan sistemin 10 ns boyunca degisimi gézlenen RMSD ve gyration grafikleri.

RMSD degerinin 2 A (0.2 nm)’ dan biiyiik degerlerde olmasi, peptidin pargalandigini, RMSD
degerinin simiilasyon boyunca 2 A (0.2 nm) civarinda veya altinda olmas1 ise peptidin
yapisinin bozulmadigimi yani orijinal formunda kaldigim1 gostermektedir [157]. 10 ns’lik
simiilasyon boyunca GHK i¢in RMSD degeri 0.17 - 0.01 nm aralifinda oldugu Sekil4.13’de

goriilmektedir. Proteinin donme yarigapi (gyration), bir protein kararli bir sekilde
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katlandiginda dengelidir ve nispeten sabit bir Rg degerindedir. Protein acildiginda ise Rg
degeri zaman i¢inde degisecektir. Sekil 4.13’de gorildiigii lizere Rg degerinin nispeten sabit

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.14: Metanol bulunan sistemin 10 ns boyunca degisimi gézlenen RMSD ve gyration grafikleri.

10 ns’lik simiilasyon boyunca metanol dolu sistemde GHK i¢in RMSD degeri 0.16 - 0.011
nm araliginda oldugu Sekil 4.14’de goriilmektedir. RMSD degerlerinin literatiir ile uyum

icinde olmas1 GHK tripeptidinin su ve metanol ortamlarindaki kararlili§ini1 bize vermektedir.
4.1.4. Molekiiler Kenetlenme (Doking) Analizi

Molekiiler doking (kenetlenme) hesabi Schrodinger Maestro programi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Schrodinger Release 2017-4: Maestro, Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2017).

10 ns boyunca su ortaminda molekiiler dinamik simiilasyonu gergeklestirilen GHK
tripeptidinin kararli haldeki molekiil yapisi GROMACS programindan alinarak doking
(kenetlenme) hesaplamasinda ligand olarak kullanilmak iizere Schrodinger Maestro

programina tanitilmistir.

Schrodinger  Software (2017-4)’in  Ligprep uygulamast yardimiyla (Schrodinger
Release 2017-4: LigPrep, Schrédinger, LLC, New York, NY, 2017) OPLS kuvvet alani ile
ligand, doking (kenetlenme) i¢in hazirlanmistir. Ligand i¢in tiim hidrojenler hesaba katilarak,

iyonizasyon seviyeleri pH 7.0 £+ 2.0 da 24 farkli konformer elde edilmistir.

Tez c¢alismasmnin deneysel kisimlarindan biri olan toksisiste testinde, sentezlenen

nanopartikiillerin toksik etkisi fare fibroblast hiicrelerindeki 1929 hiicre hatt1 {izerinde test
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edilmistir. Bu nedenle doking (kenetlenme) hesaplamasinda fare fibroblast hiicresinde
bulunan bir protein olan Fibroblast Biiyiime Faktori (Fibroblast Growth Factor2 - PDB kodu:
SEG3) reseptor olarak segilmistir. Fibroblast biiylime faktorii, hiicrede apoptosisi
onlemektedir [158]. Protein data banktan elde edilen protein eksik rezidii bulundurdugu igin,
doking (kenetlenme) hesaplamalarinda eksik rezidii bulunmayan SWISS-MODEL’den elde
edilen kristal data kullanilmistir [159]. Schrodinger paket programimin Protein Preparation
Wizard uygulamasi ile molekiiler doking (kenetlenme) igin hedef olarak kullanilan reseptor,
yap1 icerisinde A zinciri haricindeki yapilar (sular vs.) silinerek ve polar hidrojenler agir

atomlara eklenerek doking (kenetlenme) hesabi i¢in hazirlanmistir.

Ardindan, hidrojen baglar1 nétr pH degerinde atanmis ve PROPKA uygulamas: kullanilarak
proteinin yapisinda bulunan her bir amino asitin ger¢ek yiikleri ve pH degerleri de
ayarlanarak, yap1 optimize edilmistir. Daha sonrasinda, protein i¢in enerji minimizasyonu 0,3

A RMSD ve OPLS3 kuvvet alani kullanilarak gerceklestirilmistir.

Schrodinger programinin Glide tool uygulamasi (Schrodinger Release 2017-4: Glide,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) kullanilarak proteinin aktif bdlgesinin tam olarak
belirlenebilmesi i¢in grid olusturulmustur. Proteinin aktif bodlgesinde ligandin tiim
konformerlerinin 24 farkli baglanma pozisyonlar1 i¢in 24 farkli kenetlenme durumu elde

edilmistir.
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Sekil 4.15: GHK tripeptidi ve 5EG3 proteini.

Bu konformerler arasinda en iyi kenetlenme sonucunu -7.513 kcal/mol doking (kenetlenme)
skoru ile 17.971 kcal/mol enerjiye sahip konformer vermistir. Proteine kenetlenmis olan tiim
konformerlerin baglanma enerjilerine gore dagilimi Sekil 4.16 ve Tablo 4.15°de verilmistir.

Tablo 4.15°deki siralamalar doking (kenetlenme) skoruna gore yapilmistir.

docking score
&
&
docking score

Energy

Sekil 4.16: Ligand enerjisine karsilik gelen doking (kenetlenme) skor degerleri.
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Tablo 4.15: GHK tripeptidinin 24 farkli konformeri ve SEG3 proteini ile yapilan doking (kenetlenme)
hesaplamalar1 sonucunda elde edilen doking skor degerleri.

Doking (kenetlenme)

Ligand Enerji (kcal/mol) Skoru (kcal/mol) Aradaki Fark
1 17.971 -7.513 -

2 18.719 -7.126 0.387
3 17.075 -7.043 0.47
4 14.745 -6.795 0.718
5 14.862 -6.762 0.751
6 17.754 -6.441 1.072
7 24.500 -6.425 1.088
8 17.835 -6.329 1.184
9 24.616 -6.267 1.246
10 19.576 -6.196 1.317
11 20.376 -6.135 1.378
12 15.008 -6.112 1.401
13 15.921 -6.091 1.422
14 19.042 -5.964 1.549
15 27.760 -5.816 1.697
16 15.552 -5.775 1.738
17 8.835 -5.771 1.742
18 19.608 -5.742 1.771
19 12.605 -5.387 2.126
20 10.944 -5.328 2.185
21 12.771 -5.318 2.195
22 23.391 -5.293 2.22
23 16.270 -5.043 2.47

N
S

20.556 -4.365 3.148
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Sekil 4.17: GHK tripeptidinin proteinin aktif bolgesine baglanmasi sonucunda meydana gelen en
kararli baglanma seklinin etkilesimleri.

Sekil 4.17°de iki boyutlu olarak gosterilen doking (kenetlenme) semasinda yesil, kirmizi, agik
ve koyu mavi bolgeler gosterilmektedir. Proteinin aktif bolgesinde yer alan agik yesil ile
resmedilmis olan rezidiiler, hidrofobik amino asitleri, kirmizi ile gosterilen bolgeler negatif
yiiklii, koyu mavi ile gosterilen bdlgeler pozitif yiiklii amino asitleri ve agik mavi bolgeler ise
polar amino asitleri ifade etmektedir. Ayrica iki boyutlu baglanma pozisyonunda mor oklar
yer almaktadir. Bu gosterimler ligand ve reseptor arasindaki olast hidrojen baglarini bize
vermektedir. Bunun yaninda yine mor diiz ¢izgi ile gosterilen tuz kopriileri de ligand ve

reseptOr arasindaki etkilesimi gostermektedir.

Ligand ve reseptor icin ayr1 ayri elektrostatik potansiyel haritalar1 c¢izdirilmistir. Bu

haritalarda yer alan, kirmiz1 renkli bolgeler, en diisiik potansiyeli yani elektronca en zengin



101

bolgeleri temsil ederken, mavi renkteki bolgeler en yiiksek potansiyeli yani elektronca en

fakir bolgeleri gostermektedir [160].

Sekil 4.19: GHK tripeptidinin ve SEG3 proteinin elektrostatik potansiyel haritasi.

GHK tripeptidinin N-terminal ucu, polar ASN187 (2.34 A) ve negatif yiiklii ASP200 (1.79 A)
ile hidrojen baglar1 yapmustir. Peptit bagindaki oksijen ile pozitif yiiklii LYS73 2.26 A’luk

bag uzunluguna sahip bir hidrojen bagi ile proteine baglanmistir.

Tripeptidin C-terminal ucu olan lizin amino asiti NHs" ucu ile LEU43 2.15 A bag uzunluguna
sahip bir etkilesimde bulunurken, karboksil ucundaki oksijen ise ALA123 ile 2.22 A uzunluga
sahip bir hidrojen bag1 yapmustir.
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Sekil 4.21: GHK tripeptidi ile (solda) ALA123 ve (sagda) LEU43 arasindaki hidrojen bagi
etkilesimleri.

Emilim (Absoption), dagilim (Distribution), metabolizma (Metabolism) ve atilim (Excretion)
— (ADME) analizinde yaygin olarak kullanilan bazi molekiiler tanimlayicilart hesaplamak i¢in
Schrodinger’in QikProp modiilii (Schrodinger Release 2017-4: QikProp, Schrodinger, LLC,
New York, NY, 2017) kullanilmistir. QikProp modiilii, molekil agirligi, insan oral emilim
yiizdesi, polar yiizey alan1 (PSA) ve oktanol-su bélme katsayisinin logaritmasi (QPlog-Po/w)

gibi molekiile ait baz1 6nemli farmokinetik 6zellikleri hesaplamak i¢in kullanilmistir.
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Tablo 4.16: GHK tripeptidinin SEG3 proteini ile yapilan doking (kenetlenme) sonucunda elde edilen

ADME ozellikleri.
Ozellik Deger Onerilen Degerler
Doking (kenetlenme) skoru (kcal/mol) -7.513
Polar yiizey bolgesi, PSA (A"2) 197.821 7.0/200.0
Molekiiler Agirhik, MW (g/mol) 340.381 130.0/725.0
Polarlanabilirlik (Angstroms”3) 30.663M (13.0/ 70.0)
heksadekan/gaz i¢in QP log P 12.735M ( 4.0/ 18.0)
oktanol/gaz icin QP log P 25.070M ( 8.0/ 35.0)
su/gaz i¢in QP log P 21.918M ( 4.0/ 45.0)
oktanol/su i¢in QP log P -3.868 (-2.0/ 6.5)
sulu ¢oziinirliik i¢in QP log S 0.515 (-6.5/ 0.5)
QP log S - konformasyon bagimsizligi 0.636 (-6.5/ 0.5)
QP log K h sa Serum Protein Baglanma -1.556 (-15/ 15)
beyin/kan icin QP log BB -2.441 (-3.0/ 1.2)
Primer Metabolitlerin Sayisi 8 ( 1.0/ 8.0)
Ongoriilen CNS Etkinligi (-- to ++) --
HERG K+ Kanal Blokaji: log IC50 -1.760 (-5 asagisindaki degerler)
Caco-2 Gegirgenligi (nm/sec) 0 (<25 koti. >500 iyi)
Goriinen MDCK Gegirgenligi (nm/sec) 0 (<25 koti. >500 iyi)
Cilt gecirgenligi icin QP log Kp -9.697 (Kp birimi cm/sa)
maksimum transdermal tagima orani 0 (mikrogram /cm?®-sa)
Lipinski Kurali 1 (en fazla 4)
% Insan Oral Emilimi (+-20%) 0 (<25% kotii)

4.2. PLGA NANOPARTIKULLERININ KARAKTERIZASYONU

4.2.1. Boyut ve Potansiyel Analizi (Zeta Potansiyeli)

Bos PLGA ve PLGA kapli GHK yiiklii nanopartikiillerin Zeta Potansiyel ve partikiil boyutu

Ol¢timleri i¢in Malvern Zetasizer Nano ZS kullanilmustir.

Tablo 4.17: Bos ve GHK tripeptidi yiiklii nanopartikiillerin boyut, zeta ve Pdl degerleri.

Yiiklenen GHK
PVA (%) PLGA
miktari Boyut (nm) Zeta (mV) Pdli
Bos PLGA 246.1+82.69 -13.2+5.44 0.084
% 2.5 150 mg 0.25 mg GHK 240.8+ 60.54 -0.783+5.64 0.025

0.5 mg GHK 222.1+ 61.27 -1.61+7.59 0.060
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Tablo 4.17 (devam): Bos ve GHK tripeptidi yiiklii nanopartikiillerin boyut, zeta ve PdI degerleri.

Yiiklenen GHK
PVA (%) PLGA
miktari Boyut (nm) Zeta (mV) Pdl
1.0 mg GHK 221.7+ 53.50 -13.2+£7.55 0.009
1.5 mg GHK 223.6+ 52.08 -1.65+6.33 0.010
2.0 mg GHK 227.2+93.58 -7.18+6.42 0.124
2.5mg GHK 238.3+ 83.88 -3.39+4.32 0.108
% 2.5 150 mg

3.0mg GHK 214.7+ 69.14 -5.98+7.90 0.069
5.0 mg GHK 223.0+£75.10 -21.4+6.21 0.074
10.0 mg GHK 231.3+£78.03 -20.5+6.66 0.064
20.0 mg GHK 245.8+£72.32 -13.5+5.30 0.047

0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 5.0, 10.0 ve 20.0 mg GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri
igerisinde Zeta Potansiyeli ve partikiil boyutu géz 6niine alindiginda optimum partikiil boyutu
223.0£75.10 nm, zeta potansiyeli -21.4+6.21 mV ile 5 mg GHK yiklii partikiil oldugu

goriilmiistiir.
4.2.2. Yiikleme Verimi ve Enkapsiilasyon Sonuclar:

Oncelikle, Nanodrop 6l¢iim cihazi kullanilarak (220 nm) standart GHK egrisi elde edilmistir.
Enkapsiilasyon ve yiikleme verimleri, nanopartikiillerin, sivi nanopartikiil siispansiyonundan

santriflij edilerek ayrilmasi sonucu 6lgtilmiistiir [161].
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Sekil 4.22: GHK tripeptidinin Nanodrop cihazinda elde edilen karakteristik egrisi.

Enkapstilasyon ve yiikleme verimleri asagida sirasi ile verilen denklemler ile hesaplanmustir;
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Toplam GHK miktari—Serbest GHK miktart

Enkapsilasyon Verimi = .
Toplam GHK miktart

x100 (4.9)

.. .. Enkapsiile olan GHK miktart
Yikleme Verimi = 4

x100 (4.10)

Toplam nanopartikil agirligt

GHK'nin enkapsiilasyon verimliligi ilk denklem {izerinden hesaplanmis ve % 94 oldugu
bulunmustur. Bu sonu¢ GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin basariyla elde edildigini

gostermektedir.

Toplam GHK yiiklii PLGA nanopartikiil kiitlesindeki GHK miktar1 ikinci denklem {izerinden
hesaplanmisgtir. GHK yiikli PLGA nanopartikiillerin yiikleme verimliligi % 4 olarak

belirlenmistir.
4.2.3. Invitro Salim Testi Sonuclar:

GHK yiiklii PLGA nanopartikiil formiilasyonu diyaliz membran i¢ine alinarak 50 ml PBS
tampon igeren kapakli kaplarda (pH=7,4), 37 °C’de yatay calkalayicida orta rpm’de
calkalanmaya birakilmistir. Belirli stirelerde (30.dk, 1.sa., 2.sa., 3.sa., 4.sa., 5.sa., 6.sa., 7.sa.,
8.sa., 24.sa., 48.sa.) oOrnekler almarak UV-Vis spektrofotometrede salinan GHK miktari
hesaplanmistir. UV-Vis spektrofotometrede o6l¢iim saatlerinde elde edilen absorbsiyon
sonuglar, GHK standart egri denkleminde yerine koyularak, salinan GHK miktar

hesaplanmustir.
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Sekil 4.23: GHK tripeptidi yiliklii PLGA nanopartikiillerinin salim grafigi.
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Sekil 4.23°de GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin, 48.saatin sonunda %90 GHK salindig1

gOriilmiistir.
4.2.4. TEM Analizi

GHK vyiikli PLGA nanopartikiillerin morfolojisi Transmisyon Elektron Mikroskobu ile
belirlenmistir. TEM goriintiilerine goére, GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri kat1 yogun yapiya
sahip kiiresel parcaciklardir. Sekil 4.24 ve 4.25°da gosterildigi gibi, TEM goriintiileri, bos ve
GHK vyiiklii PLGA nanopartikiillerinin, ortalama biiytikliikte diizglin boyut dagilimi oldugunu

gostermistir.

