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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

IMPLANTLARIN DOKUSAL OSSEOINTEGRASYONUNDA ETKILi MARKOR
INTEGRINLERIN TiO:z (TITANYUM DIOKSIT) iLE INTERAKSIYONLARININ IN
SILICO YAKLASIMLA INCELENMESI

Pelin YILMAZ

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. idris ARSLAN
Agustos 2024, 39 sayfa

Yapilan tez calismasinda implantlarin dokuya uyumlulugunun bir gostergesi olan
osseointegrasyon prosesinin hizlandirilmas: ve daha gii¢lii implant-doku arayiiziiniin olugmasi

amaciyla yeni tedavi yaklasimi olarak yeni bir model ¢alismas1 yapilmistir.

Implantlarin en karakteristik iistiin &zelliklerinden birisi inflamasyon adi verilen yangisal
tepkinin olusmamasi adma spesifik biyomalzemelerden {iretilmis olmalaridir. Pirojenite
biyomalzemelerin en Oncelikli arastirma konularindan birisidir. Implantlarm canli doku
tarafindan duyarlilagtirilmasi i¢in son donemde Onerilen yaklasimlardan birisi implant
yilizeyinin peptit motifleriyle kaplanmasidir. Bazi peptit motiflerinin in vivo c¢alismalarda
osseointegrasyonu hizlandirdigr ve bdylece implantin daha saglikli sonuglar verdigi tespit
edilmistir. Yapilan tez ¢alismas1 kapsaminda; implantlarin osseointegrasyonunda etkili olan 2
farkli integrin proteinleri (avBf3 ve a5B1) se¢ilmis ve bunlarin dogal ligandlariyla

interaksiyonlari
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OZET (devam ediyor)

dikkate alinarak bazi peptit modeller gelistirilmistir. Gelistirilen peptit modellerin agik

kimyasal yapilar1 farkli algoritmalar kullanilarak 3 boyutlu peptit yapilarina doniistiirilmiistiir.

Integrin proteinlerin topografik yapilart CASTp algoritmasi kullanilarak taranmustir. Peptit
modeller ve integrin proteinlerinin olast interaksiyonlar1 ClusPro molekiiler docking
yontemiyle tespit edilmistir. Bununla birlikte; iMODs algoritmasi kullanarak protein stabilitesi

ve kararlilig1 analiz edilmistir.
Tez ¢alismasindan elde edilen tiim bu veriler 15181nda TiO2 bazli implant yiizeylerinin I-K-Y-
A-S-Q-S-I-S-G-I-P ve P-H-S-R-N peptit modeliyle kaplanmasinin avp3 ve a5B1 integrin

proteinleriyle etkilesime girerek osseointegrasyonu hizlandirabilecegi degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Implant, Osseointegrasyon, integrin proteinleri, Peptit modeller,

Molekiiler docking
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M.Sc. Thesis

THE INTERACTIONS OF MARKER INTEGRINS WITH TIO:z (TITANIUM
DIOXIDE), EFFECTIVE IN THE TEXTURED OSSEOINTEGRATION OF
IMPLANTS, ARE REQUIRED TO INVESTIGATE WITH AN IN-SILICO
APPROACH

Pelin YILMAZ

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biomedical Engineering

Thesis Advisor: Prof. Dr. idris ARSLAN
August 2024, 39 pages

In this thesis study, a new model study was carried out as a new treatment approach in order to
accelerate the osseointegration process, which is an indicator of the compatibility of implants

with tissue, and to create a stronger implant-tissue interface.

One of the most characteristic features of implants is that they are produced from specific
biomaterials to prevent the inflammatory response called inflammation. Pyrogenicity is one of
the most priority research topics in biomaterials. One of the recently proposed approaches to
sensitize implants by living tissue is to coat the implant surface with peptide motifs. It has been
determined that some peptide motifs accelerate osseointegration in in vivo studies and thus the

implant gives healthier results.



ABSTRACT (continued)

Within the scope of this thesis study; two different integrin proteins (avp3 and a5p1) that are
effective in the osseointegration of implants were selected and some peptide models were
developed by taking into account their interactions with their natural ligands. The explicit
chemical structures of the developed peptide models were transformed into 3D peptide

structures using different algorithms.

The topographic structures of integrin proteins were scanned using the CASTp algorithm.
Possible interactions of peptide models and integrin proteins were detected by the ClusPro
molecular docking method. With this; Protein stability and stability were analyzed using the

iMODs algorithm.
As aresult, all these data obtained from the thesis study, it is evaluated that coating TiO»-based
implant surfaces with the I-K-Y-A-S-Q-S-I-S-G-I-P and P-H-S-R-N peptide model can

accelerate osseointegration by interacting with av3 and a5f1 integrin proteins.

Keywords: Implant, Osseointegration, Integrin proteins, Peptide models, Molecular docking
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TESEKKUR

Tez ¢alismasinin hazirlanma siirecinde desteklerini ve yardimlarini esirgemeyen pek cok kisiye

tesekkiir etmek istiyorum.
Oncelikle, bu galismanin her asamasinda bilgi ve deneyimiyle bana yol gdsteren, cok kiymetli
damismanim Prof. Dr. Idris ARSLAN’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Onun rehberligi ve

anlayisi, bu tezin ortaya ¢ikmasinda biiyiik rol oynamustir.

