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Ozet

Anorganik yiizeyler ¢esitli kimyasal gruplar kullanilarak fonksiyonel hale getirilmektedirler. Bu
molekiillerin yiizeylerde olusturduklart kendiliginden orgiitlenen yapilar ile yiizeylere istenilen
fonksiyonellik kazandwrilmaktadir. Ancak, kullanilan kimyasal molekiiler baglayicilar tek bir yiizeye
ozgiil olmamakta,birden fazla yiizeye afinite gostermektedirler. Coklu malzeme iceren yiizeylerde
kimyasal baglayicilarla asilamayan bu durum, son yularda kombinatoryel biyoloji yontemleri ile
veni nesil peptid molekiiler baglayicilar kullanilarak asilmaya ¢alisilmaktadur. Yonlendirilmis evrim
yolu ile faj gosterim ve hiicre yiizey gosterim teknikleri kullanilarak farkl: malzeme yiizeylerine
ozgiil olan peptitlerin molekiiler baglayicilar olarak kullan:m: biyo-nanoteknolojik ¢alismalarda
artan oranda ilgi toplanmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda altin, platin ve silika yiizeylerine ozgiil
olarak secilmis peptidlerin, adsorpsiyon kinetik parametreleri, peptidierin yapisal ézellilklerine
bagh olarak incelenmistir. Bu ¢alisma dahilinde peptidlerin anorganik yiizeylerle etkilesimleri
yiizey plazmon spektrometresi ile incelenmigtir. Deneylerde, peptidlerin ilk secilmis dizileri ile
¢coklu tekrarlarindan olusmugs diziler kullaniimistir. Calisma sonucunda platine 6zgiil PtBP2,
silikaya 6zgiil baglanan QBPI ve altina 6zgiil baglanan GBP, molekiillerinde bu peptidlerin ori-
jinal aminaasit dizilerinin ii¢lii tekrarlarimin yiizeylerde kaplama yiizdesini artirdigr goriilmiistiir.
Ancak platine ozgiil PtBP1 ve silikaya ozgiil QBP2 peptidlerinde ayni durum goézlenememistir. Bu
¢alisma sonugunda anorganik yiizeylere dzgiil peptidlerin gostermis olduklar: yiiksek yiizey kapla-
ma oranlar: sayesinde, kati yiizeylerin islevsellestirilmesi icin iyi birer molekiiler baglayict
olduklar: saptanmistir.
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Molecular binding characterization of
genetically engineered solid binding
peptides

Extended abstract

Molecular recognition abilities of peptides and pro-
teins have been exploited to create new generation
of biomimetic molecular linkers. Peptide based mo-
lecular linkers were selected using combinatorial
biology techniques, namely cell surface and phage
display methods. Genetically engineered peptides
for inorganics (GEPI) were screened and selected
from phage display or cell surface display libraries.
GEPIs were first characterized using qualitative
techniques. However, this test was used as a prelim-
inary step for the classification of the GEPIs. In this
study we focused on the surface coverage of GEPIs.

In the molecular characterization of GEPIs, adsorp-
tion kinetics and thermodynamics of GEPIs were
realized in conjugation with secondary structural
analysis of GEPIs. To characterize binding kinetics
and thermodynamics of GEPIs, we employed surface
plasmon resonance sensor. The sensing capability of
SPR was only limited for adsorption on gold surface.
We employed a reflectivity model, improved in Sari-
kaya group, to extend the sensing capability of SPR
for the materials other than gold, namely platinum
and silica surfaces. The reflectivity model guided us
to prepare the right architecture for platinum and
silica coated SPR chip surfaces.