Sekil 4.25: 5mg GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerine ait TEM goriintiileri.
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4.2.5. Invitro Hiicre Kiiltiirii Sonuclar:

Sekil 4.26’da goriildiigii gibi incelenen konsantrasyonlarda GHK, PLGA nanopartikiilleri
veya GHK yliklii PLGA nanopartikiillerinin toksik etkisi yoktur. Hiicre canlilig1 ile orantili
olarak artan optik yogunluk degeri deney gruplarinda kontrole benzer degerlerdedir.

3,5

2,
W GHK
1, B PLGA
W GHK-yiikli PLGA
a,
0
0 2 8 14 20 30 40 60 100

Konsantrasyon (pg/ml)

Optik Yogunluk
(9] [ [}

=

L

Sekil 4.26: GHK, PLGA nanopartikiilleri ve GHK yiikli PLGA nanopartikiillerinin farkl
konsantrasyonlariin 1929 hiicre canlilig1 iizerine etkisi.

Tablo 4.18’de ise yukaridaki absorbans degerleri % canlilik olarak ifade edilmistir. Tabloda
goriildiigli gibi hiicre canliliklar1 tiim gruplarda %90’ tizerindedir. ISO 10993-5 standardina
gore hiicre canliligi %80’in {izerindeki degerler non-toksik olarak ifade edilmektedir
[162,163]. Buna gore inceledigimiz konsantrasyonlarda GHK, PLGA nanopartikiilleri ve
GHK ytiklii PLGA nanopartikiillerinin toksik degildir.
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Tablo 4.18: GHK, PLGA nanopartikiilleri ve GHK yiikli PLGA nanopartikiillerinin farkli
konsantrasyonlarimin L.929 hiicre canlilig1 lizerine etkisinin % canlilik olarak ifadesi.

% Canhhk

Konsantrasyon

(ug/ml) GHK PLGA GHK yiikli PLGA
2 103,1 91,0 103,6

8 1119 106,5 110,4

14 106,4 105,2 97,9

20 112,3 108,6 106,7

30 113,1 114,0 107,5

40 1149 1114 109,3

60 1149 1114 109,3

100 116,0 105,5 105,4

4.2.6. FT-IR ve RAMAN Analizi

GHK ve PLGA sentetik polimeri arasindaki olas1 kimyasal etkilesimleri incelemek i¢in FT-IR
ve ATR analiz teknikleri kullamilmistir. GHK peptidi, GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri ve
PLGA nanopartikiilleri igin ATR ve FT-IR spektrumlari, 2 cm™ ¢éziiniirlikte 4000-400 cm™
araliginda Jasco 6300 FT-IR spektrometresi kullanilarak elde edilmistir. FT-IR spektrumlari
KBr pellet teknigi kullanilarak elde edilmistir. ATR spektrumu icin Jasco 6300 FT-IR
spektrometresine takilan ATR 6l¢iim bashigi kullamlmistir. Sekil 4.27°de verilen FT-IR ve
Sekil 4.28°da verilen ATR spektrumlarina ait spektrumlar karsilastirmali olarak 1800-400 cm’

! titresim dalgasayisina gore izdirilmistir.

Raman spektrumlari, NRS 3100 Dispersif Mikro Raman spektrometresi kullanilarak elde
edilmistir). GHK tripeptidi yesil (532 nm, Sekil 4.35) ve kirmiz1 (785 nm, Sekil 4.36) lazerler

kullanilarak ayr1 ayr1 uyarilmistir.

FT-IR ve ATR karsilastirmali spektrumlar incelendiginde, 1700 - 1455 cm™ bélge araligi ve
750 — 400 cm™ bolge araliginda, saf GHK ’ya ait olan karakteristik pikler (C=O ester, amid
bantlari, C=C (his), C=N (his), CH,, halka deformasyon ve karboksil grubu ag1 biikiilmesi)
GHK yiiklii PLGA polimerine ait spektrumlarda gozlenebilmistir. Ancak, yiiklenen GHK
miktarinin (5 mg) az olmasi nedeniyle; spektrumlarda, GHK’y1 karakterize eden diger pikler,

polimer spektrumu altina gizlenmistir. Bunun i¢in “Bant Komponent Analizi Yéntemi” ile
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(base line diizeltmesi ve smoothing islemi; Savitzky Golay, 2.derece 9.polinom) GHK yiiklii
PLGA nanopartikiillerine ait spektrumlar acgilarak sadece GHK’ya ait olan saf pikler
goriilebilmistir. Bant komponent analizleri GRAMS/AI paket programi [164] kullanilarak
ATR spektrumlari i¢in gosterilmistir (Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32 Sekil 4.33,
Sekil 4.34).


https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/Specification-Sheets/ps-grams-suite-ug410-en.pdf
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Sekil 4.27: GHK tripeptidi, bos ve GHK yiiklii PLGA nanopatikiillerine ait karsilagtimali FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.28: GHK tripeptidi, bos ve GHK yiiklii PLGA nanopatikiillerine ait karsilagtimali ATR spektrumu.

171
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Korelasyon r2: 0.99997

Abs.

T T T T T T T T T T T T T
1436 1432 1428 1424 1420 1416 1412

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.29: ATR spektrumundan elde edilmis, GHK yiikli PLGA nanopartikiiliine ait 1423 cm™
bandinin altinda gézlenen bantlar ve GHK ’ya ait 1435 cm™ band1 (1426 cm™de elde edilen pik,
PLGA polimerine aittir.).

Korealsyon r?: 0.99999152

Abs,

T T T T T T T T T T T T T T T T
1335 1325 1315 1305 1295 1285 1275 1265 1255 1245
Dalga Sayisi (cm™?)

Sekil 4.30: ATR spektrumundan elde edilmis, GHK yiikli PLGA nanopartikiiliine ait 1270 cm™
bandinin altinda gbzlenen bantlar ve GHK ’ya ait 1305 cm™ ve 1268 cm™ bandi (1276 cm™de
elde edilen pik, PLGA polimerine aittir.).
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Korealsyon r?: 0.999984 *

Abs.

T T T T T T T T U T T
970 960 950 940 930 920

Dalga Sayisi (ecm™?)

Sekil 4.31: ATR spektrumundan elde edilmis, GHK yiikli PLGA nanopartikiiliine ait 956 cm™
bandinin altinda gozlenen bantlar ve GHK ’ya ait 947 cm™ band: (956 cm™de elde edilen pik,
PLGA polimerine aittir.).
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Sekil 4.32: ATR spektrumundan elde edilmis, GHK ’ya ait 1686-1610 cm™ bant aralig1 altinda kalan bantlar ve 1645 cm™ de gozlenen amid I
bandi (a), GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliine ait 1670-1618 cm™ bant aralig1 altinda kalan bantlar ve GHK ya ait 1642 cm™ bandu (b).
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Sekil 4.33: ATR spektrumundan elde edilmis, GHK ya ait 1611-1526 cm™ bant aralig1 altinda kalan bantlar ve 1584 cm™ de gézlenen amid II
band1 (a), GHK vyiiklii PLGA nanopartikiiliine ait 1593-1558 cm™ bandimin altinda gozlenen bantlar ve GHK ’ya ait 1585 cm™ bandi (b).
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Sekil 4.34: ATR spektrumundan elde edilmis, GHK ’ya ait 1257-1209 cm™ bant aralig1 altinda kalan bantlar ve 1241 cm™ de gdzlenen amid III
bandi (a), GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliine ait 1320-1145 cm™ bant aralig1 altinda kalan bantlar ve GHK ya ait 1231 cm™ bandi (b).
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Sekil 4.35: GHK tripeptidine ait yesil lazer ile ¢cekilen Raman spektrumlari.
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Tablo 4.19: Saf GHK tripeptidinin Raman, FT-IR ve ATR, GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin FT-IR ve ATR spektrumunda goézlenen pikler (Alt1 ¢izili
olarak isaretlenmis pikler bant komponent analizi sonucunda elde edilen GHKya ait pikler, * ile isaretlenmis pikler PLGA’ya ait piklerdir).

Referanslar Bu Calisma
pH 6.8 GHK pH 8.9 GHK
[166] [166] GHK GHK-PLGA NP
Boc-
GHK Glisin Histidin
[165] GHK GHK [167] [168] Lizin RAMAN FTIR ATR | FTIR ATR
Raman FTIR
Assign. FTIR Raman ATR Raman ATR Raman FTIR Raman FTIR [169] [169,170] Yesil Kirmizi
3571; 3286; 3419;  3363; 3420 -
NH 3373 - 3414 3312 3198 3154 - 3288 3281 - -
3111;2998; 3074;  3003;
2868; 2956;2936; 2953;  2952; | 3000; 2951;
3050;  3084;  3130; 3127; 2975; 27891 | 2915:2858; 2927;  2905; | 2953; 2901;
CH 2930 2920 2987 2984 2936 26541169 2813 - 2857 2857 2853 2883
17347, 1759* 1753*
C=0(ester) 1740 1667 1703 1734 1634 1741 1758 1733 - 1718 1711
1657 1652; 1658; | 1652; 1659;
C=0(amid 1) 1648 - 1648 1647 1641 1636 1645 1635 1642
16190
1554;
HNH a1 biikiilmesi - 1610 - 1525169 - 1635 1646 1651 1646 -
1563 1586 - 1586;  1582; 1584; | 1576,  1585:
CNH(amid 11) 1551 1490 1488 1489 - 1488 1481
C=C(His) 1568 - 1569 1573 1575 1573 1569 1569 1564 1568 1565
C=N(His) 1490 1490 - - 1497 1496 1496 1493
147515%F
14621159, 1476; 1464;  1468; | 1472; 1461;
HCH scis. 1410 1410 1451 1451 14451159 1446 1441 1457 1455 | 1456*  1450*
1104; 1105; 1424; 1423; 1435; 1435, | 1425% 1435;
C-N(His) - 1086 - 1084 1085 1087 1097 1093 1090 1089 | 1092*  1088*
NHa(uwisy+ CHa(wist 1323 1334 1352 13551167 1352 - 1351 1352 1362 1357
Ven(ratke)+ OncH(halka) 1267 - 1267 - 1301 1304 1268 1264 1265 1266 | 1275* 1268
CN(amid I11) 1246 1239 1241 1241 - 1231
Scacihatkart Ven(is) 975 975 990 986 985 984 - -
ShcNalkar™ Senchalka) 935 941 938 948 947 956* 947
T encHhalka) 764 781 772 777 776 749* 746*
I'NccHhalka) - - 681 681 - -
656; 652;  651; - 660
Scco (karboksil) - 507 506 499 - 503
T"cooH(karboksil) 584 - 573 570 575 568 576

6TT
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda anti-oksindant ve anti-timoér o6zelliginin yani sira noropatik faktor
tiretiminin artirilmasinda da etkili oldugu gozlenen Gly-His-Lys tripeptidi yiikli PLGA
nanopartikiilleri sentezlenmistir. Teorik hesaplamalar ¢er¢evesinde, GHK tripeptidinin yap1
fonksiyon iligkisini belirleyebilmek i¢in, en kararli geometrik yapisi farkli teoriler (MM, MD,
QM) ve farkhi bilgisayar programlar1 (Fortran, Gaussian, Gromacs) kullanilarak elde
edilmistir. Ayrica biyolojik sistemlerdeki etkilesimini daha iyi analiz edebilmek igin doking

(kenetlenme) hesaplamalari da ilk defa bu tez calismamizda kullanilmagtir.

Oncelikle Godjayev ve ekibi tarafindan hazirlanan FORTRAN programi kullanilarak “Teorik
Konformasyon Analizi” yontemi ile tripeptidin kararli yapidaki tiim konformasyonlari
(17,496) elde edilmeye c¢alisilmistir. Bunun i¢in oncelikle GHK tripeptidi (atom sayist ve
tipleri, dihedral doniiler, vs.) ana ve yan zincir formlarint veren Ramasandran haritalari

kullanilarak programa tanitilmistir.

GHK, 48 atoma ve 15 dihedral doniiye sahip bir tripeptitdir. Toplamda 17,496 konformasyon
bolgesi vardir. Bu bolgelerden ayni dihedral agi degerlerine sahip bolgeler c¢ikarilarak
incelenecek konformasyon sayist 11,880 elde edilmis olup, her bir bolge tek tek incelenerek
en diisiik enerjili bolge 5.26 kcal/mol enerjiye sahip RBR (RB3R3) bolgesi (Tablo 4.4) olarak
tanimlanmistir. En kararli konformasyondaki dihedral doniiler incelendiginde, ¢, dihedral
dontisii, yaklasik 40° donerek (Histidin’in ana zincirinde giris agis1 -1407ken ¢ikis agist -
100.894) en kararli konformasyon olusumunu etkilemektedir. Katki saglayan diger agilar ise
v (giris acist -90" iken ¢ikis acis1 -76.963), @3 (giris agist -115 iken, ¢ikis acis1 -104.604), y32
(giris agis1 60 iken, c¢ikis agis1 75.309), ys3 (Qiris agis1 180 iken, ¢ikis agisi 165.876) diir
(Tablo 4.5).

Teorik konformasyon analizi yontemi ile elde edilen minimum enerjiye sahip en kararh
konformasyon, optimizasyon ve titresim dalgasayilarinin hesaplanabilmesi i¢in Gaussian09
paket programina tanitilmig, DFT teori diizeyi, B3LYP metodu, 6-311++G(d,p) baz seti
kullanilarak hesaplanmistir. 48 atomlu serbest haldeki GHK tripeptidinin temel titresim
dalgasayis1 3N-6 = 138°dir. Bu 138 titresim dalgasayis1 hesaplanmig ve titresim kiplerinin
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analizi “Potansiyel Enerji Dagilimi (%PED)” den faydalanilarak ve Gar2ped programi
kullanilarak yapilmastir [5].

DFT/B3LYP/6-311++G(d,p) baz setinde optimize edilen tripeptidin yapisi, molekiiler
dinamik simiilasyonunun yapilabilmesi i¢cin, GROMACS v5.1.2 programma GROMOS43al
kuvvet alanmi ile tanitilmis su ve metanol dolu kiibik hiicre igerisinde steepest descent
algoritmas1 ile ayr1 ayri minimize edilmistir. Sistemlerin baslangi¢ enerjileri sirasi ile
1.4517x10% kcal/mol ve 0.384x10* kcal/mol’ken minimize olmus potansiyel enerjileri -
1.0334x10" keal/ mol ve -0.36x10* kcal/mol olarak elde edilmistir. NVT ve NPT yaklasimlari
sirast ile 50 ps ve 500 ps boyunca sistemlere uygulanmistir. Sistemler, V-rescale termostat
kullanilarak 300 K’e, Parrinello-Rahman barostat kullanilarak 1 bar’a sabitlenmistir. Dengeye
getirilen sistemler 10 ns boyunca molekiiler dinamik hesaplama yontemiyle simiile edilmistir.
10 ns sonunda RMSD (Root Mean Square Devination) ve Rg (Radius of Gyration) degerleri
analiz edilmistir. Simiilasyon boyunca su ortaminda bulunan GHK tripeptidinin RMSD
degerinin 0.17 - 0.01 nm araliginda oldugu goriilmiistiir. 0.2 nm civarinda veya altinda olmasi
beklenen bu deger peptidin orijinal formunda oldugunu géstermektedir (Sekil 4.13). Sekil
4.13’de ayni zamanda 10 ns boyunca Rg degisim grafigi de cizdirilmistir. Bu grafige gore
nispeten sabit bir ortalamaya sabit Rg degeri bize peptidin kararli bir sekilde katlandigini ve
dengede oldugunu sdylemektedir. Metanol dolu sistem igerisinde ise GHK tripeptidinin
RMSD degerinin simiilasyon boyunca 0.011 nm ila 0.16 nm arasinda oldugu gortilmiistiir

Sekil 4.14.

10.ns sonunda potansiyel enerji degeri, -1.0133x10* kcal/mol, kinetik enerji degeri 1.71 1x10°
kcal/mol ve toplam enerji degeri ise -0.8413x10* kcal/mol olarak elde edilmistir. Bu enerji
degerlerine sahip GHK tripeptidi doking (kenetlenme) hesaplamalarinin ligandi olarak
secilmistir. Molekiiler doking (kenetlenme) hesaplamalart Schrédinger Maestro paket
programi ile gergeklestirilmistir. Ligprep tool yardimi ile doking (kenetlenme) islemine
hazirlanan ligandin 24 farkli enerjiye sahip konformerleri elde edilmistir. Bu yapilar

icerisinde elde edilen en diisiik enerjili konformerin enerji degeri 8.835 kcal/mol’diir.