Bu siirecte manevi destegini esirgemeyen, sabir ve anlayisla hep yanimda olarak bana destek

olan basta sevgili esim Onur YILMAZ olmak iizere tiim aile fertlerime tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, gorev yaptigim okulumda bana her tiirlii kolaylig1 saglayan ve anlayis gdsteren

degerli okul idaresine ve kiymetli calisma arkadaglarima icten tesekkiirlerimi sunarim.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 iIMPLANT VE OSSEOINTEGRASYON

Iskelet kas sisteminde meydana gelen ciddi boyutlardaki travmalar ve/veya hastaliklar spesifik
biyomalzemelerden yapilmis gelismis implantlara ihtiyact her gecen giin arttirmaktadir

(Agarwal ve Garcia 2015).

Implant terimi 'viicut icerisine ya da canli dokulara yerlestirilen cansiz materyalleri' ifade eder.
Insanlik varoldugu giinden beri daha modern ve saglikl bir yasam siirmenin yollarini aramistir.
Implant kullanim1 cok eski dénemlere dayanmaktadir. Arkeolojik kalintilardan elde edilen
kamitlara gore implant kullanimi MO 2000°1i yillara kadar uzanmaktadir. Cin’de kazilardan elde
edilen veriler insanlarin bambu mandallarin1 bir dis olarak kullandiklarini gostermektedir.
Metal implantlarin ilk kullanimi MO. 1000°li yillarda Misir’da kullanildigini gdstermektedir
(URL-1).

Kisaca 'kemik apozisyonu ve fonksiyonel fiksasyon' olarak tanimlanan 'osseointegrasyon' terimi
ilk kez 1983 yilinda Branemark ve meslektaslar tarafindan 'canli kemik dokusu ile yiik tasiyan
implant yiizeyi arasindaki direk yapisal ve fonksiyonel baglant' olarak tanimlanmistir
(Branemark 1985). Branemark, osseointegrasyon konusundaki ilk goézlemleriyle titanyum
implantlarin kalic1 olarak kemige entegre edilebildigini, yani canli kemigin implantin titanyum
oksit tabakasiyla 6nemli derecede kaynasabildigini ve ikisinin kirilmadan ayrilamayacagini
gosterdi. Osseointegrasyon, implant, kemik ve yumusak dokunun uyumlu bir sekilde bir arada
bulunmasidir. Yetersiz osseointegrasyon fibroz doku olusumuna ve bunun sonucunda

protezlerin gevsemesine neden olmaktadir (Mavrogenis ve ark. 2009).

Implantlarin tasarmmi, kimyasal bilesimi, yiizey piiriizliiliigii ve yiizey kimyas ile yiikleme

kosullar1 gibi faktdrler, implantlarin iyi bir osseointegrasyonu i¢in dnemlidir. Bu nedenle,



entegre olunan kemikle iyi bir sekilde biitliinlesen bir ylizey, osteolizin 6nlenmesi i¢in hayati

Oneme sahiptir (Mavrogenis ve ark. 2009).

Sekil 1.1 Dis implantinda osseointegrasyon modeli (URL-2).

Gilinlimiizde, implant ile dogrudan temas ettigi kemik arasinda ilerleyici bir goreceli hareket
olmadiginda, bir implantin osseointegre oldugu kabul edilmektedir. Temel olarak
osseointegrasyon siireci, hayati olmayan bilesenlerin giivenilir bir sekilde yerlestirilebildigi bir
ankraj mekanizmasini yansitmaktadir. Canli kemige dahil olan ve tiim normal yilikleme
kosullarinda varligin1 siirdiiren yapilardir (Rigo vd. 2004). Osseointegrasyon terimi, bir
protezin uzun siireli stabilitesini saglayan klinik bir durumu tanimlamaktadir. Bununla birlikte,
osseointegrasyon herhangi bir implant sisteminin veya metalin biyolojik bir 6zelligi degildir.
Bir baska ifadeyle, histolojik olarak gdzlemlenen "dogrudan kemik temasinin", o yilizeye lokal
veya sistemik bir biyolojik tepkinin bulunmadiginin gostergesi olabilecegi iddia edilebilir. Bu
nedenle osseointegrasyonun avantajli bir biyolojik doku tepkisinin sonucu degil, negatif bir

doku tepkisinin yoklugunun sonucunu gostermektedir (Linder vd. 1983, Linder vd. 1991).
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Sekil 1.2 Dis implantinda osseointegrasyon modeli (URL-3).

Implantlar1 gevreleyen kemik dokusunun iyilesim siireci; implant yiizeyinde yeni olusan bir
kemik dokusuyla kaplanmis goriinlinceye kadar kemik-implant arayliziinde meydana gelen bir
dizi hiicresel ve hiicre dig1 biyolojik olaylari igerir. Bu iyilesim siireci benzer osteogenetik
stireclerin aktivasyonunu igerir. Burada gerceklesen biyokimyasal tepkimeler kemik-implant
arayiizinde aktive edilmis kan hiicrelerince salgilanan biiylime ve farklilasma faktorlerince

diizenlenir (Davies 1998).

Genis yelpazedeki materyal genisligi diistintildiiglinde; titanyum ve titanyum alagimlar1 implant
teknolojisinde yaygin kullanilan biyomalzemeler arasinda oldugu tartismasiz bir gercektir.
Titanyumun fizikokimyasal ve biyolojik karakteristigi ona yiiksek diizeyde biyouyumluluk
ozelligi kazandirmaktadir. Bu o6zellikler arasinda; (i) yiiksek korozyon direnci, (ii) viicut
stvilarindaki stabilitesi (kararliligi), (iii) diisiik toksisitesi ve (iv) ideal mekaniksel 6zellikleri

yer almaktadir (Alipal vd. 2021; Bezerra vd. 2020). TiO; bazli implantlarin yiiksek



biyouyumluluk o6zelligi implant yiizeyinde yer alan titanyum elementinin oksijenle

interaksiyonunun bir sonucudur.