The surface coverage for gold binding peptide (I-
GBP), platinum binding peptides (I-PtBPland I-
PtBP2) and silica binding peptides (I-QBP1 and I-
QBP2) were determined. We carried out the surface
coverage experiments for the one repeat of the pep-
tides as they were selected from the libraries. GBP,
gold binding peptide was selected from a cell sur-
face display library. It is a 14 mer peptide and in
previous studies it was demonstrated to have a high
affinity to gold. Here we employed a surface cover-
age analysis for both I-GBP and its concatamer
form 3I-GBP. For surface coverage analysis of GBP
we found that there is a difference between |-GBP
and 3I-GBP. The increase in surface coverage
was not as prominent as the increase in binding
affinity. We observed that the surface coverage
of peptides were greatly influenced by the con-
centration of the peptide. Interestingly the differ-
ence in surface coverage of GEPIs was noticed at
low concentrations of the peptides.

In silica binding peptides groups, we tested two dis-
tinct silica binding peptides. QBP1 and QBP2. Both
of the peptides were designed using bioinformatics
tools, based on the knowledge generated from a
combinatorially selected phage display library
members. For QBP1 we noticed that, there is a dif-
ference in the surface coverage of the concatamer
form, 3l, of the peptide. Interestingly we did not see
any difference in the surface coverage of the one
repeat and three repeat forms of QBP2. They seem
similar to each other. The increase in the surface
coverage upon displaying the concatamer forms of
the peptides is regardless that the peptides are
strong binder or not.

We observed a comparable behaviour in the Pt bind-
ing peptides with the silica binding peptides in case
of the repeating concatamers on surface coverage of
the peptides. Here we investigated two platinum
binders PtBP1 and PtBP2. They were both selected
from phage display library as 7mer cyclic peptides.
In PtBP1 peptide we did not observe any difference
between the surface coverage values of I-PtBP1 and
31-PtBP1. However, we noticed a difference between
the surface coverages of I-PtBP2 and 3I-PtBP2. De-
spite of the fact that they were the strong binding
peptides, they behaved differently in their surface
coverage analysis. Here we demonstrated the sur-
face coverages of PtBPs, QBPs and GBPs as a func-
tion of concentration. All of these peptides were the
strongest binders for their corresponding surfaces.
However, we explored a difference for their adsorp-
tion properties. Here we showed that the surface
coverage of the peptides is not increasing as the
number of GEPIs is increasing. The increase in the
surface coverage of a GEPI is depended to the pri-
mary structure information of GEPI. Since the pri-
mary structure determines the secondary structure,
we can conclude that , if the increase in the number
of the repeats of GEPI favor for the conformational
stability on the surface, then the surface coverage of
the given GEPI increases. Surface coverage of a
GEPI can be tuned by changing the conformational
constraints affecting its structural stability on the
surface. These properties make inorganic binding
peptides ideal self assembling molecular tools for
bionanotechnological applications.

Keywords: Inorganic binding peptides, surface
plasmon resonance, bio-nanotechnology, surface
coverage.
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Giris

Anorganik yiizeylerin islevsel hale getirilmesi;
biyoteknoloji, biyotip, elektronik, malzeme ve
ozellikle ara Kkesitte olan biyo-nanoteknoloji
alanlari agisindan 6nem tagimaktadir (Whitesi-
des vd., 1991; Sarikaya vd., 2003).

Kat1 yiizeyleri islevsel hale getirilmesi amaciyla
kimyasal baglayici molekiiller kullanilmaktadir-
lar. (Love vd., 2005) Cogunlukla degisik uzun-
lukta karbon zincir uzunluguna sahip fonsiyonel
bir u¢ barindiran bu bilesikler (amin, karboksil,
benzen halkasi) tiyol ve silan tabanli molekiil-
lerdir (Mrksich vd., 1995).

Tiyol ve silan bazli bu molekiiler baglayicilar
kullanilmak suretiyle altin, glimiis, bakir, demir
gibi metaller ile silika, kuvartz gibi metal oksit-
ler ve ¢esitli yar1 iletken kat1 yiizeyler fonksiyo-
nel hale getirilmislerdir. Kimyasal molekiiler
baglayicilar birden fazla yiizeye karsi1 secicilik
gostermeden baglanabilmektedirler (Love vd.,
2005).