Nanopartikiil sentezinin toksik etkisi 1L.929 hiicre hatt1 yani fare fibroblast hiicresi lizerinde
test edildigi i¢in, doking (kenetlenme) ¢alismasinda fare fibroblast hiicresinde bulunan bir
protein olan Fibroblast Biiylime Faktorii (PDB kodu: SEG3) secilmistir. Swiss-Model’den
elde edilen 5EG3 proteini doking (kenetlenme) hesabi igin hazirlanmistir. Glide Tool yardimi1
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ile hazirliklar1 tamamlanan ligand ve reseptor, doking (kenetlenme) hesaplamalari igin
kullanilmistir. GHK tripeptidinin 24 konformasyonu igerisinde en diisikk doking (kenetlenme)
skoru veren konformasyon beklendigi gibi en diisiik enerjili konformasyon olmayip 17.971
kcal/mol enerjiye sahip konformer olmustur. Elde edilen doking (kenetlenme) skoru ise -
7.513 kcal/mol’diir (Tablo 4.15). Reseptor igerisinde hidrofobik (yesil renkli bolge) ve negatif
yikli (kirmizi renkli bolge) aktif bolgeye yerlesen GHK tripeptidi, reseptor ile hidrojen
baglar1 yardimiyla baglanarak en kararli baglanma skorunu olusturmustur. Glisin amino
asitinin peptit bagindaki oksijen ile pozitif yiiklii (koyu mavi renkte) LYS73 (2.26 A) ile
birlikte, NHs" ucu ile polar (agik mavi renkte) ASN187 (2.34 A) ve negatif yiiklii (kirmizi
renkte) ASP200 (1.79 A) ile hidrojen baglari yaparak kararli bir baglanma pozisyonu
olusturmustur (Sekil 4.20). Yap1 icerisindeki Lizin amino asiti ise NH3" ucundan LEU43 ile
2.15 A’luk bir etkilesimde bulunmustur. Ayrica karboksil ucundaki oksijen ALA123 ile 2.22
A’luk bir ikinci hidrojen bagmi yapmistir (Sekil 4.21).

Schrodinger paket programina ait Qik-Prop tool (Schrodinger Release 2017-4: QikProp,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017) kullanilarak, ila¢ tasariminda kullanilacak olan
ligandin ADME (Emilim (Absoption), dagilim (Distribution), metabolizma (Metabolism) ve
atilim (Excretion)) profili belirlenmistir. Bu 6zelliklere gore ilacin viicut igerisinde nasil ve ne
kadar absorbe edilecegi, kan beyin bariyerindeki gegirgenligi, benzer ilaglar, ilacin
farmakolojik fiziksel Ozellikleri, insanda ilacin oral absorbsiyonu gibi sonuglar elde
edilmektedir. Bu sonuglarin Lipinski kurallarina [156,171] uymas1 beklenir. Giivenli ve etkili
ila¢ tasariminin gerceklesmesinde, dokularin ilaca maruz kalmasi ile ilgili bir¢ok farmakolojik
0zellik ADME hesaplamalar1 ile elde edilebilmektedir. ADME o6zellikleri Tablo 4.16°da

verilmistir.

Bir molekiiliin ilag niteligi tasiyabilmesi igin Molekiiler Agirligmim (MW) 130.0 — 725.0
g/mol araliginda olmasi1 gerekmektedir. Bu tez ¢aligmasinda etkin madde olarak kullanilan

molekiiler agirligi 340.381 g/mol olan GHK tripeptidi bir ila¢ aday1 olma 6zelligindedir.

Partisyon katsayilar1 (oktanol/gaz, oktanol/su, ... ) ilaglarin viicut icerisinde dagilimlarini
kontrol etmede yararlidir. Bolme katsayis1 (P), bir bilesigin, dengede iki karismaz fazin bir
karisimindaki konsantrasyonlarinin oranidir. Dolayisiyla bu oran, bu iki fazdaki bilesigin
¢oziiniirliigiindeki farkin bir 6lgiisiidiir [172]. Ozellikle oktanol/su bdlme katsayisi ilacin
hidrofilik (suyu seven) veya hidrofobik (suyu sevmeyen) niteligi ile ilgili bilgi vermektedir.
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Oktanol/su katsayis1 yiiksek olan ilaglar hiicrelerin lipid katmanlar1 gibi hidrofobik alanlara
yayilabilmektedirler. Diisiik oktanol/su katsayisina sahip ilaglar ise hidrofilik 6zellik gosterip,
kan serumu gibi sulu bolgelerde bulunmaktadirlar [173]. Coziiciilerden biri bir gaz ve digeri
bir siv1 ise, bir sivi/gaz bolme katsayisi belirlenebilmektedir. Ornegin, genel bir anestezi
kan/gaz bolme Kkatsayisi, anestetik maddenin gazdan kana ne kadar kolay gectigini
olgmektedir [174]. Tablo 4.16’da GHK tripeptidi i¢in oktanol/gaz bdlme katsayisi orani
25.070 M olarak hesaplanmistir. Bu deger 8.0 — 35 M araliginda olmalidur.

Beyin/kan bariyeri katsayist (QPlogBB) ilacin kan-beyin bariyerinden gecebilme yetenegi
hakkinda bilgi verir. Bu degerin -3.0 ila 1.2 aralifinda olmas1 gereklidir. GHK tripeptidi i¢in
bu deger -2.441’dir. GHK tripeptidi igin hesaplanan ADME o6zellikleri Tablo 4.16’da

verilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin deneysel kisimlari igerisinde bos PLGA ve GHK yiiklii nanopartikiilleri
sentezlenmis ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. PLGA nanopartikiilleri bos ve farkli
konsantrasyonlarda ( 0.25 mg, 0.5 mg, 1.0 mg, 1.5 mg, 2.0 mg, 2.5 mg, 3.0 mg, 5.0 mg, 10.0
mg ve 20.0 mg ) GHK igerecek sekilde sentezlenmistir (Tablo 4.17). Sentezlenen bu
partikiiller igerisinden Zeta-sizer boyut (223.0nm) ve potansiyel (-21.4mV) analizleri dikkate
alinarak, optimum nanopartikiil 5.0 mg GHK igeren nanopartikiil olarak secilmistir. Bos
nanopartikiiliin boyutu (246.1nm), farkli konsantrasyonlarda yiikleme yapilan partikiillerin
hepsinden daha biiyiik ¢ikmistir. Partikiil icerisine yliklenen etkin madde miktar ile, partikiil
boyutunun kiigiildiigii gozlenmektedir. Bunun nedeni, etkin madde ile polimer kapsiil arasinda
meydana gelen elektrostatik etkilesmelerdir. 5.0 mg GHK i¢eren PLGA nanopartikiil boyutu
223.0 nm olarak elde edilmistir. Yapilan literatiir caligmalarinda nanopartikiillerin kararh
olabilmesi igin zeta potansiyeli degerlerinin kitosan gibi pozitif yiikli 6rnekler igin +30
mV’dan biiyilk veya PCL (polikaprolakton), PLGA gibi negatif yiiklii ornekler ig¢in -30
mV’dan kiiciik ¢gitkmasi gerekmektedir [139]. Yapilan tez ¢alismasinda elde edilen optimum
nanopartikiilin Zeta potansiyeli degerinin -21.4 mV oldugu Olclilmiistiir. Yapilan FT-IR,
ATR, TEM analizleri ve enkapsiilasyon ve yilikleme verimi hesaplamalar1 belirlenen optimum

nanopartikiil tizerinden yapilmistir.

GHK tripeptidinin enkapsiilasyon ve salim testleri icin gerekli olan kalibrasyon egrisi
nanodrop cihazt (220nm) kullanilarak elde edilmis ve egri denklemi yardimi ile

enkapsiilasyon verimi hesaplanmigtir. y=9,1277x+0,0249 kalibrasyon egri denklemi (Sekil
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4.22); GHK tripeptidi distile su yardimiyla seyreltilerek ve her seyreltilen miktar nanodrop

cihazi ile Olgiilerek elde edilmistir.

Yapilan ol¢iimler sonucunda 5.0 mg GHK yiikleme isleminde, peptidin %94’siin enkapsiile
edildigi hesaplanmistir. Toplam GHK yiiklii PLGA nanopartikiil kiitlesindeki GHK miktari
denklem (4.9) ftizerinden hesaplanmistir. GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerin yiikleme
verimliligi % 4 olarak denklem (4.10) yardimiyla bulunmustur. Bu deger GHK yiiklii PLGA
partikiillerinin 1 mg’inda 0.04 mg GHK bulundurdugu anlamina gelmektedir.

Kontrollii ve siirdiiriilebilir salim, nanopartikiillerin en 6énemli 6zellikleridir. Bu nedenle GHK
yiikli PLGA nanopartikiillerinin kontrollii salim siireci de gézlenmistir. GHK'nin in vitro
salim profilini belirlemek i¢in, 5 mg GHK yiiklii PLGA nanopartikiilleri, diyaliz kapsiillerine
yerlestirilmistir. Diyaliz kapsiili 50 ml pH 7.4 PBS'ye konulmus ve UV-Vis olgiimleri
alimmustir. Siireg baslangic ve 48 saat arasinda devam etmistir. Enkapsiile edilmis GHK

tripeptidinin 48. saatte % 90’mnin salindig1 gortlmistiir (Sekil 4.23).

Zeta sizer cihazi ile TEM cihazindan elde edilen boyut sonuglar farklilik gdstermektedir.
Bunun nedeni, zeta sizer cihazinin ¢ozelti icerisine gonderdigi 11k siddetinde dagilma
olmasindan dolayidir. Bu nedenle ¢ozeltinin yogunlugu partikiil boyutunu etkileyecektir. Bos
PLGA nanopartikiillerinin ve GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerinin TEM sonuglarindan elde
edilen boyutlar ise sirasi ile 169 nm (Sekil 4.24) ve 139.01 nm (Sekil 4.25)’dir.

Sentetik bir polimer olan PLGA biyobozunur olmasi ile birlikte dogal polimerler gibi hiicre
iginde pargalanma esnasinda ortama toksik madde yaymamaktadir. Sekil 4.26 ve Tablo
4.18’de de goriilecegi gibi 1929 fare fibroblast hiicre hattinda yapilan hiicre kiiltiirii
sonuglarinda, hiicre canliligint olumsuz etkileyen bir deger elde edilmemis olup, degerlerin
%380 lizerinde ¢ikmasi ile canliligi olumlu yonde etkiledigi sdylenebilmektedir. Sitotoksisite
testi sonucunda elde edilen verilere gére GHK tripeptidi yliklii PLGA nanopartikiillerinin in

vivo kullanimi igin 8pg/ml dozu uygundur.
Saf GHK, GHK yiiklii PLGA NP ve bos PLGA NP ait Titregsim Dalgasayisi Analizi

Saf GHK tripeptidi, bos ve 5 mg GHK yiiklii PLGA nanopartikiillerine ait FT-IR ve ATR
Spektrumlar1  1800-400 cm™ bolgesinde karsilastirmali olarak Sekil 4.27 ve 4.28°de
verilmistir. Tablo 4.19°da  GHK ve GHK vyiiklii nanopartikiillerin temel titresim
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dalgasayilarinin atamalari, PED analizi (Gar2ped programi kullanilarak [5]) ve yapilan
literatiir caligmalar1 yardimiyla gergeklestirilmistir. Tablo 4.19’da verilen titresim
dalgasayilar1 atamalar1 EK.3’de verilen potansiyel enerji dagilimi (%PED) ile ve teorik
dalgasayilarinin ikili ¢arpanlarla carpilarak [4] deneysel verilere yaklastirilmasi ile elde

edilmistir.
Amid Bantlar

Proteinler veya polipeptitler, peptit baglar1 ya da diger adi ile amid baglari ile birbirlerine
baglanmis amino asit zincirine sahiptir [175]. Spektrumlarda gozlenen “Amid titresimleri
(bantlar1)”, proteinlerin karakteristik spektral 6zelliklerini ortaya ¢ikarmaktadir ve bir peptit
bagi (amid bagi) C=0, C-N ve N-H gruplarimi i¢ermektedir [175-178]. Teorik ve deneysel
calismalar amid titresimlerini {i¢ spektral bolgeye ayirmistir. Bu bolgeler Amid I, Amid II ve
Amid III bantlar1 olarak tanimlanmistir. Amid I, IT ve III bantlari, protein yapi1 fonksiyon

analizi i¢in en ¢ok kullanilan IR spektral bolgeleridir [175].
Amid |

Peptid grubundaki C = O bag (%70-80 katki), CN bag gerilme (%10-20 katki) ve CCN
deformasyon (%10 katki) titresimleri olarak tanimlanan Amid I bandi [179,180], 1700-1600
cm™ titresim bolgesi arahiginda gozlenmektedir. Amid I, bu aralikta giiglii sinyal vermesi

nedeni ile yaygin olarak kullanilmaktadir [175].

FT-IR spektrumunda GHK tripeptidine ait 1652 cm™ ve 1636 cm™ de iki adet amid I band
gozlenmistir (Sekil 4.27, EK.3). Bu bantlar dolu nanopartikiil spektrumunda yine 1652 cm™
ve 1635 cm™ gozlenmekte olup 1636 cm™ den 1635 cm™’e 1 ecm™lik bir kayma gdzlenmistir
(Tablo 4.19).

ATR spektrumunda Sekil 4.28 da gozlenen amid I bandini belirlemek igin, segilen amid I
bolgesi band komponent analiz yontemiyle incelenmis, base line diizeltmesi ve smoothing
islemi (Savitzky Golay, 2.derece, 9.polinom) uygulanmistir. Bant komponent analizi yontemi
ile incelenen bantlar Sekil 4.32’de GHK ve GHK yiiklii PLGA’ya ait bantlar karsilagtirmali
olarak verilmistir. GHK tripeptidinin 1686 — 1610 cm™ araliginda yapilan bant komponent
analizi sonucunda bu bélgenin altinda kalan 1645 cm™ bandi C=0 bag gerilmesi titresim

hareketinden kaynaklanan amid I bandi (Sekil 4.32-a) olarak belirlenmistir.
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GHK yiikli PLGA spektrumunda (Sekil 4.32-b) 1670 — 1618 cm™ araliginda yapilan bant
komponent analizi ile soncunda, bu bolge altinda kalan bantlar incelenerek, GHK yiiklii
PLGA spektrumununa ait 1642 cm™ band: gézlenmis ve amid I bandi olarak belirlenmistir.
iki spektrum karsilastinldiginda Sekil 4.32-a’da  gosterilen 1645 cm™ bandinm,
enkapsiilasyon sonucunda Sekil 4.32-b’de gosterilen 1642 cm™e 3 ecm™lik bir kayma
(azalma) gosterdigi goriilmiistiir. Bu kayma enkapsiilasyon sonucunda C=0O bag gerilme

titresim dalgasayisindaki azalmadan kaynaklanmaktadir.

Raman spektrumunda bos ve peptit yiiklii nanopartikiiliin uyarilmas: kirmizi ve yesil lazerle
gerceklestirilemedigi icin bu tez ¢alismasinda yalnizca saf GHK tripeptidine ait Raman
spekturumuna yer verilmistir. Peptit bagindaki C=O bag gerilmesi (amid I bandi) yesil lazerde
1647 cm™ (Sekil 4.35) ve kirmizi lazerde ise 1641 cm ™’ de (Sekil 4.36) gozlenmistir.

%PED analizi ile GHK tripeptidi icin teorik olarak elde edilen titresim dalgasayilarina gore
amid I bantlar1 1653 cm™ ve 1639 cm™de gozlenmis olup deneysel FT-IR verileri ile
uyumludur. 1653 cm™ bandinin siddeti %72 katki ile peptit grubundaki C=O bag
gerilmesinden, 1639 cm™ bandi ise %73 C=0 bag gerilmesi, %6 CCN ac1 biikiilmesi

hareketlerinden kaynaklanmaktadir.
Amid Il

1600 — 1480 cm™ araliginda gdzlenen Amid Il band: ile iliskili absorbsiyon piklerinin
olusmasina, esas olarak peptid grubunda yer alan CNH atom grubunun ac1 biikiilmesi (%40-

60) ve ayrica CN (%18-40) ve C"C bag gerilme (%10) titresimleri yol agmaktadir [178,180].