Son yillarda 6 farkl: titanyum veya titanyum alagimi ticari olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlar
arasinda 4 tanesi ticari saf titanyum ailesini (CPTi — commercial pure titanium) olusturmaktadir.
GPTi ailesinin liyeleri; Grade I, Grade II, Grade III ve Grade IV seklinde siniflandirilmaktadir.
Titanyum alagimlari ise Ti-6Al-4V ve Ti-6Al-4V-ELI (ekstra diisiik interstisyel) versiyonlardir.
Ti-6Al-4V-ELI modifikasyonu en yaygin kullanilan titanyum alagimidir ve ekstra diisiik

interstisyelleri (oksijen, nitrojen ve karbon) igerir (Agrelli vd. 2022; Osman ve Swain 2015).

Implant ile hastanin kemik dokusu arasindaki fiksasyon implantlarin uzun siire basarili bir
sekilde amaca hizmet etmesinde son derece 6nemli bir etken oldugu rapor edilmistir (Wang vd.
2018). Aksi takdirde, metabolik kemik hastaliklar1 veya implantasyon bolgesindeki iyilesme
stirecindeki basarisizliklar (kronik veya akut inflamatuar reaksiyonlar) nedeniyle doku-implant

arayliziinde lokal olarak kiiciik bosluklar olusabilmektedir (Seemann vd. 2022).

Bazi faktorlerin osseointegrasyonu hizlandirdigi veya inhibe ettigi ¢esitli ¢calismalarla ortaya
konulmustur. Osseointegrasyonu hizlandiran implant ile ilgili faktorler arasinda; implant
dizayn1 ve implant kimyasal kompozisyonu, implant ylizeyinin topografik yapisi, materyal
cinsi/¢esidi, sekil, uzunluk, yaricap implant yiizey modifikasyonu (kaplamasi) gosterilebilir
(Marco vd. 2005). Benzer sekilde konakg¢r kemik yatag: statiisii ve kisiye ait iyilesme
potansiyeli osseointegrasyonu hizlandiran intrinsik faktorlerdir (Linder, Obrant ve Boivin
2005). Ayrica; implantin mekanik stabilitesi ve yiikleme kosullarinin (Soballe 1993), kemik
greftleme, osteojenik biyolojik kaplama ve biyofiziksek sitimiilasyon gibi adjuvan
kullanilmasimin (Khan vd. 2005; Arrington vd. 1996; Younger ve Chapman 1989) ve
simvastatin ve bisphosphonates farmakolojik ajanlarin kullanilmasinin osseointegrasyonu

hizlandirdig: bilimsel olarak rapor edilmistir (Eberhardt vd. 2007; Basarir vd. 2007).

Kemik modifikasyonu islemlerinden sonra, travmanin olusturdugu kanama ve kemik kalintilari,
implant yiizeyiyle temas ettikleri implant bolgesinde cesitli sitokinlerin ve kemik matriks

proteinlerinin salinmasina neden olmaktadir (Perez vd. 2015).

Titanyum yiizeyinin hidrofilikligi, yiik ve topografyaya ilave olarak, iyilesmede siirecinin

basinda onemli bir rol oynar ve albumin gibi plazma proteinlerinin aninda yapismasini



kolaylagtirmaktadir. Bu proteinlerin yerini es zamanli olarak fibronektin ve vitronektin gibi
daha yiiksek afiniteye sahip diger proteinler alir. Fibronektin ve vitronektin olarak bir trombosit
tikaci olusturur ve sonug olarak doku hemostazina yol acar (Bosch-Rué¢ vd. 2021; Rupp vd.

2018; Perez vd. 2015; Terheyden vd. 2012; Vroman vd. 1980).

Sonraki asamalarda; makrofajlar implant ylizeyine yapisir ve yabanci cisim dev hiicrelerini
olusturarak kaynasir. Bu hiicreler fibroblastlar1 fibrogenezi baslatmak ic¢in uyarir (Anderson vd
2008; Song vd. 2000). Bu asamada implant, kemik-implant ara yiizeyindeki fibroblastlarin
kollajenle dolmasiyla birincil stabilitesini tamamlar. Eg zamanl olarak makrofajlar tarafindan
diger proteinler ve sitokinler salgilanir ve bdylece mezenkimal kok hiicrelerin anjiyogeneze ve
osteoblastlara farklilagsmasina yol agar (Terheyden vd. 2012). Kemik morfogenetik proteinleri
eski kemik matriksinden salinarak implant yiizeyi cevresinde yeni kemik olusumunu
gercgeklestirir (Choi vd. 2017; Terheyden vd. 2012). Bu nedenle osseointegrasyon prosesi,
iyilesme  siirecinin  ilk ii¢ asamasi olan hemostaz, immiinoinflamasyon ve

osteogenez/anjiyogenez olaylarinda etkin rol oynar (Wang vd. 2016).
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Sekil 1.3 Ekstraseliilar matriks bileseni olarak integrin ve fibrinektin yapisi (Poole and
Mostago-Guidolin 2021).