Ancak coklu malzeme igeren yiizeylerin islev-
sellestirilmesi i¢in gerekli olan segiciligi kimya-
sal ve Ozgiil olmayan- baglayicilarla yapmak
mimkiin olmamaktadir. Yiizey islevsellestiril-
mesi amactyla kullanilacak olan molekiiler bag-
layicilarin secgici olmasi ve farklt malzeme yii-
zeylerine farkli afinite gostermeleri, ¢oklu mal-
zeme sistemleri icin elzem bir hal almaktadir.
Anorganik malzemelere 6zgiilliik gosteren yeni
nesil molekiiler baglayicilarin se¢ilmesi amaciy-
la biyolojik sistemlerin temel yap1 tasi olan ve
bircok yasaamsal faaliyette diizenleyici gorev
yapan protein ve peptidlerin ¢alisma mekaniz-
malar1 6rnek alinabilir (Sarikaya 1999; Sarikaya
2003).

Bazi protein ve peptidlerin biyolojik sistemlerde
bulunan anorganik yapilarin (dis, kemik, kabuk
ve hiicre i¢i nanomalzemeler) olusumunda dii-
zenleyici olarak da yer aldiklar1 bilinmektedir
(Tamerler, 2007). Bu benzetimden yola ¢ikarak
dogada varolmayan ancak teknolojik amaclar
icin gerekli olan anorganik ylizeylere 6zgiil pro-
tein ve peptidlerin segimleri islemi yapilmistir
(Sarikaya vd., 2003; Whaley vd., 2000). Anor-

ganiklere 6zgiil peptidler olarak adlandirilan bu
molekiiller, kombinatoryel biyoloji yontemleri
adi1 verilen faj gosterim (Smith, 1985) ve hiicre
yizey gosterim (Wittrupp, 2001) teknolojileri
kullanilarak yonlendirilmis evrim yolu ile yiik-
sek sayida faj klonu igeren faj kiitiiphanelerin-
den secilmektedirler. Faj Kiitiiphanesinde yer
alan, fajlarin kilif proteinlerinde gdsterilen pep-
tidlerin aminoasit (aa) zincir uzunluklari, yedi,
oniki ya da ondort (aa) olarak degismektedirler.
Anorganiklere 6zgiil olan bu peptidler termino-
lojik olarak GEPI (Genetically engineered pep-
tide for inorganics) terimi ile adlandirilmakta-
dirlar (Sarikaya vd., 2003).

Son on yilda metal malzemelere, [Au (Brown,
1997), Pt (Seker vd., 2009); Pd (Sarikaya vd.,
2003), Ti (Sano vd., 2005)], metal oksit malze-
melere [Cu,O (Choe vd.,2007), SiO, (Seker vd.,
2009), ZnO; (Choe vd.,2007)], yar1 iletken mal-
zemelere [GaAs, GaN (Whaley vd., 2000)] ve
mineral malzemelere [hidroksiapatit (Gungor-
mus vd., 2008), ve mika (Donatan vd., 2009)]
kars1 secilmis pek ¢ok GEPI rapor edilmistir.
Birinci basamakta se¢imleri yapilan GEPI mo-
lekiilleri, oncelikle yari nicel yontemler olan;
floresans mikroskobi yontemleri ve kiiltiir sayim
yontemleri kullanilarak siniflandirilmaktadirlar
(Sarikaya vd., 2004; Pender vd., 2006).

Ancak yari nicel analizlerr sonucunda yapilan
siniflandirmalar GEPI molekiillerinin teknolojik
sorunlarin ¢oziimiinde kullanimi igin gereken
baglanma kinetikleri tizerine yeterli bilgiyi sag-
lamamaktadirlar.

Altina 6zgiil bir GEPI olan GBP (gold binding
peptide) kullanilarak yapilan bir ¢alismada,
GBP tasiyan alkalen fosfotaz (AP) enziminin
boyutu ve sekli kontol edilebilen altin nanotane-
cikleri sentezlenmesinde GBP’nin etkinligi gos-
terilmistir (Brown vd., 2000).