Saf GHK FT-IR spektrumunda amid Il bandi 1582 cm™ ve 1489 cm™’de isaretlenmistir.
Enkapsiilasyon sonrasinda, bu pikler 1576 cm™ ve 1488 cm™’e gdzlenmistir (Tablo 4.19).

Saf GHK ATR spektrumunda Sekil 4.28’da amid Il titresim bolgesine ait aralik, bant
komponent analizi ile incelenmis ve Sekil 4.33’de GHK ve GHK yiiklii PLGA’ya ait olan
bantlar karsilagtirmali olarak verilmistir. Saf GHK tripeptidinin 1611 — 1526 cm™ araliginda
yapilan bant komponent analizi sonucunda bu bant araligi altinda kalan 1584 cm™ bandi CNH
ac¢1 biikiilme titresim hareketinden kaynaklanan amid II bandi (Sekil 4.33-a) olarak
belirlenmistir. GHK yiiklii PLGA spektrumunda (Sekil 4.33-b) 1593 — 1558 cm™ aralig1 bant
komponent analizi ile incelenerek, GHK yiiklii PLGA nanopartikiil spektrumu igin bu band
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1585 cm™ de gozlenmistir. Iki spektrum karsilastirildiginda Sekil 4.3-a’da gosterilen 1584
cm™ bandinin, enkapsiilasyon sonucunda Sekil 4.33-b’de gosterilen 1585 em™e 1 em™lik bir
kayma (artma) gosterdigi goriilmiistiir. Bu kayma enkapsiilasyon sonucunda CNH ag1

biikiilme titresim dalgasayisindaki artmadan kaynaklanmaktadir.

Saf GHK Raman spektrumunda GHK tripeptidine ait amid II bandi yesil lazerde 1490 cm ™ de
(Sekil 4.35) g6zlenmistir. Kirmizi lazer kullanilarak elde edilen spektrumda 1586 cm™ ve
1488 cm™ (Sekil 4.36) titresim bolgelerinde iki adet amid II band: kayit edilmistir.

Amid 1I bantlart %PED ile teorik olarak ise 1597 cm™ ve 1491 cm™de hesaplanmistir
(EK.3). 1597 cm™ bandinin siddeti %61 katki ile peptit grubundaki CNH ag1 biikiilmesinden
ve %19 katki ile CN bag gerilmesinden, 1491 cm™ bandi ise %44 CNH ag1 biikiilmesi, %29
CN bag gerilmesi ve %8 Histidine ait CN bag gerilmesi hareketlerinden kaynaklanmaktadir.

Amid 111

1320-1220 cm™ aralig1 olarak tanimlanan amid III titresim bélgesi, peptit bag iizerindeki C-N
bag gerilmesi ile birlestirilmis N-H diizlem i¢i biikiilme (%10-40) ve ayrica C-H ve N-H
deformasyon titresimleri icerir. Amid III bantlarinin siddeti, diger amid bantlarina gére daha

distktir [175,179].

1

FT-IR spektrumunda saf GHK tripeptidi i¢in yalnizca 1241 cm™ de gozlenmistir.

Enkapsiilasyon sonrasi ise bu band gozlenememistir (Sekil 4.27).

Saf GHK tripeptidine ait Sekil 4.28°de verilen ATR spektrumunda amid 11 titresim boélgesinin
altinda kalan bantlar, bant komponent analizi ile belirlenmis ve Sekil 4.34’de GHK ve GHK
yiiklii PLGAya ait bantlar karsilastirmali olarak verilmistir. GHK tripeptidinin 1257 — 1209
cm™ araliginda yapilan bant komponent analizi sonucunda bu bolge altinda kalan 1241 cm™
bandi CN bag gerilme titresim hareketinden kaynaklanan amid III band1 (Sekil 4.34-a) olarak
belirlenmistir. GHK yiiklii PLGA spektrumunda (Sekil 4.34-b) 1320 — 1145 cm™ araliginda
yapilan bant komponent analizi ile GHK yiikli PLGA nanopartikiil spektrumunda diisiik
siddetli 1231 cm™ band: gozlenmis ve amid Il olarak belirlenmistir. iki spektrum
karsilastirildiginda Sekil 4.34-a’da gosterilen 1241 cm™ bandinin, enkapsiilasyon sonucunda

Sekil 4.34-b’de gosterilen 1231 em™e 10 em™ ik bir kayma (azalma) gosterdigi goriilmiistiir.
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Bu kayma enkapsiilasyon sonucunda CN bag gerilme titresim dalgasayisindaki azalmadan

kaynaklanmaktadir.

Raman spektrumlarinda, yesil lazer kullanilarak uyarilan GHK tripetidinde 1246 cm™ (Sekil
4.35) ve kirmizi lazer ile uyarilma durumunda ise 1239 cm™de (Sekil 4.36) amid III band:

gbzlenmistir.

Teorik olarak %PED ile elde edilen amid 111 pikleri 1254 cm™ ve 1216 cm™de elde edilmistir
(EK.3). 1254 cm™ bandinin siddeti %16 katki ile peptit grubundaki CN bag gerilmesi, %11
katki ile histidine ait CCH grubu ag1 biikiilmesi ve %8 katki ile histidin halkasindaki CN bag
gerilmesi hareketinden kaynaklanmaktadir. ikinci amid III bandina ait 1216 cm™ bandi ise
%20 katki ile CNH ag¢1 biikiilmesi, %12 katki ile CN bag gerilmesi ve %7 katki ile Histidine
ait CN bag gerilmesi hareketlerinden kaynaklanmaktadir.

Bos PLGA Nanopartikiiliine Ait Dalgasayilari

Tablo 4.19’da GHK tripepetidini olusturan Glisin, Histidin, Lizin amino asitlerine ait FT-IR
ve Raman, saf GHK tripeptidine ait deneysel FT-IR, ATR ve Raman spektrumlarinda
gozlenen dalgasayilarinin literatiir degerleri, saf GHK tripeptidine ait bu tez ¢alismasi
cercevesinde elde edilen deneysel FT-IR, ATR ve Raman spektrumlarinda goézlenen
dalgasayilar1 ile birlikte GHK yiikli PLGA nanopartikiillerine ait FT-IR ve ATR
spektrumlarinda gozlenen dalgasayilarma yer verilmektedir. Tablo 4.19°da yer alan
dalgasayilarindaki atamalar, literatiir bilgisi ve EK.3’de verilen PED hesaplamalari

dogrultusunda olusturulmustur.

Sekil 4.27 ve 4.28°de verilen FT-IR ve ATR spektrumlarinda 1700 cm™li bolgede siddetli bir
pik gozlenmektedir. Bu pik bos ve GHK yiikli PLGA nanopartikiiline ait FT-IR
spektrumunda 1759 cm™’de, bos PLGA nanopartikiilii i¢in ATR spektrumunda 1754 cm™°de
ve GHK yiiklii PLGA nanopartikiilii i¢in 1753 cm™de gozlenmistir. Bu pikler C=0 bag
gerilmesinden kaynaklanan PLGA polimerine ait karakteristik piklerdir [181-184].

Yapilan literatiir ¢alismasinda 1500 — 1250 cm™ araligimin PLGA’min yapisinda bulunan CHj
ve CH; gruplarinin asimetrik agisal deformasyon titresim hareketine denk geldigi goriilmiistiir
[183]. Aymi zamanda literatirde PLGA’nin yapisinda bulunan glikolid i¢in FT-IR

spektrumunda CH3 ve CH, gruplarina ait bu titresim hareketlerinin 1540 cm™ ve 1430 cm’
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Lde oldugu gozlenmistir [184]. Bos nanopartikiil FT-IR spektrumunda (Sekil 4.27) bu
titresim hareketi 1455, 1425 ve 1395 cm™de, ATR spektrumunda ise (Sekil 4.28) 1451, 1424
ve 1392 cm? de gozlenmektedir. Bu pikler PLGA’nin yapisinda bulunan CH; ve CH,
gruplarindan kaynaklanmaktadir.

Laktik, glikolid monomerleri ve PLA homopolimerlerinin; C-O bag gerilme titresimleri
literatiirde siras1 ile 1275;1100 em™, 1265;1050 cm™ and 1130;1090 cm™ olarak elde
edilmistir [184]. PLGA polimerine ait karakteristik C-O bag gerilme titresimleri FT-IR
spektrumunda 1274;1092 cm™ ve ATR spektrumunda 1270;1089 cm™’de elde edilmistir.
Literatiirde C-H ag¢1 biikiilmesi hareketine ait absorbsiyon bantlar1 940 cm™ ve 750 cm™ [184]
de gozlenmistir. Tez ¢alismasinda bu bantlar FT-IR spektrumunda 956;750 cm™ ve ATR
spektrumunda 957;745; cm™*de elde edilmistir.

FT-IR ve ATR spektrumlarinda; 1700-1455 cm™ bélgesi arahiginda bos ve GHK yiiklii PLGA
nanopartikiillerine ait spektrumlar karsilastirildiginda GHKya ait olan C=0O ester grubu, amid
gruplari, NH, amin grubu, histidine ait C = C ve C = N bag gerilme titresimleri ve CH, grup
titresimlerini karakterize eden dalgasayilarimin varligi, bu dalgasayilarindaki polimer ile
etkilesiminden dolay1 ortaya ¢ikan kayma miktarlari, GHK’nin nanopartikiil i¢ine etkin bir
sekilde yiiklendigini gostermektedir. Ayrica, 750-400 cm™ bolgesinde peptit yiiklii
nanopartikiiller i¢in ATR spektrumunda GHK’nin yapisinda bulunan, halka(histidin) burulma
ve karboksil grubu titresimlerinin varligi da GHK nin etkin bir sekilde nanopartikiil i¢erisine

yiiklendigini kanitlamaktadir.

Bunlarin disinda, peptidin nanopartiiil igerisine yiiklendiginde, peptidin karakteristik
bantlarinda meydana gelen degisimler de, bu ¢alismada ilk kez incelenip Tablo 4.19'da

gosterilmistir.

Tablo 4.19°da ayrica saf GHK ve GHK yiikli PLGA nanopartikiillerinin deneysel FT-IR,
ATR ve Raman spektrumlarinda gozlenen belirgin pikleri ve atamalari yer almaktadir.
Enkapsiilasyon sonucunda dalgasayilarinda goézlenen kaymalar Tablo 4.19°da karsilastirmali

olarak incelenmistir.

C=0 ester: FTIR spektrumunda GHK yapisindaki C = O ester gruba ait bag gerilmesi 1733
cm™de kaydedilmistir. Dolu nanopartikiil spektrumunda, bu titresim hareketi FT-IR ve ATR

spektrumunda sirasiyla 1718 cm™ ve 1711 cm™de gozlenmisgtir.
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Amid 1: ATR spektrumunda band komponent analizi sonucunda 1645 cm™de GHK
tripeptidine ait amid | (C=0 bag gerilmesi) bandi olarak atanan ve gozlenen band, GHK yiiklii
PLGA nanopartikiiliinde 1642 cm™ olarak gozlenmistir. Enkapsiilasyon sonucunda amid |

(C=0 bag gerilmesi) bandinda 3 cm™’lik bir kayma elde edilmistir.

HNH A¢i Biikiilmesi: ATR spektrumunda 1651 cm™ de GHK tripeptidine ait HNH ac1
biikiilmesinden kaynaklanan titresim bandi gézlenmistir. Bu bant enkapsiilasyon sonrasinda

GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliine ait spektrumda gozlenmemistir.

Amid Il (CNH baginin a¢i biikiilme (%40-60) ve CN (%18-40) ve C“C bag gerilmesi (%10)) :
FT-IR spektrumunda saf GHK tripeptidi i¢in amid II band1 1582 cm™ ve 1489 cm™*de kay1t
edilmistir. GHK vyiiklii nanopartikiil i¢in amid II bandi 1576 cm™ ve 1488 cm™de
gdzlenmistir. Enkapsiilasyon dalgasayisilarinda sirasiyla 6 cm™lik ve 1 cm™lik bir kaymaya

sebep olmaktadir.

ATR spektrumunda saf GHK tripeptidi i¢in amid II bandi, bant komponent analizi ile 1584
cm™ gozlenmistir. Yiiklii nanopartikiilde bu bant, bant komponent analizi ile 1585 cm™ de
gdzlenmistir. Bununla birlikte yiiklii nanopartikiil spektrumunda 1481 cm™’de de bir bant
gozlenmistir. Enkapsiilasyon nedeni ile a¢1 biikiilme titresim dalgasayisinin degeri 1584 cm’

Lden 1585 cm™e 1 cm™’lik artma gostermektedir. (Sekil 4.28 ve Sekil 4.33).

C-N (histidin) Bag Gerilmesi: FT-IR spektrumunda saf GHK tripeptidi i¢in histidine ait CN
bag gerilme hareketi 1435 cm ™ de kayit edilmistir. Enkapsiilasyon sonrasinda yiikli
nanopartikiilde bu bant 1425 cm™ band altinda kaybolmustur.

ATR spektrumunda saf GHK tripeptidi igin histidine ait CN bag gerilmesi hareketi 1435 cm™
de kayit edilmistir. Enkapsiilasyon sonrasinda yiiklii nanopartikiilde bu bant 1423 cm™ bandi
altinda kaybolmustur. Band komponent analizi yardimiyla 1423 cm™deki pik agilarak
icerisindeki pikler belirlenmistir ve GHK tripeptidi i¢in histidine ait CN bag gerilmesi titresim
hareketi 1435 cm™’de diisiik siddette gozlenmistir (Sekil 4.29).

C-N (halka) Bag Gerilmesi ve NCH (halka) A¢i Biikiilmesi: FT-IR spektrumunda 1265 cm™
de GHK tripeptidinin yapisinda bulunan histidin halkasina ait titresim bandi gézlenmistir.

GHK ytiklii PLGA nanopartikiiliinde bu bant 1275 cm ™ band: altinda kaybolmustur.
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ATR spektrumunda 1266 cm™’de GHK tripeptidinin yapisinda bulunan histidin halkasina ait
titresim bandi1 goézlenmistir. GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliinde gozlenen 1270 cm™ bandi,
bant komponent analizi yardimiyla ac¢ilmis ve 1268 cm™’de histidin halkasima ait titresim
band1 belirlenmistir (Sekil 4.30). Enkapsiilasyon sonucunda agi biikiilme (N-C-H) titresim

dalgasayist 2 cm™’lik bir kayma (artma) gostermistir.

NCN (halka) ve CNC(halka) A¢i Biikiilmesi: FT-IR spektrumunda 948 cm™de GHK
tripeptidinin yapisinda bulunan histidin halkasina ait titresim bandi gézlenmistir. GHK yiikli
PLGA nanopartikiilinde bu bant 956 cm™ band: altinda kaybolmustur.

ATR spektrumunda 947 cm™de GHK tripeptidinin yapisinda bulunan histidin halkasina ait
titresim bandi gdzlenmistir. GHK yiiklii PLGA nanopartikiilinde bu bant 956 cm™ band
altinda kaybolmustur. GHK yiiklii PLGA nanopartikiilinde gdzlenen 956 cm™ bandi, bant
komponent analizi yardimiyla agilmis ve 947 cm™de histidin halkasina ait titresim band:

belirlenmistir (Sekil 4.31).

CCO (karboksil) grubu A¢i Biikiilmesi: ATR spektrumunda 499 cm™de GHK tripeptidinin
yapisinda bulunan karboksil grubuna ait titresim bandi gozlenmistir. GHK yiikli PLGA
nanopartikiilinde bu bant 503 cm™ olarak gozlenmistir. Enkapsiilasyon sonucunda ag1

biikiilme (C-C-O) titresim dalgasayisi 4 cm™’lik bir artma gostermistir.

ATR spektrumunda 651 cm™de GHK tripeptidinin yapisinda bulunan karboksil grubuna ait
titresim hareketini karakterize eden band gozlenmistir. GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliinde
bu bant 660 cm™ olarak gozlenmistir. Enkapsiilasyon sonucunda 9 cm™lik bir kayma

gozlenmistir.