Molekiiler diizeyde, bu fazlar agamali olarak meydana gelir ve ekstraseliilar matriste bulunan
fibronektin, vitronektin ve fibrinojen gibi glikoproteinler tarafindan diizenlenir. Bu proteinler,
integrin olarak adlandirilan kemik matriks progenitdr hiicrelerinin reseptorlerine baglanir.
Bunlara; a581, avp3 ve allbB3 integrin proteinleri 6rnek olarak gdsterilebilir (Danen vd. 2002;
Huang vd. 2019; Shekaran vd. 2011). Bununla birlikte; avB3 ve a5B1 integrin proteinleri, hiicre
adezyonu ve farklilagsmas1 mekanizmalarinda etkin rol oynarlar ve osteogenezi tetiklerler (Mas-
Moruno vd. 2016), allbB3 ise hiicre-hiicre etkilesimleri ve trombosit agregasyonu igin

gereklidir (Bledzka vd. 2013).

Osseointegrasyon siirecindeki komplikasyonlar1 6nlemek icin, inflamatuar fazi kontrol etmek
ve osteojenik hiicre adezyonunu, osteoblastik farklilasmay1r ve kemik olusum aktivitesini
uyarmak amaciyla ¢esitli metodolojik yaklagimlar 6ne siiriilmiistiir (Yeo vd. 2015). Bu
baglamda implant yilizeyinin adezyon proteinleri veya fonksiyonel peptidlerle kaplanmasi,
kemik-implant arayiiziinde osseointegrasyonu hizlandirabilir ve osteogenez siirecini
destekleyebilecegi rapor edilmistir (Seemann vd. 2022). implant yiizeyindeki peptitlerin daha
diisiik antijeniteye, daha fazla seg¢icilige ve daha biiylik kimyasal immobilizasyon kapasitesine
sahip olmasi bu yaklagimi giiglendirmektedir (Seemann vd. 2022; Yeo vd. 2015). Bu nedenle,
biyofonksiyonel bir dizi sunan peptitler, biyolojik olarak uygun kosullar i¢in yerel gevreyi
degistirme potansiyeline sahiptir ve bu, kemik veya sistemik metabolik hastaliklar1 olan

hastalar i¢in 6nemli olabilir (Luke vd. 2022).

1.2 INTEGRIN PROTEINLERI

Integrinler; hiicrelerde yaygin olarak bulunan trasnmembran hiicre adezyon molekiilleridir.
Hiicre dis1 farkli ligandlarla etkilesime giren integrinler yapisal olarak of-heterodimerik
reseptor proteinleridir. Bu proteinler hiicre ve onu ¢evreleyen ekstraseliilar matriks (ECM) ile
interaksiyonlara aracilik ettigi i¢in sinyal iletimi ve hemoztasta kritik rol oynarlar (Mezu-

Ndubuisi vd. 2021).

Integrinler; hiicre i¢i aktin hiicre iskeleti ve ECM arasindaki dinamik baglantilari
kolaylagtirarak, ayn1 zamanda hem hiicre dis1t hem de hiicre i¢i mekanokimyasal ve plazma
membrant boyunca uzanan ¢ift yonlii sinyalleri diizenlerler. Bu nedenle; hiicrelerin hayatta
kalmasi, inflamasyon, imiinite, enfeksiyon, trombozis, angiyogenez ve malignanside hayati

derece 6nemli rol oynarlar (Mezu-Ndubuisi vd. 2021; Cooper vd. 2019; Morse vd. 2014).



Integrin ailesi; hiicre ve ECM arasindaki interaksiyonu diizenlemede etkili 24 heterodimerik
hiicre ylizey transmembran protein yapisindan olusmaktadir (Agrelli vd. 2022; Lopez vd.
2019). Tim bu protien formlar1 sadece 2 alt iiniteden olusmaktadir. Bunlar; a ve B alt
tiniteleridir. Simdiye degin farkli yapida 18 a ve 8 B alt iinitesi tespit edilmistir (Agrelli vd.
2022).

Ligand Baglanma
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Sekil 1.4 Integrinlerin yap1 ve aktivasyonu (Mezu-Ndubuisi vd. 2021).

Implantlarin yapildigi biyomalzemelerin en ideal karakteristiklerinden birisi pirojen
olmamalaridir. Pirojenite, canlilarda inflamasyonu tetikleyen herhangi canli veya cansiz unsur

olarak tanimlanabilir. Integrinler, inflamatuarda kilit rol oynayan zar proteinlerdir (Mezu-

Ndubuisi vd. 2021).
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Sekil 1.5 Fibronektin baglayan integrin proteini ve stoplazmadaki reseptdrlerinden bir tanesinin
sematik gosterimi (Nascimento vd. 2023).

Molekiiler seviyede osseointegrasyonun rol oynadigi hemoztaz, immiinoinflammasyon ce
osteogenez olaylar1 fibronektin, vitronektin ve fibrinojen gibi ekstraseliilar matriksde (ECM)
bulunan glikoproteinlerce diizenlenir. Bu proteinler kemik-matriks projenitor hiicrelerinin
integrin ad1 verilen reseptorlerine baglanirlar (Huang vd. 2019; Shekaran vd. 2011; Danen vd.
2002). S6z konusu integrin proteinlere a5B6, avB3 ve allbp3 6rnek olarak gosterilebilir. Bu
proteinlerden avp3 ve a5B1 integrin proteinleri hiicre adezyon ve farklisamast mekanizmasina

katilarak osteogenezi tetiklemektedir (Mas-Moruno vd. 2016).



Gliniimiizde farelerin asilanmasi yoluyla ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmak iizere R-
G-D-baglayici integrinleri hedef alan bazi antikorlar sentezlenmis olmakla birlikte (Takasaka
vd. 2018; Stockis vd. 2017; Weinreb vd. 2004), bu antikorlarin hedef integrin proteini tizerinde
ne diizeyde bir konformasyonel degisiklik yaptig1 bireysel olarak aydinlatilamamistir (Roy vd.
2023).