Yeni yapilan bir ¢alismada da bes tekrarli GBP
molekiilii iceren AP proteininin altin yiizeyine
kontrollii ve hedeflenmis bir sekilde tutuklan-
mas1 saglanarak, sterik etkileme ile AP enzimi-
nin aktivitesinin artirilmasi saglanmistir (Kacar
vd., 2009). Park ve digerleri (2006) tarafindan
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yapilan bir ¢alismada da GBP’in yesil floresans
proteine genetik yontemlerle eklenmesi ile elde
edilen yapinin altin yiizeyine olan afinitesi belir-
lenerek, yine desenlenmis altin yiizeyi {izerine
tutuklanmas1 yapilmistir. Anorganik yiizeylere
enzim ve protein tutuklanmasinin yanisira,
GEPI molekiilleri kullanilarak nanopartikiil-
lerin ¢oklu malzeme ylizeylerine tutuklanmasi
da yapilmistir. Yapilan bu caligmada da GBP
molekiiliiniin altin ylizeyine olan segiciligi orta-
ya konmustur (Tamerler vd., 2006).

TiBP (titanyuma 6zgiil protein) molekiilleri kul-
lanilarak yapilan malzemelerde yiizey modifi-
kasyonu sonucuda titanyum yiizeylerinin biyo-
aktif hale getirilerek, bu yiizeylerde Okaryotik
doku hiicrelerinin biiylimesi ve gelismeleri sag-
lanmistir (Kashiwagi vd., 2009).

Katmanl yapilarin (layer by layer) olusturulmasi
yeni nesil piller ve optoeletronik cihazlarin tasa-
rim1 ve gerceklestirilmesi acisindan Onem tasi-
maktadir. GEPIler kullanilarak katmanl yapilarin
olusturulmasi gézlenmis ve bu islemlerin kontrol-
lii olarak yapilmasi saglanmistir (Sano vd., 2006).

Bu uygulamalarda kullanilan GEPI’lerin mole-
kiiler karakterizaSyonu i¢in nitel ve nicel analiz-
ler gerceklestirlerek baglanma kinetiklerinin or-
taya konmasi gerekmektedir (Seker vd., 2009).
Nitel olarak baglanma kinetiklerini ortaya kon-
mus olmasi bu molekiillerinin kontrollii olarak
kullanilabilmesini kolaylastirmakta ve molekiil
tizerinde istenilen degisikliklerin yapilmasina
olanak saglamaktadir. Ancak GEPI molekiilleri-
nin, molekiiler baglanma karakterizasyonunda
bilinen protein-protein etkilesim y6ntemlerinin
Dogrudan kullanimi s6z konusu olamamaktadir.
Hali hazirda var olan ylizey plazmon rezonans
spektrometresi, kuvartz kristal mikroterazi gibi
sistemlerin kullaniminda, farkli yiizeylerin kul-
lanim ile ilgili kisitlamalar ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle yiizey plazmon rezonans spektromet-
resinin kullaniminda sadece altin yiizeyinin kul-
lanilabilmesi, bu yontemde farkli malzemelere
karsi secilen peptidlerin karakterizayonu agisin-
dan sorunlar yasanmasina neden olmaktadir
(Seker vd., 2007; 2009).

Bu c¢alisma kapsaminda, grubumuzda gelistiri-
len matematiksel bir model kullanilarak yiizey
plazmon rezonans spektrometresinin, altindan
farkli yiizeylerin de kullanilarak analiz yapabil-
mesi saglanmistir. Bu sayede altina, platine ve
silika ylizeylerine 6zgiil peptidlerin baglanma
katsayilar1 saptanmistir. Saptanan bu katsayilar
araciligi ile de bu peptidlerin segildikleri yiizey-
ler lizerindeki yiizey kaplama oranlari hesap-
lanmis ve bu durum aynmi peptidlerin ii¢ tekrarh
konformasyonlar1 i¢inde denenerek GEPI lerin
yiizey kaplama durumlar tizerinde peptidlerin
coklu tekrarlarinin etkisi incelenmistir.