COOH Torsiyon: FT-IR spektrumunda 570 cm™de GHK tripeptidinin yapisinda bulunan
karboksil grubuna ait torsiyon hareketini karakterize eden band gozlenmistir. GHK yiiklii
PLGA nanopartikiiliinde bu bant 568 cm™ olarak gbzlenmistir. Enkapsiilasyon sonucunda 2

cm ik bir kayma gozlenmistir.

ATR spektrumunda 575 cm™ de GHK tripeptidinin yapisinda bulunan karboksil grubuna ait
torsiyon hareketini karakterize eden band gézlenmistir. GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliinde
bu bant 576 cm™ olarak gozlenmistir. Enkapsiilasyon sonucunda 1 em™lik bir kayma

gozlenmistir.
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Enkapsiilasyon i¢in se¢ilen optimum GHK miktar1 5Smg’dir. Az miktarlarda yiikleme yapildig
icin GHK tripeptidine ait pikler PLGA polimerine ait spektrumun altinda kalmis ve ¢ok fazla
gozlenememistir. 5 mg GHK yiikli PLGA nanopartikiiliine ait spektrumlarda, GHK’ya ait

karakteristik pikler “Bant Komponent Analizi” yontemi ile incelenebilmistir.
Bant Komponent Analizi

GHK yiiklii PLGA nanopartikiiliine ait spektrumlar analiz edildiginde, sadece GHK’ya ait
olan ve PLGA polimeri altinda kalan bantlar “Bant Komponent Analiz” yontemi yardimi ile
aciga cikarilmigtir. Bu analiz yontemi GRAMS/AI Suit Spektrum programi kullanilarak
uygulanmistir [164]. Bant Komponent Analizi ATR spektrumlari igin ger¢eklestirilmistir.

Bu tez calismasinda Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de FT-IR ve ATR spektrumlarinda 1435 cm’' de
gozlenen ve EK.3’de ve Tablo 4.19’da verilen histidine ait C-N bag gerilmesi olarak atanan
band, GHK yiiklii PLGA nanopartikiil spektrumlarinda, enkapsiilasyon sebebiyle Sekil 4.27
ve Sekil 4.28°da verilen FT-IR ve ATR spektrumlarinda gézlenememektedir. Bunun i¢in bant
komponent analizi yontemiyle, enkapsiile olmus nanopartiikiile ait olan 1423 cm™ deki band
1436 — 1412 cm™ arahiginda ATR spektrumunda agilarak, sadece GHK tripeptidine ait olan
1435 cm™*deki CN titresim bandi tespit edilmistir (Sekil 4.29).

Bu tez calismasinda Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’da FT-IR spektrumunda 1306 cm™ ve ATR
spektrumunda 1305 cm™ de gozlenen ve EK.3’de verilen lizine ait CCH ag1 biikiilmesi olarak
atanan band, GHK yiiklii PLGA nanopartikiil spektrumlarinda, enkapsiilasyon sebebiyle Sekil
4.27 ve Sekil 4.28°de verilen FT-IR ve ATR spektrumlarinda gézlenememektedir. Bunun i¢in
bant komponent analizi yontemiyle, enkapsiile olmus nanopartiikiile ait olan 1270 cm™ deki
band 1322 — 1259 cm™ arahginda ATR spektrumunda agilarak, sadece GHK tripeptidine ait
olan 1305 cm™*deki CCH titresim bandi tespit edilmistir (Sekil 4.30).

Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’da saf GHK i¢in elde edilen FT-IR ve ATR spektrumunda 1266 cm’
“de bir pik gozlenmistir. EK.3’de verilen histidin halkasma ait CN bag gerilmesi olarak
atanan bu band, GHK yiiklii PLGA nanopartikiil spektrumlarinda, enkapsiilasyon sebebiyle
Sekil 4.27 ve sekil 4.28’da verilen FT-IR ve ATR spektrumlarinda gozlenememektedir.
Bunun i¢in bant komponent analizi yontemiyle, enkapsiile olmus nanopartiikiile ait olan 1270

cm™deki band 1322 — 1259 cm™ araliinda ATR spektrumunda agilarak, bu band 1268 cm”
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Lde ve enkapsiilasyon sebebiyle 2 cm™ lik bir kayma ile CN titresim band tespit edilmistir

(Sekil 4.30).

Bu tez calismasinda Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’da FT-IR spektrumunda 948 cm? ve ATR
spektrumunda 947 cm™ de gozlenen ve EK.3’de verilen histidin halkasina ait NCN ac1
blikiilmesi olarak atanan band, GHK yiikli PLGA nanopartikiil spektrumlarinda,
enkapsiilasyon sebebiyle Sekil 4.27 ve Sekil 4.28°da verilen FT-IR ve ATR spektrumlarinda
gozlenememektedir. Bunun i¢in bant komponent analizi yontemiyle, enkapsiile olmus
nanopartiikiile ait olan 956 cm™’deki band 967 — 925 cm™ araliginda ATR spektrumunda
agilarak, sadece GHK tripeptidine ait olan 947 cm™deki NCN ag1 biikiilmesi band: tespit
edilmistir (Sekil 4.31).

Bant Komponent Analizi kullanilarak, amid I, amid II ve amid III bantlari, saf GHK ve GHK
yiiklic PLGA nanopartikiilleri i¢in ayr1 ayri incelenerek, karsilastirmali olarak Sekil 4.32,
Sekil 4.33 ve Sekil 4.34 ile verilmistir.

Karsilagtirmali olarak yapilan spektrum caligmalarinda, enkapsiilasyon sonucunda belli
bolgelerde kaymalar gozlenmistir. Yiikli nanopartikiil spektrumunda gozlenemeyip, etkin
maddeye ait spesifik pikler ise bant komponent analizi ile belirlenmistir. Boylelikle, etkin
madde yiliklemesinin bagsarili oldugu; zeta potansiyel Olglimii ve enkapsiilasyon

hesaplamalarinin yani sira, titresim analizleri ile de ispatlanmustir.

Sonug olarak, anti-oksidant, anti-tiimér, yara iyilestirici ve cilt koruyucu 6zelliklere sahip,
sinir sistemi tizerinde olumlu etkileri gézlenen Gly-His-Lys tripeptidinin modellenerek, nano-
ilag formiilasyonunun gelistirilmesi amaglanan bu tez calismasinda, sentezlenen GHK
tripeptidi yiiklii polimerik nanopartikiillerinin ayritili karakterizasyonu spektroskopik ve
cesitli goriintiileme yontemleriyle yapilmig, in vitro hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitesi
degerlendirilmis ve in vivo olarak kullanima uygun olan dozlari belirlenmistir. Sentez,
karakterizasyon, in vitro ve in silico ¢alismalarin bir arada bulundugu bu tez caligmasi ile
GHK tripeptidinin viicut icerisine girdikten sonra hedef protein ile etkilesimleri de ilk defa
molekiiler doking (kenetlenme) yontemi ile incelenerek ortaya c¢ikartilmis ve giiniimiizde

gelisen bilgisayar destekli akilci ilag tasariminin bir 6rnegi olarak literatiire katk1 saglanmustir.
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EKLER

EK 1: NBO hesabi, fock matrisinin ikinci derece pertiirbasyon teorisi analizi.

EQ2)° EG) - E() F(i. j)°

Verici (i) Alicr () (kcal/mol ) (a.u.) (a.u.)
o(H; - Np) 6*(Cy - Ho) 2.48 0.99 0.044
o(N; - H) 6*(Cy - Hs) 2.35 0.99 0.043
o(N - Hy) 6*(Cy4 - Hg) 0.59 1 0.022
o(N; - Cy) 6*(C7 - No) 1.77 1.22 0.042
6(Cy - Hs) 6*(N, - H) 3 0.94 0.048
6(Cy - Hg) 6*(C7 - Og) 1.28 1.09 0.033
6(Cy - Hs) 1*(Cy - Og) 5.07 0.54 0.05

6(Cy - He) o*(Hy - Ny) 2.84 0.96 0.047
o(Cy - He) 6*(C; - Og) 3.12 1.1 0.052
o(Cy - He) 7*(Cy - Og) 2.81 0.54 0.038
o(Cs - Cy) 6*(C; - Og) 0.7 1.21 0.026
o(Cs - C)) 6*(Ng - C11) 43 0.98 0.058
o(C5 - Og) 6*(Cy - Cy) 0.91 1.4 0.033
o(C5 - Og) 6*(C7 - No) 1.1 1.52 0.037
o(C5 - Og) 6*(Ng - Hig) 1.42 1.44 0.041
7(Cy - Og) 6*(Cy - Hs) 1.2 0.77 0.027
7(Cy - Og) 6*(Cy - He) 0.76 0.77 0.022
7(Cy - Og) 7*(Cy - Og) 1.09 0.41 0.02

o(C7 - Ng) 6*(N, - Cy) 0.78 1.2 0.027
6(C7 - Ng) 6*(C7 - Og) 0.93 1.42 0.033
o(C7 - No) 6*(Ng - Hy) 0.65 1.25 0.026
6(C7 - Ng) 6*(Ng - C11) 1.33 1.19 0.036
o(C7 - No) 6*(C1 - Cpa) 0.52 1.19 0.022
6(Ng - Hio) 6*(C - Og) 4.26 1.24 0.065
6(Ng - Hio) 1*(C5 - Og) 0.74 0.68 0.022
6(Ng - Hio) 6*(Cyy - Ca) 0.81 1 0.025
6(Ng - Hio) 6*(C1 - Cpa) 0.73 1 0.024
6(Ng - C11) 6*(C4 - C7) 2.16 1.12 0.045
6(Ng - C11) 6*(C7 - No) 1.24 1.24 0.035
6(Ng - C11) 6*(Ci3 - Cig) 0.89 1.18 0.029

6(Ng - C11) 6*(Cps - Nog) 2.1 1.24 0.046
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(C11 - Hip) 6*(Ng - Hio) 143 0.92 0.032
o(Cx1 - Hi) 6*(C1s - His) 1.76 0.91 0.036
o(Cx1 - Hi) 6%(Cas - Ozs) 2.18 1.08 0.043
o(Cx1 - Hi) 7*(Caq - Ogs) 3.36 053 0.04

o(C11 - Ca) 6*(Ns - Hyo) 114 1.01 0.03

o(C11 - C3) 6*(C13 - Cig) 0.92 1.03 0.028
o(C11 - Ca) 6*(C1s - C22) 164 1.19 0.04

o(C11 - C13) 7*(Cus - C2) 1.94 0.62 0.033
o(C11 - C13) 6*(Cas - Ogs) 1.22 1.17 0.034
o(C11 - C3) 7*(Cpq - Ogs) 2.68 0.62 0.039
o(C11 - Cza) 6*(C7 - No) 2.88 1.12 0.051
o(C11 - C24) o*(C11 - C13) 0.52 0.97 0.02

o(C11 - C24) o*(C13 - H14) 0.83 1.04 0.026
o(C11 - C24) 6*(C24 - 025) 0.81 1.2 0.028
o(C11 - C24) 6*(N26 - C28) 421 0.98 0.057
o(C13 - H14) o*(N9 - C11) 1.33 0.85 0.03

o(C13 - H14) o*(C11 - C24) 2.01 0.85 0.037
o(C13 - H14) 6*(C16 - N17) 6.59 0.97 0.071
o(C13 - H15) o*(C11 - H12) 19 0.89 0.037
(C13 - H15) o*(C11 - C24) 0.52 0.85 0.019
o(C13 - H15) o*(C16 - C22) 1.86 1.09 0.04

o(C13 - H15) 7*(C16 - C22) 3.89 0.52 0.043
o(C13 - C16) o*(NO - C11) 1.38 1 0.033
o(C13 - C16) o*(Cl1 - C13) 0.65 0.99 0.023
o(C13 - C16) o*(C13 - H14) 0.54 1.06 0.021
o(C13 - C16) o*(C13 - H15) 0.59 1.05 0.022
o(C13 - C16) o*(C16 - N17) 1.28 1.12 0.034
o(C13 - C16) o*(C16 - C22) 2.61 1.24 0.051
o(C13 - C16) o*(N17 - C18) 2.08 1.2 0.045
o(C13 - C16) o*(N20 - C22) 0.9 1.07 0.028
o(C16 - N17) o*(C13 - H14) 0.58 1.19 0.024
o(C16 - N17) o*(C13 - C16) 1.05 121 0.032
o(C16 - N17) o*(C16 - C22) 134 1.37 0.038
o(C16 - N17) o*(N17 - C18) 0.91 1.33 0.031
5(C16 - N17) o*(C18 - H19) 467 1.17 0.066
5(C16 - N17) o*(C18 - N20) 121 1.22 0.034
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5(C16 - N17) 6*(N20 - C22) 0.96 1.2 0.03

5(C16 - N17) 6*(C22 - H23) 2.96 1.19 0.053
o(C16 - C22) o*(C13 - C16) 2.81 1.16 0.051
o(C16 - C22) o*(C16 - N17) 0.85 1.19 0.028
5(C16 - C22) 6*(N20 - H21) 4 111 0.059
o(C16 - C22) 6*(N20 - C22) 0.73 115 0.026
o(C16 - C22) 6*(C22 - H23) 2.08 114 0.044
n(C16 - C22) o*(C11 - C13) 2.95 0.62 0.04

n(C16 - C22) o*(C13 - H15) 2.78 0.68 0.04

m(C16 - C22) n*(N17 - C18) 15.34 0.26 0.06

o(N17 - C18) o*(C13 - C16) 44 1.28 0.067
o(N17 - C18) o*(C16 - N17) 0.92 1.32 0.031
o(N17 - C18) o*(C18 - H19) 0.92 1.24 0.03

o(N17 - C18) o*(C18 - N20) 057 1.29 0.024
o(N17 - C18) 6*(N20 - H21) 2.38 1.23 0.048
n(N17 - C18) a*(C16 - C22) 21.13 0.35 0.08

o(C18 - H19) 6*(C16 - N17) 2.93 1.05 0.05

o(C18 - H19) 6*(N17 - C18) 0.8 1.13 0.027
o(C18 - H19) 6*(N20 - C22) 2.67 1 0.046
(C18 - N20) o*(C13 - C16) 0.74 1.28 0.027
o(C18 - N20) o*(N17 - C18) 0.56 14 0.025
o(C18 - N20) 6*(N20 - H21) 0.69 1.23 0.026
o(C18 - N20) 6*(N20 - C22) 132 127 0.037
o(C18 - N20) 6*(C22 - H23) 2.44 1.26 0.049
6(N20 - H21) 6*(C16 - C22) 0.96 131 0.032
6(N20 - H21) o*(N17 - C18) 147 127 0.039
o(N20 - C22) o*(C13 - C16) 459 1.25 0.068
o(N20 - C22) o*(C16 - N17) 0.6 1.29 0.025
5(N20 - C22) o*(C16 - C22) 112 1.41 0.035
o(N20 - C22) o*(N17 - C18) 0.64 1.37 0.026
6(N20 - C22) o*(C18 - H19) 2.65 121 0.05

5(N20 - C22) o*(C18 - N20) 1.44 1.26 0.038
5(N20 - C22) 6*(N20 - H21) 0.6 1.2 0.024
(C22 - H23) o*(C16 - N17) 252 1.03 0.046
(C22 - H23) o*(C16 - C22) 2.27 1.15 0.046
(C22 - H23) o*(C18 - N20) 2.44 1.01 0.044
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5(C24 - 025) o*(C11 - C24) 0.92 14 0.033
5(C24 - 025) 5*(C24 - N26) 1.15 154 0.038
5(C24 - 025) 6*(N26 - H27) 1.68 147 0.045
n(C24 - 025) o*(Cl1 - H12) 115 0.78 0.027
n(C24 - 025) o*(Cl1 - C13) 124 0.73 0.027
n(C24 - 025) n*(C24 - 025) 1.08 0.4 0.02

5(C24 - N26) o*(N9 - C11) 0.62 1.19 0.024
5(C24 - N26) 5*(C24 - 025) 117 141 0.036
5(C24 - N26) 6*(N26 - H27) 0.98 1.26 0.032
(C24 - N26) o*(N26 - C28) 1.28 1.19 0.035
(C24 - N26) 5*(C28 - C30) 0.97 1.2 0.03