Giliniimiizde osseeointegrasyon prosesindeki komplikasyonlar1 engellemek icin ¢esiti
metodolojik yaklagimlar ortaya konulmustur. Bu yaklasimlarin ortak noktasi olarak;
enflamasyon fazinin kontrol edilmesi, kemik olusumunun ve osteoblastik farklilasmanin
hizlandirilmas1 gosterilebilir. Bu noktada yapilan giincel bir ¢alismada; implant yiizeyinin
adezyon proteinler ya da fonksiyonel peptitler ile kaplanmasinin kemik-implant arayiiziinde
kemik olusumunu tetikledigi ve bdylece osseointegrasyonu hizlandirdigi rapor edilmistir (Luke
Yeo 2022). Bu amagla daha diisiik antijenik 6zellik gosteren, daha segici ve daha fazla kimyasal
immobilizasyona sahip peptitlerin implant yilizeyine entegre edilebilecegi one siiriilmiistiir

(Seemann vd. 2022; Yeo vd. 2015).

Yukarida agiklanan nedenlerden dolayi integrinlere baglanan dogal ECM proteinlerinin
baglanti noktalarmin mimikri edilmesiyle implant yiizeyleri integrinlere baglanabilecek

peptitlerle kaplanabilir.

Implantlarin, fibronektinden gibi dogal ligandlarina baglanmasinda etkili RGD hiicre yapiskan
dizisi gibi biyoaktif motifler sunacak sekilde degistirilmesi, rejeneratif tipta umut verici bir

yaklasimi temsil eder.

Implantlarin integrinler tarafindan taninma potansiyeli olan biyoaktif molekiillerle
islevsellestirilmesi, daha hizli ve daha gii¢lii osseointegrasyonu tesvik edebilecegi
degerlendirilmektedir. Bu nedenle umut vaadeden bir integrin baglayicinin, hiicre dis1 matris
proteinlerine (integrinlerin biyolojik ligandlar1) benzer 6zellikler sunmas1 gerekir. Hiicreden
hiicreye adezyon oligopeptidi RGD (arginin-glisin-aspartik asit), integrinlerin ligandlarinda

cogu integrin tarafindan taninan spesifik bir bolgedir (Yang vd. 2021).

Bu tez calismasinda; implantlarin osseointegrasyonunda etkin rol oynayan avf3 ve a5pB1

integrin proteinlerine baglanabilecek peptit modelleri arastirilmistir. Peptit modelleri ilgili



integrin proteinlerin dogal ligandlarinin taranmasi ve/veya literatiir arastirmasi sonucunda

integrinlerin baglanabildigi protein sekanslar1 dikkate alinmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL METOT

2.1 PROTEIN VE PEPTITLERIN HAZIRLANMASI

Oncelikle osseointegrasyon prosesine katilan etkili integrin protein yapilar1 tespit edilmistir.
a5B1; osteogenez ve osteogenik farklilasma siirecinde, osteoblast, osteoprojenitér ve kemik
iligi stromal hiicreleri tarafindan sentezlenen kilit proteindir (Shekaran ve Garcia 2011). Bu

amagla; avp3 ve a5B1 proteinleri hedef proteinler olarak tespit edilmistir.

3 boyutlu avp3 ve a5B1 protein yapilar: Protein Data Bank sayfasindan indirilmistir (URL-4).
avfB3 icin 6AVU (Borst vd. 2017) ve a5B1 proteini igin PDB kodu 7NWL (Schumacher vd.
2021) olarak belirlenmistir. Yap1 tizerindeki su, ligand ya da iyon yapilar1 Discover Studio

Visualizer programi yardimiyla uzaklastirilmistir.

Sekil 2.1 avp3 integrin protein 3D yapis1 (6AVU) ve ona bagh antikor molekiilii. avp3 integrin
protein 3D yapist (6AVU) ve ona bagh antikor molekiilii. (Sar1 renkle gdsterilen
domain antikor A agir zincir; B hafif zincir yapis1).
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Peptit modellemesinde Cizelge 2.1'de detaylari verilen motifler kullanilmistir. Peptit modeller;
literatiir taramasi ve integrin proteinlerinin dogal ligandlariyla interaksiyonlarinin Discovery

Studio Visualizer programiyla incelenmesi sonucunda seg¢ilmistir.

Sekil 2.2 a5p1 integrin protein (PDB kodu:7NWL) yapisi.
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Cizelge 2.1 Tez calismasinda kullanilan integrin proteinleri ve peptit modeller.