Materyal ve yontem

Peptid ¢ozeltileri ve tampon ¢ozeltiler

Bu calisma kapsaminda ii¢ farkli malzemeye
Ozgiil peptid ve bu ti¢ farkli peptidin {iger tekrar-
i konformasyonlar1 kullanilmigtir. Altina bagla-
nan ozgiil peptid (GBP-MHGKQATSGTIQS),
platine 6zgiil baglanan peptidler (PTSTGQA ve
QSVTSTK), silikaya o6zgiil baglanan peptidler
Fmoc kat1 hal peptid sentez methodu ile sentez-
lenmistir  (United Biochemical Research,
U.S.A.). Sentezlenen peptidler daha sonra C-18
ters faz kromotografisi ile saflagtirilmistir. Sen-
tezlenen peptidleri -N ve -C uglarinda herhangi
bir bloklama yapilmamastir.

Farkli GEPI leri igeren peptid ¢ozeltileri, PtBP1,
PtBP2, QBP1, and QBP2, SPR olglimleri igin
(55 mM KH,PO4, 45 mM Na,CO3 and 200 mM
NaCl) PC tampon ¢ozeltisinde; GBP1 peptid
¢ozeltisi ise farkli bir fosfat tamponunda (1:3
mixture of 10 mM KH2PO4, 10 mM K2HPO4,
and 100 mM KCl) hazirlanmustir. Tiim ¢ozeltilerin
pH degerleri 7.4’e ayarlanmigtir. Kullanilan pep-
tidler-den hi¢ biri zwitterion formunda hazir-
lanmamustir.

SPR (surface plazmon rezonans) deneyleri
SPR dort kanalli bir sistem kullanilarak yapil-
mustir. Kullanilan sistem Cek Cumhuriyeti Bi-
limler Akademisi, Fotonik ve Elektronik Ensti-
tiisii tarafindan {retilmistir. Kullanilan alet
0.0001 birimlik refraktif indeks degisikliklerini
saptayabilmektedir. SPR deneylerinde kullani-
lan sensor yiizeyleri sputter kaplayici kullanarak
altin, silika ve platin kaplanmiglardir.
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Elektomanyetik dalga fonksiyonu

(\/\/\/\/ — Analit
— " Altin (50nm)
Prizma (BK7 cami)
Beyaz Detektdre giden
Is1k 151k

Sekil 1. Yiizey plazmon rezonans tayf ol¢iim
Sisteminin sematik gosterimi

Peptidlerin yiizey kaplama kesri
hesaplamarinin yapilmasi

Adsorpsiyon olaylariin modellenmesi amaciyla
kullanilan en yaygin esitlik Langmuir adsorpsi-
yon modelidir. Langmuir adsorpsiyon modeli
asagidaki sekilde ifade edilmektedir (Karpovich
vd., 1994):

C

=~  [-exp(— 1
C+(kd/ka)[1 exp (—(k,C +k )] (1)

()

C, peptid konsantrasyonu; @&, peptidin yiizey
kaplanma kesri, k, adsorpsiyon katsayisi ve Ky
de peptidin desorpsiyon katsayisi olarak desorp-
siyon dengesinin kuruldugu andaki denge ad-
sorpsiyon katsayisi Keq olarak adlandiriimakta-
dir ve bu deger asagidaki sekilde hesaplanma-
katdir.

KEq = (ka/kd) (2)

Langmuir adsorpsiyon modeli kullanilarak her
bir peptidin ilgili anorganik yiizeye olan afinite
katsayilar1 hesaplanmistir. Buradan yola ¢ikila-
rak her bir peptid i¢in yilizey kaplama fraksiyon-
lar1 hesaplanmistir.

Deneysel calisma sonuglari

Platine 6zgiil baglanan peptidler

Platine 6zgiil olarak baglanan PtBP1 ve PtBP2
peptidleri faj gosterim yontemi kullanilarak se-
cilmiglerdir. Secilen bu peptitler tek tekrarl ve
ti¢ tekrarli olarak iki ayr1 formda sentezlenmis-
lerdir (I-PtBP1, PTSTGQA ve3I-PtBP1).