5(N26 - H27) 6*(C24 - 025) 5.02 1.22 0.07

5(N26 - H27) 7*(C24 - 025) 0.61 0.67 0.02

5(N26 - H27) o*(C24 - N26) 0.78 114 0.027
5(N26 - H27) o*(C28 - H29) 121 1.05 0.032
5(N26 - C28) o*(C11 - C24) 253 111 0.048
5(N26 - C28) 6*(C24 - N26) 1.42 1.25 0.038
5(N26 - C28) o*(N26 - H27) 0.54 1.18 0.023
5(N26 - C28) 6*(C30 - H32) 0.68 1.17 0.025
5(N26 - C28) o*(C45 - 046) 1.65 1.36 0.042
(C28 - H29) 6*(N26 - H27) 3.76 0.93 0.053
o(C28 - H29) o*(C30 - H31) 2.46 0.9 0.042
o(C28 - H29) 7*(C45 - 046) 356 052 0.04

o(C28 - H29) o*(C45 - 047) 2.32 0.85 0.04

o(C28 - C30) o*(C24 - N26) 255 111 0.048
(C28 - C30) o*(C28 - H29) 0.7 1.01 0.024
o(C28 - C30) 5*(C30 - C33) 0.56 1 0.021
o(C28 - C30) 6*(C33 - H34) 1.03 1.02 0.029
o(C28 - C30) 7*(C45 - 046) 2.93 0.62 0.04

o(C28 - C30) o*(C45 - 047) 0.94 0.95 0.027
o(C28 - C45) o*(N26 - H27) 0.6 1.07 0.023
(C28 - C45) o*(C28 - C30) 057 1 0.021
(C28 - C45) 5*(C30 - C33) 2.09 1.03 0.042
(C28 - C45) o*(C45 - 046) 0.97 1.26 0.031
(C28 - C45) 6*(047 - H48) 22 1.02 0.043
(C30 - H31) o*(N26 - C28) 0.71 0.85 0.022



EK 1 (devam): NBO hesabi, fock matrisinin ikinci derece pertiirbasyon teorisi analizi.
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(C30 - H31) 6*(C28 - H29) 2.46 0.9 0.042
5(C30 - H31) 6*(C33 - H35) 259 0.9 0.043
5(C30 - H32) 6*(N26 - C28) 377 0.85 0.051
5(C30 - H32) o*(C33 - H34) 0.52 0.9 0.019
5(C30 - H32) 5*(C33 - C36) 3.24 0.89 0.048
o(C30 - C33) o*(C28 - C30) 0.76 0.96 0.024
5(C30 - C33) o*(C28 - C45) 1.32 0.95 0.032
5(C30 - C33) 6*(C33 - C36) 0.79 1 0.025
5(C30 - C33) 5*(C36 - C39) 156 1 0.035
o(C33 - H34) o*(C28 - C30) 3.62 0.84 0.049
o(C33 - H34) 6*(C30 - H32) 0.54 0.9 0.02

o(C33 - H34) 6*(C36 - H37) 3 0.89 0.046
(C33 - H35) 6*(C30 - H31) 2.9 0.88 0.046
o(C33 - H35) 5*(C36 - H38) 2.78 0.9 0.045
o(C33 - C36) 6*(C30 - H32) 1.04 1.01 0.029
o(C33 - C36) 5*(C30 - C33) 0.62 0.99 0.022
o(C33 - C36) 5*(C36 - C39) 0.59 1 0.022
o(C33 - C36) 6*(C39 - N42) 2.03 0.95 0.039
5(C36 - H37) 6*(C33 - H34) 2.66 0.89 0.043
5(C36 - H37) 6*(C39 - H40) 2.67 0.88 0.043
(C36 - H38) 6*(C33 - H35) 2.98 0.88 0.046
(C36 - H38) 6*(C39 - H41) 2.68 0.87 0.043
5(C36 - C39) 6*(C30 - C33) 2.15 0.99 0.041
5(C36 - C39) 5*(C33 - C36) 0.73 1 0.024
5(C36 - C39) o*(N42 - H43) 175 1.04 0.038
(C39 - H40) 6*(C36 - H37) 28 0.9 0.045
5(C39 - H40) o*(N42 - Ha4) 32 0.93 0.049
(C39 - H41) 5*(C36 - H38) 2.75 0.9 0.045
5(C39 - N42) 6*(C33 - C36) 1.68 111 0.039
o(N42 - H43) 5*(C36 - C39) 2.28 1.01 0.043
o(N42 - HA4) 6*(C39 - H40) 2.12 1.01 0.041
o(C45 - 046) 6*(N26 - C28) 0.6 1.45 0.026
o(C45 - 046) o*(C28 - C45) 133 1.45 0.04

(C45 - 046) o*(C28 - H29) 053 08 0.018
(C45 - 046) 5*(C28 - C30) 0.85 0.76 0.023
n(C45 - 046) 7*(C45 - 046) 0.86 0.41 0.018



EK 1 (devam): NBO hesabi, fock matrisinin ikinci derece pertiirbasyon teorisi analizi.
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(047 - H48) 5*(C28 - C45) 3.91 111 0.06
(047 - H48) o*(C45 - 046) 0.95 1.37 0.032
n1(N2) o*(C4 - Hb) 2.26 07 0.036
n1(N2) o*(C4 - H6) 0.68 07 0.02
n1(N2) o*(C4 - C7) 7.95 0.68 0.066
n1(08) o*(C4 - C7) 1.69 1.05 0.038
n1(08) o*(C7 - N9) 152 1.17 0.038
n2(08) o*(C4 - C7) 19.71 0.62 0.1
n2(08) o*(C7 - N9) 23.07 0.74 0.118
n1(N9) o*(C7 - 08) 1.06 0.84 0.029
n1(N9) a*(C7 - O8) 59.83 0.29 0.118
n1(N9) o*(Cl1 - H12) 543 0.65 0.057
n1(N9) o*(Cl1 - C13) 5.76 0.6 0.057
n1(N17) o*(C13 - C16) 0.99 0.82 0.026
n1(N17) 6*(C16 - C22) 52 0.97 0.065
n1(N17) o*(C18 - H19) 2.1 0.77 0.037
n1(N17) o*(C18 - N20) 6.86 0.83 0.069
n1(N17) o*(N26 - H27) 16.09 0.81 0.103
n1(N20) n*(C16 - C22) 28.55 0.31 0.087
n1(N20) n*(N17 - C18) 50.67 0.27 0.106
n1(025) o*(NO - H10) 0.73 111 0.025
n1(025) o*(C11 - C24) 1.94 1.05 0.041
n1(025) 6*(C24 - N26) 1.08 1.19 0.032
n2(025) o*(N9 - H10) 2.41 0.68 0.037
n2(025) o*(C11 - C24) 19.41 0.62 0.099
n2(025) o*(C24 - N26) 22.06 0.76 0.117
n1(N26) o*(C24 - 025) 0.69 0.83 0.023
n1(N26) n*(C24 - 025) 66.43 0.28 0.121
n1(N26) o*(C28 - H29) 2.17 0.66 0.037
n1(N26) o*(C28 - C30) 113 0.61 0.025
n1(N26) o*(C28 - C45) 9.81 06 0.073
n1(N42) 5*(C36 - C39) 1 0.71 0.024
n1(N42) 5*(C39 - H40) 1.35 0.71 0.028
n1(N42) 6*(C39 - H41) 7.31 0.7 0.064
n1(046) 5*(C28 - C45) 22 1.06 0.044
n1(046) o*(C45 - O47) 141 1.05 0.035



EK 1 (devam): NBO hesabi, fock matrisinin ikinci derece pertiirbasyon teorisi analizi.
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n2(046) 6*(N26 - C28) 0.64 0.63 0.019
n2(046) o*(C28 - C45) 18.14 0.62 0.097
n2(046) o*(C45 - O47) 33.25 0.61 0.129
n1(047) o*(C45 - 046) 6.8 1.25 0.082
n2(047) n*(C45 - 046) 4431 0.35 0.112
7*(C7 - 08) o*(C4 - Hb) 151 0.35 0.053
7*(C7 - 08) o*(C4 - H6) 0.81 0.36 0.039
7*(C7 - 08) o*(C7 - 08) 2.92 0.55 0.091
*(C16 - C22) o*(C11 - C13) 124 0.32 0.044
*(C16 - C22) o*(C13 - H15) 111 0.38 0.046
a*(N17 - C18) n*(C16 - C22) 42.35 0.04 0.06

T*(C24 - 025) o*(C11 - H12) 121 0.37 0.047
n*(C24 - 025) o*(Cl1 - C13) 153 0.33 0.049
n*(C24 - 025) 5*(C24 - 025) 1.98 0.55 0.073
n*(C45 - 046) o*(C28 - H29) 0.78 0.39 0.046
n*(C45 - 046) 5*(C28 - C30) 0.93 0.35 0.048
6*(C45 - O47) o*(N26 - C28) 13.88 0.02 0.051
o*(C45 - 047) o*(C28 - H29) 0.61 0.06 0.022
o*(C45 - O47) 5*(C28 - C30) 135 0.02 0.019
o*(C45 - O47) o*(O47 - H48) 1.09 0.04 0.025

®E(2) hiper konjugatif etkilesme enerjisi (stablizasyon enerjisi). o : sigma bag orbitalleri
®Verici (i) ve alic1 (j) NBO orbitalleri arasindaki enerji farki. 7 : pi bag orbitali
°F(i. j) : i ve j NBO orbitalleri arasindaki fock matris elemana. n : bag yapmamis elektronlar (core orbital)

* : antibag orbitali
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EK 2: NBO’larin etkilesmelerinin doluluk miktari ile onlara ait enerjileri.

Parametreler Doluluk (e) Enerji (a.u.)
o(H; - Ny) 1.98877 -0.60318
o(N; - Hy) 1.9891 -0.60595
o(N; - Cy) 1.99275 -0.72889
o(Cq4 - Hs) 1.96578 -0.50242
o(Cq - He) 1.9762 -0.51109
o(Cy-Cy) 1.98074 -0.6245
o(Cy - Og) 1.99327 -1.0304
1(Cy - Og) 1.98907 -0.38078
o(C7 - No) 1.98998 -0.83655
6(Ng - Hyo) 1.98144 -0.6513
o(Ng - Cyy) 1.98441 -0.74948
6(Cyy - Hip) 1.96526 -0.51135
6(Cyy - Cya) 1.96384 -0.60326
6(Cyy - Cyy) 1.97184 -0.62935
6(Cy3 - Hig) 1.97292 -0.49933
6(Cy3 - His) 1.97182 -0.50127
6(Cy3 - Cyp) 1.97902 -0.64989
6(Cys - Ni7) 1.97677 -0.78287
o(Cy6 - Cy) 1.97969 -0.72798
1(Cy6 - Cyo) 1.83459 -0.27933
6(Ny7 - Cig) 1.98507 -0.85196
m(Ny7 - Cug) 1.87811 -0.32763
6(Cyg - Hig) 1.98554 -0.57923
6(Cig - Ny) 1.99058 -0.84737
6(Nyp - Hay) 1.9906 -0.72285
6(Ny - Cp) 1.98539 -0.81996
6(Cp - Hy) 1.98368 -0.56779
0(Ca4 - O2s) 1.99223 -1.04429
1(Ca4 - Ozs) 1.98878 -0.38453
6(Cas - Nog) 1.98789 -0.83847
o(Nos - Hz7) 1.98011 -0.65346
6(Nos - Cyg) 1.98529 -0.75448
6(Capg - Hyo) 1.95961 -0.51091
6(Capg - Cap) 1.96656 -0.61582

6(Cag - Cus) 1.97091 -0.64749
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EK 2 (devam): NBO’larin etkilesmelerinin doluluk miktari ile onlara ait enerjileri.

o(Csp - Hsy) 1.97802 -0.50109
o(Csp - Hzp) 1.97535 -0.49558
6(Cso - Cs3) 1.98152 -0.60684
o(Cas - Har) 1.97676 -0.48761
o(Cs3 - Has) 1.9788 -0.49044
0(Cs3 - Cgp) 1.98312 -0.60131
o(Csg - Hzy) 1.97759 -0.48694
o(Cas - H) 1.97824 -0.48296
(Cao - Cao) 1.98332 20.60156
o(Cas - Hag) 1.97972 20.49367
o(Cao - Har) 1.98728 20.495
6(Cag - Nyp) 1.99337 -0.71551
o(Nygs - Hys) 1.9901 -0.61311
o(Nyg - Hys) 1.99041 -0.61269
6(Cys - Ogg) 1.99601 -1.10115
T(Cys - Oge) 1.99476 -0.40028
6(Cys - O47) 1.99524 -0.95018
6(O47 - Hyg) 1.98601 -0.76235
n(N,) 1.95092 20.3085
ny(Og) 1.97918 -0.68405
Ny(Og) 1.87327 -0.25092
n2(No) 1.69789 -0.25852
n(Np) 1.8959 038777
n(Nao) 157783 20.29171
N1(Ozs) 1.97742 20.69564
N2(O2s) 1.8677 20.26427
N1 (Nao) 1.67946 0.2573
n(Nz) 1.96035 0.31195
N1(Ous) 1.97861 20.7096
N2(Ose) 1.84465 20.27761
n1(O7) 1.97693 -0.64035
ny(Om) 1.8187 -0.34895
o*(Hy - Np) 0.0092 0.44416
o*(N; - Ha) 0.00769 0.43547
o*(Ny - Cy) 0.00455 0.36707

6*(Cy - Hs) 0.01977 0.38796
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EK 2 (devam): NBO’larin etkilesmelerinin doluluk miktari ile onlara ait enerjileri.

o*(C4 - Ho) 0.015 0.38905
o*(C4 - Cy) 0.08286 0.367
o*(C7 - Og) 0.0231 0.58513
*(C; - Og) 0.28956 0.03324
o*(C7 - No) 0.06824 0.48699
o*(Ng - Hio) 0.02845 0.41099
o*(Ng - C11) 0.02413 0.35482
o*(Cyy - Hp) 0.02618 0.39184
o*(Cy1 - Cr3) 0.03111 0.34378
o*(Cy1 - Cp) 0.07034 0.35136
o*(Cr3 - Hg) 0.00804 0.41057
6*(Cr3 - His) 0.01663 0.3993
5*(Cp3 - Cro) 0.02129 0.43139
o*(Cr6 - Ni7) 0.02506 0.46671
o*(Crs - C0) 0.02466 0.58518
(Crs - C0) 0.29563 0.0188
6*(Ny7 - Cug) 0.00987 0.54913
(N7 - Cug) 0.39862 -0.01819
6*(Crg - Hio) 0.01964 0.38565
5*(Crs - Ni) 0.02914 0.44164
o*(Nyg - Hay) 0.01576 0.37932
o*(Ny - C2) 0.01294 0.42198
o*(Cp - Hag) 0.012 0.41134
6*(Cpa - Ogs) 0.01987 0.57095
*(Cpa - Ogs) 0.30347 0.01837
6*(Cpa - Nig) 0.06167 0.49092
o*(Nys - Ha7) 0.05633 0.42335
o*(Nys - Cag) 0.031 0.35248
5*(Cps - Hao) 0.02227 0.39804
5*(Cps - Ca0) 0.01943 0.35732
o*(Cps - Cag) 0.08054 0.34665
6*(Cao - Ha1) 0.01656 0.39155
6*(Cyo - Ha) 0.01001 0.41154
6*(Cao - Cag) 0.01237 0.38676
6*(Ca3 - Haa) 0.01374 0.40019

6*(Css - Hss) 0.01654 0.39948
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EK 2 (devam): NBO’larin etkilesmelerinin doluluk miktari ile onlara ait enerjileri.