Protein Peptit modeller
3 harfli kisaltma Tek harfli kisaltma
Ser-Gly-Phe-Ala-Phe-Ser-Ser-Tyr-Asp SGFAFSSYD
Ile-Lys-Tyr-Ala-Ser-Gln-Ser-Ile-Ser-Gly-Ile-Pro IKYASQSISGIP
avB3 Ala-Ser-Gln-Ser-Ile-Ser-Asn-His-Leu ASQSISNHL
Arg-Gly-Asp RGD
Pro-His-Ser-Arg-Asn PHSRN
Ser-Gly-Phe-Ala-Phe-Ser-Ser-Tyr-Asp SGFAFSSYD
Ile-Lys-Tyr-Ala-Ser-Gln-Ser-Ile-Ser-Gly-Ile-Pro IKYASQSISGIP
a5p1 Ala-Ser-Gln-Ser-Ile-Ser-Asn-His-Leu ASQSISNHL
Arg-Gly-Asp RGD
Pro-His-Ser-Arg-Asn PHSRN
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Sekil 2.3 -SGFAFSSYD- peptit sekansinin a¢ik kimyasal yapisi.
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Sekil 2.4 -IKYASQSISGIP- peptit sekansinin acik kimyasal yapisi.
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Sekil 2.5 ASQSISNHL- peptit sekansinin agik kimyasal yapisi.
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Sekil 2.6 -RGD- peptit sekansinin agik kimyasal yapisi.
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Sekil 2.7 -PHSRN- peptidinin farkli agilardan 3D yapisi.
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2.2 MOLEKULER DOCKING SIMULASYONLARI

Makromolekiil ve model peptitlerin molekiiler docking analizleri Boston ve Stony Brook
Universiteleri biinyesinde kurulmus ClusPro 2.0 web-server kullanilarak gerceklestirilmistir
(Comeau vd. 2004). S6z konusu server; protein-protein kompleksleri arasindaki etkilesimi 4
farkli hesaplama modeleri iizerinden gergeklestirmektedir. Bu hesaplama modelleri sunlardir:
(I) van der Waals kuvveti ve elektrostatik interaksiyonlar1 (VdW+Elec); (ii) dengelenmis
(balanced); (iii) elektrostatik tercihli; (iv) hidrofobik tercihli. Hesaplamalarda asagidaki
formiilden faydalanilmistir (Kozakov vd. 2017). Formiilasyon ve hesaplamalara dair detayl

bilgiye http://www.cluspro.org (URL-5) adresinden ulasabilmektedir.

E:O.40 Erep + 'O.40Ea[t + 600Eelec + 1.00 EDARS

Her bir peptit model Discovery Visualizer programinda File > New = Molecule Window -

Build and Edit Protein komutlariyla acilan arayiizde ¢izilmistir.

Discovery Studio Visualizer

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts  Tools  Window  Help
New b % Molecule Window Small Molecules My Tools
= o :
L-ﬂ Open... Ctrl+0 & Protein Sequence Wini Hew: Molecule Window
& OpenURL. cra  Nuclectide Sequence — |
z s . Creates a new Molecule Window, |[EJ [
| = ) @ Script Window
Gt = @ Click here for help
Close ct+w | |
H Save Ctrl+S
Save As..
Page Setup... -‘
Print Preview
= Print.. Ctrl+P
€ E5
Properties... |
Recent Files L |
|
Alt+F4 -‘
Superimpose Proteins !
Search Side-Chain Rotamers 2|
Create Pharmacophore Manually ‘

Sekil 2.8 Discovery Studio Visualizer programi kullanilarak aminoasit sekansi ¢iziminde
izlenen komutlar.
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2.3 MOLEKULLERIN MINIiMAL ENERJi VE MAKSIMUM KARARLILIK
DUZEYINE ALINMASI

3D g¢izilen TiO; nanopartikiilleri Discovery Studio Visualizer programi yardimiyla
goriintlilenmis ve orgili ag yapist incelenmistir. Molekiiliin en kararli halini elde etmek amaciyla

Avogadro yazilimi kullanilmis ve docking dncesinde enerji diizeyi minimize edilmistir.

2.4 MOLEKULER DINAMIK CALISMALARI

Proteinlerin stabiliteleri ve haraket kabiliyetlerini 6lgmek amaciyla gergeklestirilen molekiiler
dinamik calismalar1 detaylar1 Lopez-Blanco ve meslektaslar1 (2014) tarafindan gelistirilmis

online web-server iMODS kullanilarak gergeklestirilmistir (URL-6).
2.5 PROTEINLERIN TOPOLOJIK ANALIZLERI
TiO2 nanopartikiillerinin protein yapilarimin hangi noktalarina baglanabilecegine dair olasi

koordinatlar i¢in CASTp (Computed Atlas of Surface Topology of proteins) yazilimindan
faydalanilmistir (Tian vd. 2018).
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 INTEGRIN PROTEINi - PEPTIT MOTIFLERI MOLEKULER DOCKING

SIMULASYONLARI

S6z konusu tez ¢alismasinda implant yiizeylerinin peptit motifleriyle kaplanmasi ve boylece
canli dokuda enflamatuar olusturmamasi adina integrin proteinlerince taninabilmesi i¢in olasi
peptit motifler arastirilmistir. CASTp algoritmast yarimiyla avp3 ve aSB1 proteinlerin 3D

yapilari tizerinde olas1 interaksiyonlar tespit edilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 avf3 proteini A ve B zincir sekanslar1 ve renk motiflerinin yapisal tanimlamalari.
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Sekil 3.2 a581 proteini A ve B zincir sekanslar1 ve renk motiflerinin yapisal tanimlamalari.

ClusPro server kullanilarak elde edilmis sonuglar Cizelge 3.1'de verilmistir. En diislik kiimeler
(cluster) skoru en giiclii affiniteyi gosterdigi igin farkli kiimeler (cluster) arasindan enerji diizeyi

en diisiik olan degerler kullanilmigtir.
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Cizelge 3.1 Van der Waals ve elektrostatik ¢cekim kuvveti molekiiler docking degerleri.

v d\(’l\;’ E ;lec) Peptit modeli RY d\?VS Ei@lec) Peptit modeli
-144.4 SGFAFSSYD -154.6 SGFAFSSYD
-187.7 IKYASQSISGIP -201.1 IKYASQSISGIP
-142.7 ASQSISNHL -153.7 ASQSISNHL
-106.6 RGD -136.4 RGD
-150.1 PHSRN -178.3 PHSRN

Calismada elde edilen molekiiler docking sonuglar1 agisindan sadece elektrostatik-tercihli

(electrostatic-favoured) sonuglar Cizelge 3.2 °de verilmistir.