Her iki peptit molekiiliiniin de platin ylizeyine
kars1 afiniteleri olmakla beraber, tekrarli yapinin
bu afiniteyi artirmasi beklenebilir.

Bu peptidlerin Pt yiizeyine kars1 sahip olduklari
baglanma Kkatsayilar1 yiizey plazmon rezonans
spektroskopisi (SPR) kullanilarak saptanmustir.
Ancak SPR in kullaniminda altin yiizeyinden
farkl1 olarak platin ya da silika kullanilmasi
miimkiin olmamaktadir. Bu durum silika ve pla-
tinin yiizey plazmon-larinin olmamasindan kay-
naklanmaktadir (Kovalenko vd., 2001). Bu
amagla onceki calismamizda ortaya koydugu-
muz yontemle SPR yiizeyleri hazirlanarak bu
calismada da kullanilmistir.

Yapilan SPR deneyleri sonrasinda elde edilen
baglanma katsayilar1 6nceki g¢alismamizda |-
PtBP1 icin 0.16x10° olarak ve 3I-PtBP1 icin de
0.19x10° olarak saptanmustir (Seker vd., 2009).
Bu calismada da bu verilerden yola ¢ikilarak
peptidlerin ylizey kaplama yiizdeleri hesaplan-
mustir. Platine 6zgiil peptidlere ait ylizey kapla-
ma oranlar1 Sekil 2 de verilmektedir.

3|-PtBP1
o~ 75 ; ‘,-‘f’"if—d.f
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Q 3 50 4 <
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O /
> f
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Peptid Miktari (uM)

Sekil 2. PtBP1 peptidinin tek tekrarl ve ii¢ tek-
rarli formlart i¢in platin yiizeyinin
kaplama fraksiyonlarinmin karsilagtiriimasi

Sekil 1’de gorildiigii tizere PtBP1 peptidin ii¢
tekrarli hale getirilmis olmasi, bu peptidin yiizey
kaplama fraksiyonunu artirmamis sadece ¢ok az
miktarda bir farklilik yaratmistir. Bunun nedeni
ise PtBP1 molekiiliiniin ylizey olan afinitesinin
lic tekrarli hale getirildiginde artis géstermeme-
sidir.

PtBP2 ile yapilan ¢aligsmalarda ise PtBP1 de ol-
dugu gibi tek ve ti¢ tekrarli peptid formlart kul-
lanilmustir. 1-PtBP2 ve 3I-PtBP2 i¢in onceki ca-
lismamizda afinite katsayilar1 0.16 x 10® M ve
6.73x10° M™olarak hesaplanmistir. 1-PtBP2 ve

131



U.O.S. Seker ve digerleri

3I-PtBP2’nin Pt ylizeyine adsorpsiyonlarinda
yiizey kaplama kesirleri Sekil 3’te verilmekte-
dir.
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Sekil 3. PtBP2 peptidinin tek tekrarl ve ii¢ tek-
rarli formlart igin platin yiizeyini kaplama frak-
siyonlarimin karsilastirilmasi

Buna gore, PtBP2 peptidinin, PtBP1 den farkli
olarak tglii tekrarli formu daha yiiksek bir bag-
lanma gostermektedir. Bunun nedeni olarak
PtBP1 peptidinin hem tek tekrarli formu hem de
ti¢ tekrarli formunun ayni afinitiye sahip olmasi,
ancak PtBP2 de peptidin yiizey iizerindeki kon-
formasyonu-nun tekrar sayisi arttikca daha sta-
bil hale gelmesi soylenebilir.

Silikaya 6zgiil baglanan peptidler

Silikaya 0zgiil olarak baglandigi tespit edilmis
olan peptidler QBP1 ve QBP2 faj gdsterim yon-
temi ile secilmislerdir. Bu peptidlerin baglanma
katsayilar1 daha 6nceki bir calismada saptanmis-
tir (Seker vd., 2009). Burada ise bu peptidlerin
Langmuir adsorpsiyon davraniglarina gore yii-
zey kaplama oranlari ortaya konmaktadir. QBP1
ve QBP2 peptidle-rinde de hem tek tekrarli hem
de ¢l tekrarl peptidlerin silika ylizeyine bag-
lanma davraniglari incelenmistir.