6*(Ca3 - Ca0) 0.01323 0.39631
o*(Cas - Ha) 0.01741 0.40736
6*(Ca - Hag) 0.01718 0.4078

5*(Ca - Ca0) 0.01566 0.39628
6*(Ca - Hag) 0.01919 0.39504
6*(Cao - Hay) 0.03267 0.38604
5*(Cao - Nip) 0.00788 0.35234
o*(Nyz - Ha) 0.00538 0.43728
o*(Nyz - Hag) 0.0087 0.4325

6*(Cas - Oug) 0.02015 0.60956
7*(Cas - Ogo) 0.20378 0.00531
5*(Cas - O7) 0.10016 0.33724

6*(Oy47 - Has) 0.0109 0.37685




EK 3: GHK tripeptidinin deneysel IR, Raman, ATR, 6-311++G(d,p) baz setinde hesaplanan dalgasayilari ve titresim modlarinin potansiyel enerji

dagilimlari.
Bu Caliyma Referanslar Bu Cahisma
Boc-
GHK GHK
GHK [165] [166] Gly [167] His [168] Lys 6-311++G(d,p) GAR2PED
Assign. IR Raman ATR IR R ATR IR R IR R [16:570] [159] Frek IR Raman PED%
Y K Y
Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp  Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vsca, lint Ract.
1 'VOH(karboksil) 3596 3486 3598 77 140 VOH(karboksiI)(lOO)
2 VNH(halka) 3501 84 188 VNH(haIka)(gg)
3 VNH(Iys) 3571 3423 1 88 VNH(Iys_)isy‘(loo)
4 VNH(gly) 3419 3414 3415 6 35 VNH(g|nyy_(100)
5 | Vargpeoin 3363 | 3373 3391 130 83 Varpein(99)
6 VNH(lys) 3321 3312 3348 1 143 VNH(|y5_)_5ym(99)
7 | Varay 3288 3286 - 3281 3348 1 102 Vanysm(100)
8 | Vg 3154 - 3198 3175 600 149 Vanpen(99)
9 VCH(halka) 3230 3126 - 3165 3136 0 82 VCH(haIka)(gS)
10 | Veralke) 3074 3111 - 3127 3130 3114 6 73 Verhatka)(98)
11 | vers 2998 - 3003 S oot 2984 5 51 vounigm(99)
12 | verug 2953 2956 - 2952 2975 | 2955 23 90 Voramesy(O1) Vorus(®)
13 VCH(ys) 2942 28 13 VCH(IysM(go)
14 | verag) 2936 | 2940 39 23 Voutygaym(92)
15 | very) 2936 - o e 2938 16 51 vogyuem(99)
16 | vorm 2927 2915 - 2926 2930 2017 19 36 Vormugem(81) orms(19)
17 VCH(|@ 2905 2871[1691 2908 17 16 VCH(Iys_)ﬁy(73)+VCH(Iys_)§ym(22)
18 VCHi(his) 2904 21 95 VCH(M(G 1 )+VCH(IﬁLay(22)+VCH(IM(5)
19 VCH(@ 2903 26 172 VCH(Mm(82)+VCH(|y5)§y(8)
20 VCH(lys) 2898 27 107 VCH(IM(SG)"'VCH(I\E)gy(s)
21 VCH(eg) 2893 23 128 VCH(eg)(gg)
22 VCH(Iy_s) 2891 4 82 VCH(Iys_)_sym(75)+VCH(Iw(20)
23 VCH(Iys) 2857 2858 - 2857 2868 2878 25 171 VCH(Iys_)_sym(QS)
24 | Vergys 2813 - 27890 2817 68 111 vouue(97)
169
25 | vewo 1733 1741 1758 1740 1703 1667 171?8‘;; ' 1734 | 1729 357 10 veopeorn(80)+Sccopmmen(6)
26 VC=O(gI;Qamid-l 1652 1658 1657 1653 92 20 VC:O(EeEtit)amid-l(72)
27 | SunHly)scis 1646 1651 1610 1650 25 3 ShNH(gly)scis(94)
28 | Veopsamier 1636 1647 1641 1645 | 1648 1648 1639 397 2 Vo-opepuamie(73) dconpepn(6)
1619169
29 | SHNHays)scis 1616 1618 1617 1554 1631 34 3 Srnr(ysyscis(95)
1525016
30 | dcnMeewmmic- 157 1586 1584 | 1551 L5 1507 207 3 Scnmpeptumicn(6] -
. 1584 1586 cNH(peptitamid-1(6 1)+Veneptit (19)

89T



EK 3 (devam): GHK tripeptidinin deneysel IR, Raman, ATR, 6-311++G(d,p) baz setinde hesaplanan dalgasayilari ve titresim modlarinin potansiyel enerji

69T

dagilimlari.
Bu Calisma Referanslar Bu Calisma
Boc-
GHK Gly His
GHK [165] GHK [166] [167] [168] Lys 6-311++G(d,p) GAR2PED
IR R
Assign. IR Raman ATR| IR R ATR IR R IR R e, e | Frek IR Raman PED%
Y K Y
Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vsca. lint Ract.
31 | Veecpuk 1569 1573 1569 1564 1568; 1575 1573 1570 18 16  Yecra(30)tecns(13)Becunaka(9)*
1569 Onchatka)(D)
32 | ven(ralke) 1497 1496 1490 1490 1496 53 13 Vesnmaika)(39)+SncHnatka)(23)FVenatka)(6)
33 | SHcHays)scis 1494 8 6 ScHqys)scis(84)
34 | ScnH(peptitamio- 1 1489 1490 1488 - 1491 460 6 ScNH(peptityamic-11(44)+ Ven(peptinamian(29)+
Venghis)(8)
35 | SHcH(lys)scis 1472 1476 - 147501 1475 7 4 SHcH(lys)scis(96)
36 | Sncriyscs 1464 1468 14620 1465 19 6 Orciyse(4)
37 | SncHays)scis 14450661 1461 4 15 SHcHqys)scis(95)
38 SHCH(hE)icis 1457 1455 1451 1451 1450 9 7 ScH(hisyscis(90)
39 | Oucryees 1447 1446 1441 1410 1410 1444 11 8 Bucrgyeen(93)
40 VCN(halka) 1435 % 1423 1424 1436 30 17 VCN(haIka)(40)+6CNH(halka)(33)+6CNC(halka)(1O)
41 BCCH(Iys)wiqg 1404 1408 1404 1405 1403 13 1 6(;(;H(|y5)wa%(72)+vcc(|ys)(1 1)+6CNH(|y5)twi5t(8)
42 SCCH(Iys)wagg 1394 1382 5) 1 SCCH(Iys)wagg(74)+VCC(Iys)(7)
Snchglyywist(44)+Snchisyock(13)+
43 | § 1386 1384 1380 8 3
NCH(gly) dccrmiswaga(7)+Vecy)(5)
44 | SnchHly) 1369 11 6 SncH(gly)wist(25)+8ccrhisywagg(16)+OncH(nisyrock(14)
45 | dccH(ys) 1355061 1352 1364 4 1 5<;<;H(|y5)wm(54)+Vcc(|y5)(8)
26 | oy 1351 1352 - 1332 1856 7 3 Oncniy(d0)Hoomimmis(2])
47 | Sncray) 1334 1323 1342 9 19 Oncrghwaga(4 DHBccriiswaga(9)Hdccrinin(8)+
SCNH(eg)twist(e)
] Bcor(karvoksin(18)TVeoqys)(13)+Sccogkarboksitrock(10) +
48 | 3coH(karboksil) 1340 1343 1340 1331 1335 41 7 Sncriie(O)-Oncriaymen(8 e (T)
16)+vc= (14)+3cchpismis(14)
49 | Venoara* 1334 1 1 17 VeN(hatka)( C=N(halka) (his)
9 SccH(his) 33 335 ° +OncHnis(13)+Occrmisiwist(8)+Oncnhalka)(5)
SccHiyswagg(15)+8cchqysymist(18)+
50 i 1325 1325 13270161 1326 1322 31 4 yelvadd ¥
BecH(yswis Scorikarb)(7)+OncH(glywaga(6)+Ocnrayswist(6)
3 (11)+ (8)Fdcanyoms(6)+
51 BNCH(eg)wagg 1318 7 13 BZZH(NS mck(6)+5NCf|cl 5mck(6)+VCC(I:SC)(6)+VCN(DED||0(5)
52 | dcomup 1306 1310 1307 1305 1309 | 1810 6 15 Bocrymis(90)
Scchhiswagg(14)+HOncrnis)(14)+dccHiys) (11)+
53 i 1296 1 8
Becri Bccnqygmisi(17)+SccHyswagy(8)
SccHhiswagg(20)+IncH(nis) (16)+
54 . 1295 4 7
dccr(his) Scergysrock(10)+3ccHiysmist(13)
dccriysmist(22)+dccHiyswagg(11)+
55 | § 1280 1299t 1278 7 6 4 Y3IVag9
CCHlys) Senrayswaga(7)+HSccrays)(5)




EK 3 (devam): GHK tripeptidinin deneysel IR, Raman, ATR, 6-311++G(d,p) baz setinde hesaplanan dalgasayilar1 ve titresim modlarinin potansiyel enerji

dagilimlari.
Bu Calisma Referanslar Bu Cahsma
Boc-
GHK GHK Gly His Lys
GHK [165] [166] [167] [168] [169,170] 6-311++G(d,p) GAR2PED
Assign. IR Raman ATR IR R ATR IR R IR R IR R Frek IR Raman PED%
Y K Y
Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vsca, lint Ract.
18)+3ncH(hatka)(1 1)+ Veeis)(9)+
56 1265 1268 1264 1268 1267 1304 1301 1275 22 11 Voo B )
VEngEey = Veneptity(7)+Fccrhisywist(0)+Vengis)(5)
57 | Scchys) 1258 3 1 SccHiys)(26)+ccH(yswagg(23)
58 | VoN(pep)amid 1241 1246 1239 1241 1254 34 2 Venpeptitamidill (16)F8cchisrook(11)+
i Ven(halka)(8)
59 | Sconpan 1225 1224 1265 1262 1224 21 9 ccrtraka(26)ncraa(17) Venpaka(17)¥
Scchnis)(12)
SenmVen SenH(peptity(20)FVeneptin(12)+venis(7)+
60 c. +VCN(pep 1216 48 5 SncH(hatka)(7)FSccH(nalkay(6)FSccHniswagg(6) +
)Jamid 111
InHc(hisywagg(D)
61 | Sccruyy 1186052 1207 0 2 ccH(yswagg(45)+OccHiyswist(14)TOncHays)(7)+
SenHgyswist(6)
62 | Sccntim 1185 1188 1185 1187 176 10 6 occtim(2) Bcoupisroa(20 veneis(8)
IncHgiywist(6)
SncH(lywist(35)FVeo(ys)(8)+dcomkarboksin(7)+
63 | & 1162 1157 1156 1163 1157 67 6 g Vs
NCH(@) Scchnispwist(7)+HVenis)(6)+dccHisyock(5)
64 Vco(lys) 1150 1153 1156 107 2 VCO(Iys)(20)+660H(karboksi|)(7)+VCC(I@(7)
65 | Sccray 1142 - 1140 1142 11460 1145 45 1 Sccrimis(22)Hveons(12)+Sennymmis(9)+
Scorikarboksit(8)+Vecays) (7)
66 | vengys) 1132 12 5 vengys)(15)+ Sccrgysyrock(9)+Onchgly)wist(6)
67 VCN(@ 1123 - 1124 1123 1123 5 6 VCN(@(?’ 0)+8CNH(halka)( 1 4)+VCN(g|y)(1O)
68 VCNhis) 1104 1118 10 5 VCN(@(Zz)‘FSQNH(M( 1 6)+VCN(g|y)(16)
69 VeN(gly) 1034 1033 1106 5 5 Vel )(20)+VCN(Iy§)(1 6)+Vcc(|y§)(] 7)+SCNH(Iy§)t_wist(5)
70 VCN(his) 1090 1097 1093 1089 1086 1087 1085 1081 6 3 VCN(his)(22)+VCN(gly)( 1 4)+VQN(|y5)(7)+\/cc(hi5)(6)
71 Vcc(|@ 1080 1072 9 17 VCC(Iys)(73)
72 | veninis) 1070 31 2 Venhis)(50)+8ccHhalka)(26)
73 VCN(lys) 1048 1057 1050 1048 1060 8 5 VCN(|y5)(60)+Vcc(| _)(19)
74 Vcc(his) 1016 1018 1012 11 3 VCC(his)(3 8)+5CCN(his)(8)
75 | veenis 1005 1007 995 993 1000 0 13 Veer(22)Hdecrisrond16)+dcccris(21)+
I'ncenis)(6)
76 | vecaw 087 4 3 veeqys)(23)+8cchhisrock(6)+dccHayswist(6) +
SccHysrock(D)
24)+6 ist(12)+8cceqys (15)+
77 981 5 6 VCC(Iys)( CNH(lys)twist (lys)
vecty) Venys)(8)FSencmatka)(6)
78 | Ocncihalka) 985 990 986 984 975 975 973 11 4 Senchatka)(32)+HVenis)(18)+vecmis (13)
79 | veeays) 962 7 1 Veciys)(45)t venays)(20)
80 | Oncnhalka) 948 938 947 941 935 940 4 2 OneN(halka)(54) HBencmatka)(20) O ccrnaika)(8)
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EK 3 (devam): GHK tripeptidinin deneysel IR, Raman, ATR, 6-311++G(d,p) baz setinde hesaplanan dalgasayilar1 ve titresim modlarinin potansiyel enerji

dagilimlari.
Bu Calisma Referanslar Bu Cahsma
Boc- )
GHK Gly His Lys )
GHK c[slgg e e ot 6-311++G(d,p) GAR2PED
Assign. IR Raman ATR IR R ATR IR R IR R IR R Frek IR Raman PED%
Y K Y
Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vsca. lint Ract.
81 Vee(gly) 929 932 928 936 32 7 Vcc(g|y)(17)+rHNCH(g| )(16)+6CCH(hi_slrock(13)
82 SNcH(ly) - 910 910 900 11 1 Incraiyprock(7 DHT encogeptin(17)+T rncray (5)
veeqys(15)+veoays)(12)+Occriysist(14)+
84 883 - 882 10 3
Vet Scchhisyrock(6)FccHiysyrock (6)
85 | Scors 874 - 877 875 877 36 7 Occrnispon(23)+decopis(11)Hvecqys(0)+veeris(6)+
dencpeptin(5)
86 | Tonmmm g8 - 842 837 g 12 1 Loovom(2+canmrad 103 vecnm (T
Scchihisyrock(6)
87 SccHlys) 823 41 1 SccH aysyrock(28)+T cenrys) (14) +vecqys (12)
88 [enchaike) 814 816 827 808 12 1 encrihatka)(67)+T conchatka)(13)
89 Tcnmr(ys) 804 805 81 1 Tcenmiiys)(38)+3ccHaysirock(27)+T encrihaika)(7)
% Teon 794 793 794 61 1 T cenmipeptin(3 1) encoeptin(29) T encrys)(6)+
Icncrihatka)(5)
Tencrnatka)(18)+T encnnaikay(16)+8cccis (10)+
91 T 777 781 772 776 764 779 10 1
CNCH(halke) veemis(7)+HOenchatka)(7) T conchatka)(6)+Oncnihalka)(5)
92 Thecorusal 757 20 1 Incernatka)(32)+H T neenisy (15)+H Neenhatka) (13)+
T cencphatka)(7)
93 SCCH(WS) 740 - 742 739 740 2 O BCCH(Iys)ka(71)
94 I'NccH(halka) 724 726 8 3 I'necrhatka)(33)+HVec@iy(8)F8cchinisyrock(6)+ncca(5)
95 [ ccorkarboksity 720 - 714 715 715 36 5 I ccokarboksit(46)+Vecqys)(16)+8ccokarboksin(5)
Incerhatka)(14)+H T neennatkay(1 1+ neenis (11)+
96 I'NecH (halka) 681 681 708 5 1 Sccolyyrock(9)+Oncey) (8)+T conchalka)(6) +
Dneena)(6)+ Vecan(5)
97 FNCCN(haIka) 670 664 660 666 12 1 FNCCN_(@@)G8)+vcc(@(8)+FCCNC@;@)(6)
Sccoarboksit)(2 1)+ corkarboksin( 14)+nccqys) (7)+
98 o i 652 - 656 651 649 55 1
'CCO(karboksil) BCCC(I@(14)+VCC(hE)(5)
99 Cencehatka) 643 5 1 T"cenchatka)(5 1)+ neenghaika)(5)
T conrpeptity(29) T ence(18)+T enchnis(13)+
100 T i 633 - 633 632 39 1 Pep
CONH(peprit) Incenggly)(5)+OncHglyyrock(D)
T cencatka)(28)+T Neengis)(13)+Hveeis (7)+
101 | T 616 621 615 619 624 11 2
CNCC(halka) T ccotikarboksin(7)+8cconis) (5)
Scen(20)+3ccogaroksit(12)+cceqis)(7)+
102 ) 588 586 11 1
con I ccokarboksit)(7)+8ccc(ys)(6)+cen(6)
103 | T'coorikarboksit) 570 - 573 575 584 567 62 1 T cootkarboksit)(53)+Sccogarboksi( 12)+dcceays)(5)
Tncengly)(30)+ T enceis) (23)+8ncrglyrock(11) +
104 | T, 547 540 46 1
NeSED dccomisirock(7) T conreptin (7)
105 I 'NeNH(halka) 520 - 526 534 526 92 1 I'NeNH(hatka)(06) T conchatka)(28)
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EK 3(devam): GHK tripeptidinin deneysel IR, Raman, ATR, 6-311++G(d,p) baz setinde hesaplanan dalgasayilar1 ve titresim modlarmin potansiyel enerji