Cizelge 3.2 Elektrostatik-tercihli molekiiler docking degerleri.

avp3 Peptit modeli aSp1 Peptit modeli
-845.8 SGFAFSSYD -939.4 SGFAFSSYD
-1016.6 IKYASQSISGIP -975.3 IKYASQSISGIP
-771.9 ASQSISNHL -844.8 ASQSISNHL
-442.9 RGD -492.7 RGD
-685.1 PHSRN -701.8 PHSRN

Protein ve peptit modeller arasindaki yapiya katilan hidrofobik aminoasitlerin rol oynadig:
hidrofobik interaksiyonlar agisindan ortaya konulan docking sonuglari Cizelge 3.3'te
verilmistir. Her ne kadar hidrofobik interaksiyonlar zayif baglar olarak degerlendirilse de tiim

docking skorlar1 agisindan en diisiik enerji (yliksek affinite) bu etkilesimlerde ortaya

konulmustur.
Cizelge 3.3 Hidrofobik-tercihli molekiiler docking degerleri.

avp3 Peptit modeli aSp1 Peptit modeli
-1114.9 SGFAFSSYD -1110.6 SGFAFSSYD
-1214.3 IKYASQSISGIP -1171.3 IKYASQSISGIP
-1034.3 ASQSISNHL -1009.7 ASQSISNHL
-511.7 RGD -387.9 RGD
-805.8 PHSRN -808.3 PHSRN

ClusPro aracili molekiiler docking c¢alismalarinda sonuglar farkli interaksiyonlarla ifade
edildiginden her bir aragtirmact hedef etkilesimi daha saglikli analiz edebilmektedir. Bununla
birlikte genel amacli docking ¢aligmalarinda dengelenmis skorlarin dikkate alinmas1 gerektigi

Onerilmektedir.
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Cizelge 3.4 Dengelenmis molekiiler docking skorlari.

avp3 Peptit modeli a5p1 Peptit modeli
-795.6 SGFAFSSYD -910.2 SGFAFSSYD
-1004.7 IKYASQSISGIP -965.6 IKYASQSISGIP
-781.9 ASQSISNHL -820.0 ASQSISNHL
-427.0 RGD -382.9 RGD
-662.2 PHSRN -643.3 PHSRN

Verilerin protein ve peptit modeli bazinda tiim skorlar agisindan karsilastirilmas: Cizelge 3.5°te

verilmigtir.
Cizelge 3.5 Peptit modeli bazli docking skorlari.
Integrin Peptit modeli (VAW +Elec) Eletlztrrc(;;tl?tlk Hlt(;:_gifl(:ll;lk Dengelenmis
SGFAFSSYD -144 .4 -845.8 -1114.9 -795.6
IKYASQSISGIP -187.7 -1016.6 -1214.3 -1004.7
avp3 ASQSISNHL -142.7 -771.9 -1034.3 -781.9
RGD -106.6 -442.9 -511.7 -427.0
PHSRN -150.1 -685.1 -805.8 -662.2
SGFAFSSYD -154.6 -939.4 -1110.6 -910.2
IKYASQSISGIP -201.1 -975.3 -1171.3 -965.6
a5p1 ASQSISNHL -153.7 -844.8 -1009.7 -820.0
RGD -136.4 -492.7 -387.9 -382.9
PHSRN -178.3 -701.8 -808.3 -643.3

iMODS veri tabanindan alinan ve tez c¢alismalarinda kullanilan proteinlere ait molekiiler
dinamik simiilasyon sekil ve grafikleri agagida sunulmustur.

Deformability

0 200 400 600 800 1000 1200
Atom index

Sekil 3.3 Test protein yapisininin (avB3) deformabilite indeksi.
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Sekil 3.4 Test protein yapisininin (avB3) B-faktor indeksi.
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Sekil 3.5 Test protein yapisininin (avB3) eigenvalue mod indeksi.
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Sekil 3.6 Test protein yapisininin (avB3) varians-mod indeksi.
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Sekil 3.7 Test protein yapisininin (avp3) atom indeksi.
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Sekil 3.8 Test protein yapisinin (avp3) rezidii indeksi.
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Sekil 3.9 Test protein yapisininin (a581) deformabilite indeksi.
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Sekil 3.10 Test protein yapisininin (a531) B-faktor indeksi.
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Sekil 3.11 Test protein yapisininin (a5p1)eigenvalue mod indeksi.
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Sekil 3.12 Test protein yapisininin (a5B1)varians-mod indeksi.
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Sekil 3.13 Test protein yapisininin (a531) atom indeksi.
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Sekil 3.14 Test protein yapisinin (a581) rezidii indeksi.

Sekil 3.15 CATp algoritmas1 kullanilarak elde edilen protein ve etkilesim alanlari.
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BOLUM 4

TARTISMA VE SONUC

S6z konusu ¢alismanin en temel ve Oncelikli amaci; TiOz implantlarinin  dokuya
uyumlulugunun bir 6l¢iisii olan osseointegrasyon isleminin arttirilmasi amaciyla, implant
yiizeylerinin peptit kaplamasi yapilmasi ve boylece enflamatuar proteinlerine kars1 duyarli hale

getirilmesi yoniinde bazi bilgisayar yazilimlar araciligiyla modellemeler yapilmasidir.