[-QBP1  (RLNPPSQMDPPF)ve  3I-QBP1
(RLNPPSQMDPPFRLNPPSQMDPPFRLNPPS
QMDPPF) peptidlerinin yiizey kaplama fraksi-
yonlari hesaplanarak Sekil 4’te gosterilmistir.

I-QBP1 ve 3I-QBPI1 peptidlerinin silika yiize-
yinde meydana gelen kendiliginden Grgiitlenmis
yapilarin silika yiizeylerini kaplama oranlar1 yu-
karida karsilastirilmistir. Buna gére QBP1 pep-

tidinin {i¢ tekrarli olan formunun silika ylizeyine
daha fazla afinite gosterdigi ve silika yiizeyinde
daha fazla bir bolgeyi kapladigi goriilmektedir.
Denge durumunda silika yiizeyinin peptidler
tarafindan kaplanma oranlar arasindaki farkin
azaldig1 gozlenmektedir. QBP1 peptinin silika
yiizeyine olan afinitesi, peptidin tekrarli yapila-
rina bagli olarak artis géstermektedir.
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Sekil 4. QBP1 peptidinin tek tekrarl ve ii¢ tek-
rarli formlari i¢in silika yiizeyini kaplama frak-
siyonlarimin karsilastirilmasi

QBP2 de silikaya baglanan diger bir peptid ola-
rak incelenmistir. QBP2 nin SPR ile silika yii-
zeyine olan afinitesinin belirlenme ¢aligmalar
sonucunda elde edilen denge durumu yiizey
kaplama oranlari Sekil 5’te verilmistir.
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Sekil 5. QBP2 peptidinin tek tekrarl ve ii¢ tek-
rarl formlari igin silika yiizeyini kaplama frak-
siyonlarmmin karsilastiriimasi

QBP2 (QTWPPPLWEFESTS) de, QBP1 den farkli
olarak, peptidin tekrarli formu ile tekrarsiz for-

132



Kat yiizeylere 6zgiil baglanan peptidlerin molekiiler karakterizasyonu

mu arasinda yiizey kaplama yiizdesi bakimindan
hi¢ bir farkliligin olmadig1 goriilmektedir. Bu-
radan yola ¢ikarak QBP2 peptidinin sahip oldu-
gu aminoasit diziliminin silikaya olan baglan-
masininin peptidin sahip oldugu yan zincirler-
den bagimsiz oldugu goriilmektedir. Hem
QBP2’de hem de QBP1 yer alan prolin aminoa-
sitlerinin etkisi, yapilan diger caligmalar goz
ontine alindiginda (Oren vd., 2007), bu aminoa-
sitlerin peptidin giiclii baglanmasindan sorumlu
oldugu diisliniilse bile bu deneyde elde edilen
bilgiler 1s1¢1nda sadece prolin gruplarinin varli-
g1 degil ayn1 zamanda konformasyona etkilerin-
den dolay1r pozisyonlarmin da 6nemli oldugu
sOylenebilir.

Altina 6zgiil baglanan peptid

Altina 6zgiil olarak baglanan peptid olarak ele
alinan GBP (MHGKQATSGTIQS), onceki bir
calismada segilerek farkli uygulamalarda kulla-
nilmistir. Bu kapsamda, GBP nanotanecik sen-
tezi (Brown vd., 2000), biosensor yiizeyi hazir-
lanmasi (Soh vd., 2003, Park vd., 2009) nanota-
necik immobili-zasyonu ¢alismalarinda Kkulla-
nilmistir (Tamerler vd, 2006).

GBP, peptidinin sahip oldugu yiizey kaplama
orani, bu peptidin farkli formlar i¢in hesaplan-
mistir.