dagilimlar.
Bu Calisma Referanslar Bu Calisma
Boc-
GHK GHK Gly His Lys
GHK [165] [166] [167] [168] [169,170] 6-311++G(d,p) GAR2PED
Assign. IR Raman ATR IR R ATR IR R IR R IR R Frek IR Raman PED%
Y K Y
Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vexp Vex Vex Vex Vex Vex Vex Vsca. lint Ract.
106 SCCO(karbok.) 506 - 507 499 496 15 2 SCCO(karboksil)( 1 6)+8(;CN(1 O)+5ccc@(8)
107 SCCC(I@ 448 - 449 446 454 4 1 SCCC(Iys)(48)+SCCH(Iyﬁrock(s)*’VCC(lys)(G)
108 | Scengy) 429 - 436 428 12 1 Scen(ys(49)F Scecays(18)Hveeqys)(6)
109 SCCC(hE] 406 411 408 14 1 8(;(;(;@(30)4’ SCCN(halka)( 1 5)+5NCC(@(7)
_ Sccopisyrock(18)+3nceqys)(16)+8enc(13)+dcccqys)(11)+
110 | Sccogis) 399 399 401 378 10 1 T'ccongarbocin(7)Oncoin(6)+ decrs(5)
111 | Scen - 340 346 2 1 Scen(21)+Sccogkarboksit)(8)+ccemis)(7)+Onceqys)(6)
112 FNCCH(hE) 321 29 2 FNCCH(@(33)+8CCN(ha|ka)(1 2)+ 8(;(;(;@(8)
113 | Sconhalka) 318 3 3 Scenhalka)(18)+dccokarboksiy(12)+T neeemis(12)+8ncenis)(0)+Vecis)(6)
114 | Scenihalkay - 300 303 15 1 Scenmatka)(13)+ Tncecis(12)+ Snceqys)(7)+ Sccogkarboksin(6)
115 | Snccgy) 283 12 1 Sncegy(16)+8cen(1 1)+ nchgy)(9)+T concalka)(7)+Onceqys)(5)
116 | Scccqys) - 271 279 3 1 Scecays)(18)+8cccmis)(8)+dcenhatka)(6)+dccorcarboxy)(6)+ T neccis)(6)
117 | T'cenmqys) 254 56 0 FCCNH(I@(BO)
118 | Tuncrgly) 241 8 4 Thinchaly)(13)+3cceays)(8) T cecHiys)(7)+8cccmis(7)+dcen(5)
119 | ThncHly) 225 34 1 Thincry(33)+H8cccays)(22)
120 | ThncHgly 214 24 0 Thincrgy(27)+Hcccays) (1 D+cen(7)+Snce(gy)(6)+cccnis)(6)
121 | Sccopis) 198 3 0 Scccisn (34 +dccciys(14)+3cenhalka)(6)
122 | T'ncciis) 152 1 1 Tnceris)(25)+3enc(13)+8ccemis(11)
123 SCCC(Iyg) 140 2 1 SCCC(I@(“O)*’ FNCCH(@U)‘*'(SCCN(I@(G)
124 | Sccepis) 135 1 1 Scecis(18)+T cencnatka)(1 5+ Necogis)(15)+3enc(9)+ ence(5)
125 FCCCH(I@ - 126 124 2 0 FCCCH(I@(68)+5CCC(|@(8)
126 | T'cncoghis) - 89 92 5 1 Tenconis)(43)+T ence(15)+T conmpeptit(15)+T encHnis) (6)
127 | Tence 81 1 1 Tencopeptin(14)+ T ence(24)+3enc(9+ necoy (7)
128 | T'cccrgy) 77 3 0 Lecergys)(6 D+ encogeptin(7)
129 | T'conHpeptit = 76 74 5 0 Tconnpeptin(38)+Tnccogiy)(9)+Incehis(8)HT cechays)(7)+ enee(5)
130 | T'nccorhis) 64 1 1 Incconiss (1T encogpeptit(15)+cen(7)+T ceenis)(14)+denc(7)
131 FNCCO@y) 57 2 0 FNcco@y)(32)+FCONH(m)(12)+FCNCC(@(7)
132 | T'ccengis) 50 3 1 Tccengis)(45)+T cechiys)(6)+T Necoqys)(0)+T conmpeptity(6)+TencH(5)
133 | T'nccchis) 46 3 1 Inceemis)(3 D+ nccoqys)(23)+Tnceoaiy)(10)+T conrpeptity(6)+dcccmis)(5)
134 | T'ncccis) 42 1 1 Incecnig(S0)+Tnccogisi(8)+Inccogiy(8)+Scccmis(13)
135 | TencHiy) 31 1 0 Tncerys)(44)+Tnccoys)(16)+T cechys)(15)
136 | I'nccorhis) 27 1 2 Tncconis BN+ ceenmisy(25)+T encemis)(8)+Tnccoqys)(8)
137 FCNCO(p_ept_it) 22 0 1 FCNco(m)(28)+rNcco(@(1 8)+FCCCN(hE)( 1 0)+FCNCC(8)
138 | T'cncys) 8 1 2 TencHays)(4 D+ necoqys)(29)+ T necogis)(7)

DFT/6-311++ G(d,p) baz seti ile elde edilen teorik titresim dalgasayilar1 deneysel degerlere yaklastirlmak icin, 1800 cm™ iizerindeki titresim dalgasayilari 0.96, 1800 cm™ altindaki titresim dalgasayilari 0.98 ikili 6lceklendirme

katsayilar1 ile garpilmustir [4].
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EK 4: Gly-His-Lys tripeptidinin optimize olmus bag uzunluklari.

Bag Monomer Ref Bag Monomer Ref
Parametre 6311++G(d,p) [185] [186] | Parametre 6311++G(d,p) [185] [186]
H1-N2 1.0163 C24-N26 1.3501
N2-H3 1.0154 N26-H27 1.0255
N2-C4 1.4543 1.449 N26-C28 1.4511
C4-H5 1.0967 C28-H29 1.0931
C4-H6 1.0941 C28-C30 1.5444
C4-c7 1.538 1.525 C28-C45 1.5351
C7-08 1.2266 1.212 C30-H31 1.0967
C7-N9 1.3564 C30-H32 1.0924
N9-H10 1.0145 C30-C33 1.5377
N9-C11 1.4522 C33-H34 1.097
C11-H12 1.0954 C33-H35 1.0971
C11-C13 1.5608 C33-C36 1.5338
C11-C24 1.5463 C36-H37 1.0949
C13-H14 1.0896 C36-H38 1.0956
C13-H15 1.0948 C36-C39 1.5287
C13-C16 1.4986 C39-H40 1.0955
C16-N17 1.3837 1.380 | C39-H41 1.1024
C16-C22 1.3709 1.370 | C39-N42 1.4692
N17-C18 1.315 1.311 | N42-H43 1.0147
C18-H19 1.0789 N42-H44 1.0157
C18-N20 1.3597 1.360 | C45-046 1.2053
N20-H21 1.0078 C45-047 1.3512
N20-C22 1.3806 1.380 | O47-H48 0.9694
C22-H23 1.0767
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EK 5: Gly-His-Lys tripeptidinin optimize olmus a¢1 degerleri.

Ag1 Monomer Ref. A1 Monomer Ref.
Parametre 6311++G(d,p) [186] Parametre 6311++G(d,p) [186]
H1-N2-H3 105.8907 025-C24-N26 123.2094
H1-N2-C4 109.0692 C24-N26-H27 118.8974
H3-N2-C4 110.1175 C24-N26-C28 120.8661
N2-C4-H5 108.827 H27-N26-C28 118.9052
N2-C4-H6 109.3999 N26-C28-H29 108.1674
N2-C4-7 114.8715 N26-C28-C30 112.2264
H5-C4-H6 106.2525 N26-C28-H45 113.6602
H5-C4-C7 106.841 H29-C28-C30 109.0898
H6-C4-C7 110.2622 H29-C28-H45 104.1535
C4-C7-08 121.5713 C30-C28-H45 109.1539
C4-C7-N9 115.3651 C28-C30-H31 109.0502
08-C7-N9 123.0119 C28-C30-H32 106.6473
C7-N9-H10 121.338 C28-C30-C33 115.6507
C7-N9-C11 122.812 H31-C30-H32 106.7045
H10-N9-C11 114.407 H31-C30-C33 110.2349
N9-C11-H12 108.7928 H32-C30-C33 108.1272
N9-C11-C13 111.7934 C30-C33-H34 107.0784
N9-C11-C24 106.1346 C30-C33-H35 108.7685
H12-C11-C13 107.9037 C30-C33-C36 116.4574
H12-C11-C24 108.6213 H34-C33-H35 105.8262
C13-C11-C24 113.481 H34-C33-C36 108.3177
C11-C13-H14 107.0253 H35-C33-C36 109.8449
C11-C13-H15 109.4006 C33-C36-H37 110.1546
C11-C13-C16 114.2466 C33-C36-H38 110.0781
H14-C13-H15 107.5433 C33-C36-C39 112.5195
H14-C13-C16 107.9427 H37-C36-H38 106.3693
H15-C13-C16 110.4098 H37-C36-C39 109.0586
C13-C16-N17 122.537 H38-C36-C39 108.4565
C13-C16-C22 128.1192 C36-C39-H40 109.3337
N17-C16-C22 109.3334 110.0 | C36-C39-H41 109.116
C16-N17-C18 106.4558 C36-C39-N42 110.7198
N17-C18-H19 126.1579 H40-C39-H41 106.6642
N17-C18-N20 110.9428 111.0 | H40-C39-N42 107.5414
H19-C18-N20 122.8989 H41-C39-N42 113.3184
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EK 5 (devam): Gly-His-Lys tripeptidinin optimize olmus ag1 degerleri.

Ag1 Monomer Ref. A1 Monomer Ref.
Parametre 6311++G(d,p) [186] Parametre 6311++G(d,p) [186]
C18-N20-H21 126.2201 C39-N42-H43 111.0122
C18-N20-C22 107.5285 107.0 | C39-N42-H44 110.6789
H21-N20-C22 126.2384 H43-N42-H44 106.9536
C16-C22-N20 105.7372 105.0 | C28-C45-046 123.2335
C16-C22-H23 131.7895 C28-C45-047 113.9818
N20-C22-H23 122.4627 046-C45-047 122.7732
C11-C24-025 120.6354 124.0 | C45-047-H48 106.6681
C11-C24-N26 116.152




166

EK 6: Gly-His-Lys tripeptidinin optimize olmus dihedral ag1 degerleri

Dihedral Monomer Dihedral Monomer
Parametre 6311++G(d,p) [186, 187] | Parametre 6311++G(d,p) [186, 187]
H1-N2-C4-H5 72.7737 C11-C24-N26-C28  175.7583 -3.380%1
H1-N2-C4-H6 -171.5327 025-C24-N26-H27  -171.5667
H1-N2-C4-C7 -46.9254 025-C24-N26-C28  -4.8841
H3-N2-C4-H5 -171.4318 C24-N26-C28-H29  38.3982
H3-N2-C4-H6 -55.7382 C24-N26-C28-C30  158.7913
H3-N2-C4-C7 68.8691 C24-N26-C28-C45  -76.7363
N2-C4-C7-08 23.497 H27-N26-C28-H29  -154.9202
N2-C4-C7-N9 -159.0446 H27-N26-C28-C30  -34.5271
H5-C4-C7-08 -97.2979 H27-N26-C28-C45  89.9453
H5-C4-C7-N9 80.1604 N26-C28-C30-H31  48.8384
H6-C4-C7-08 147.6498 N26-C28-C30-H32  163.7137
H6-C4-C7-N9 -34.8919 N26-C28-C30-C33  -76.0326
C4-C7-N9-H10 12.5975 H29-C28-C30-H31  168.6957
C4-C7-N9-C11 178.1181 -2.761%1 H29-C28-C30-H32  -76.4291
08-C7-N9-H10 -169.9848 H29-C28-C30-C33  43.8246
08-C7-N9-C11 -4.4643 C45-C28-C30-H31  -78.0932
C7-N9-C11-H12 -45.5232 C45-C28-C30-H32  36.782
C7-N9-C11-C13 73.5407 C45-C28-C30-C33  157.0357
C7-N9-C11-C24 -162.239 N26-C28-C45-046  168.3193
H10-N9-C11-H12 120.9138 N26-C28-C45-047  -12.8855
H10-N9-C11-C13 -120.0223 H29-C28-C45-046  50.832
H10-N9-C11-C24 4.1981 H29-C28-C45-047  -130.3729
N9-C11-C13-H14 -26.9636 C30-C28-C45-046  -65.5686
N9-C11-C13-H15 89.2717 C30-C28-C45-047  113.2265
N9-C11-C13-C16 -146.3878 -172.0"%°1 | C28-C30-C33-H34  -166.2685
H12-C11-C13-H14  92.6252 C28-C30-C33-H35  -52.3321
H12-C11-C13-H15  -151.1395 C28-C30-C33-C36  72.3899
H12-C11-C13-C16  -26.799 65.00°° H31-C30-C33-H34  69.4742
C24-C11-C13-H14  -146.9637 H31-C30-C33-H35  -176.5893
C24-C11-C13-H15  -30.7285 H31-C30-C33-C36  -51.8674
C24-C11-C13-C16  93.6121 68.00%1 H32-C30-C33-H34  -46.8224
N9-C11-C24-025 -0.1128 H32-C30-C33-H35  67.114
N9-C11-C24-N26 179.2625 H32-C30-C33-C36  -168.164
H12-C11-C24-025  -116.9437 C30-C33-C36-H37  -64.1195
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EK 6 (devam): Gly-His-Lys tripeptidinin optimize olmus dihedral a¢1 degerleri

Dihedral Monomer Dihedral Monomer
Parametre 6311++G(d,p) [186, 187] | Parametre 6311++G(d,p) [186, 187]
H12-C11-C24-N26  62.4316 C30-C33-C36-H38  52.8676
C13-C11-C24-025 123.052 C30-C33-C36-C39  173.9614
C13-C11-C24-N26 -57.5727 H34-C33-C36-H37  175.1967
C11-C13-C16-N17 -59.9315 H34-C33-C36-H38  -67.8162
C11-C13-C16-C22 118.7695 H34-C33-C36-C39  53.2776
H14-C13-C16-N17  -178.8379 H35-C33-C36-H37  60.0526
H14-C13-C16-C22 -0.1369 H35-C33-C36-H38  177.0397
H15-C13-C16-N17  63.8687 H35-C33-C36-C39  -61.8665
H15-C13-C16-C22 -117.4303 C33-C36-C39-H40  -59.1968
C13-C16-N17-C18 179.0397 C33-C36-C39-H41  57.1139
C22-C16-N17-C18  0.1227 C33-C36-C39-N42  -177.5048
C13-C16-C22-N20 -179.2144 H37-C36-C39-H40  178.2648
C13-C16-C22-H23 -0.4113 H37-C36-C39-H41  -65.4245
N17-C16-C22-N20  -0.3749 H37-C36-C39-N42  59.9568
N17-C16-C22-H23  178.4281 H38-C36-C39-H40  62.82
C16-N17-C18-H19  -179.5719 H38-C36-C39-H41  179.1308
C16-N17-C18-N20  0.1906 H38-C36-C39-N42  -55.4879
N17-C18-N20-H21  -179.1818 C36-C39-N42-H43  177.0883
N17-C18-N20-C22  -0.4289 C36-C39-N42-H44  -64.3008
H19-C18-N20-H21  0.5899 H40-C39-N42-H43  57.6956
H19-C18-N20-C22  179.3428 H40-C39-N42-H44  176.3066
C18-N20-C22-C16 0.4806 H41-C39-N42-H43  -59.9336
C18-N20-C22-H23 -178.4617 H41-C39-N42-H44  58.6774
H21-N20-C22-C16  179.2332 C28-C45-047-H48  179.5863
H21-N20-C22-H23  0.2909 046-C45-047-H48  -1.6123
C11-C24-N26-H27 9.0757
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