Sekil 6’da bu peptid i¢in gergeklestirilen SPR
deneylerinden yola ¢ikilarak hazirlanan altin
yiizeyi kaplama yiizdeleri ortaya konmustur.
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Sekil 6. GBP peptidinin tek tekrarli ve ii¢ tekrar-
It formlari igin silika yiizeyini kaplama fraksi-
yonlarimin karsilastiriimasi

GBP peptidinin aminoasit dizisi tekrar sayisi
arttikca, diisiik konsantrasyonlarda altin yiizeyi-
ni kaplama oranlarinda farklilik goriilmektedir.
Ancak bu farkliligin yiiksek konsantrasyonlarda

azaldig1 goriilmiistiir.

PiBP2 QBP1 QBP2

100 - Tek tekrarh (/)
B Octek tekrarl (31)

80
el
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Sekil 7. Anorganiklere ozgiil peptidlerin yiizey
kaplama kesirlerinin tekli ve ¢oklu peptid form-
lary i¢in karsilastirilmast
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Sekil 7°de en diisiik peptid konsant-rasyonu igin
peptidlerin sahip oldugu yiizey kaplama kesirle-
ri karsilastirilmaktadir. QBP1 ve PtBP2 peptitle-
rinde yiizey kaplama kesrinin aminoasit dizisi-
nin tekrarlanmasinin bir fonksiyonu olarak de-
gistigi gozlenmektedir. Ayni etki diger peptid-
lerde ayn1 oranda goézlenememistir.

Sonuglar ve tartisma

Bu ¢alisma kapsaminda Pt-, kuvartz ve altina
Ozgiil olarak baglanan peptidlerin modifiye bir
ylizey plazmon rezonans spektrometresi kullani-
larak yiizey kaplama fraksiyonlar1 hesaplanmis-
tir. Bu ¢alisma kapsaminda her bir peptidin hem
faj gosterim c¢alismalarinda segildikleri orjinal
dizilerinin hem de bu dizilerin tglii tekrarlarin-
dan olusan peptitlerin kinetik ve termodinamik
analizleri incelenmistir. Elde edilen sonug¢lardan
yola ¢ikilarak tekrarli dizilerden olusan her pep-
tidin sahip oldugu baglanma Karakteristikleri
aminoasit dizilimine gore degismektedir. Ote
yandan bu ¢alismadan elde edilen veriler 15181n-
da anorganiklere 6zgiil baglanan peptidlerin kati
yiizeylere olan baglanma afinitelerinin, pep-
tidlerin sahip oldugu dizilimlerin modifiye
edilmesi ile kontrol edilebilecedi ortaya kon-
maktadir.
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Anorganiklere 6zgiil peptitlerin kat1 ylizeyler iize-
rindeki yiizey kaplama oranlarinin pepti-din sahip
oldugu konformasyonun yanisira yiizeyde adsorp-
siyon sonrasinda sahip oldugu difiizyon 6zellikleri
de yiizeyde peptidin kapladigi alanin oranin belir-
lemektedir (So vd., 2009).

Bu c¢alismada da anorganiklere 0zgiil olarak
baglanan peptidlerin, baglanmasinda birincil ve
ikincil yapilarin kontrol edilebilmesinin, peptid-
lerin yuzey afinitesi bakimindan 6nemli oldugu
gosterilmistir. Peptidlerin baglanma mekaniz-
malari ile ilgili daha detayli bilgiye sahip olmak
icin kat1 yiizeylere adsorpsiyon-larinin termodi-
namik ve yapisal degisimlerinin, yiizey tizerinde
izlenmesi gerekmektedir. Buna bagli olarak
anorganiklere 6zgiil pep-tidlerin olusturduklari
supramolekuler yapilar biyoteknolojik uygula-
malar agisindan onem tasimaktadirlar. Biyolojik
molekiiller tarafindan olusturulan bu yapilar
kullanilarak, kimyasal sentez yontemler ile elde
edilenlerden daha kontrollii mikro ve nano sis-
temlerin olusturulmasi miimkiin olacaktir.
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