Bu amagcla, 2 farkli integrin ad1 verilen enflamatuar proteini ve 5 farkl peptit modeli secilmistir.
S6z konusu protein ve modeller Cizelge 2.1'de verilmistir. Tez calismasi kapsaminda
gerceklestirilen molekiile docking simiilasyonlar1 4 farkli model ile ifade edilmistir. Bu

modeller sunlardir:

(7) van der Waals kuvveti ve elektrostatik interaksiyonlar1 (VdW+Elec);

(if) dengelenmis (balanced);

(i7i) elektrostatik tercihli;

(iv) hidrofobik tercihli.

Bu modeller yapilan c¢alismalarda amaca uygun modelin 6n plana ¢ikarilmasim
hedeflemektedir. ClosPro web-server’da genel amacli bir ¢alismada dengelenmis modelin

dikkate alinmasinin daha saglikli olabilecegi degerlendirilmistir (www.cluspro.org).

Peptit modeller arasinda IKYASQSISGIP her iki integrin protein i¢inde ve tiim docking
skorlarinda en giiclii affiniteye sahip model olarak kaydedilmistir. RGD (arjinin — lizin —
aspartik asit) modeli ise tiim docking simiilasyonlarinda en zay1f affinite gosteren peptit model

olmustur.
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Titanyum bazli implantlarin spesifik peptit kaplamalarin1 amaclayan bir ¢aligmada implant
yiizeyleri icin farkli peptit modelleri olusturulmustur. Bu modeller i¢erisinde RGD modeli en
diisiik affiniteyi gosteren bir tripeptit oldugu rapor edilmistir (Agrelli vd. 2022). S6z konusu

calisma bulgularimizi destekler niteliktedir.

Integrin proteinleri agisindan kiyaslandiginda kimi peptit modellerinin avp3 proteine giiclii
affinite gosterirken kimi modeller a5B1 proteine daha giiclii baglanabildigi tespit edilmistir.
Protein aminoasit kompozisyonu ve peptit model aminoasit sekansinin bu durumda etkili

oldugu degerlendirilmektedir.

Iskelet kas sisteminde meydana gelen ciddi boyutlardaki travmalar ve/veya hastaliklar spesifik
biyomalzemelerden yapilmig gelismis implantlara ihtiyact her gecen giin arttirmaktadir.
Implant basarisizlig1 insan sagligmi olumsuz etkileyen ve giiniimiizde hala problem olmaya
devam eden bir siirectir. Diinya ¢apindaki implantlarin basarisizlik orani yaklasik olarak %10
olarak tahmin edilmektedir (Sakka vd. 2011; Kurtz vd. 2007). Zayif fiksasyon, inflamasyon ve
kemik rezorpsiyonu gibi nedenler implant basarisizliginin temel nedenleri olarak

gosterilmektedir (Abu-Amer vd. 2007).

Son yillarda implantlarin osseointegrasyonunu arttirmaya yonelik degisik yaklasimlar one
striilmistiir. Bu yaklagimlardan birisi, implant yiizeyinin peptit motiflerce kaplanmasidir. Bu
baglamda implant ylizeyinin adezyon proteinleri veya fonksiyonel peptidlerle kaplanmasi,
kemik-implant arayiiziinde osseointegrasyonu hizlandirdigi ve osteogenez siirecini destekledigi
(Seemann vd. 2022). Implant yiizeyindeki peptitlerin daha diisiik antijeniteye, daha fazla
secicilige ve daha biiyiik kimyasal immobilizasyon kapasitesine sahip olmasi bu yaklagimi
giiclendirmektedir (Seemann vd. 2022; Yeo vd. 2015). Bu nedenle, biyofonksiyonel bir dizi
sunan peptitler, biyolojik olarak uygun kosullar icin yerel ¢evreyi degistirme potansiyeline
sahiptir ve bu, kemik veya sistemik metabolik hastaliklar1 olan hastalar i¢in 6nemli olabilir
(Luke vd. 2022). Giincel yapilan bir ¢aligmada bifonksiyonel peptit dizayn edilmis ve hem TiO2
implant ylizeylerindeki oksijen ile interaksiyona giren hem de kalsiyum-fosfat adsorbsiyonunu
tesvik eden peptit modeller gelistirilmistir (Gitelman A and Rapaport 2014). Peptit model
molekiil iskeletiyle ayn1 yiizdeki 2 fosfoserin (pSer) amino asit kalintisindaki oksijen atomuna
baglanacak sekilde dizayn edilmistir. pSer yapisindaki fosfat gruplar1 TiO2 yapisiyla dogrudan

koordine baglar yaparak interaksiyona girmektedir (Gitelman ve Rapaport 2014; Connor ve
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McQuillan 1999). Tiim bu oOrnekler implant yiizeyinin peptit motiflerce kaplanmasinin

molekiiler diizeyde osseointegrasyon siirecini ortaya koyan raporlardir.

Tez konusu c¢aligmaya benzer bir ¢alismada; Agrelli ve arkadaslar1 (2022) osseointegrasyonu
optimize etmek amaciyla titanyum bazli implantlarin ylizeylerinin peptit modelleriyle
kaplanmasin1 ~ Onermislerdir. S6z konusu c¢alisma ClusPro serveri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calismada a5B1, avB3 ve allbB3 integrin proteinleri iizerine bazi peptit
modelleri test edilmistir. a5B1 integrin proteini i¢in -GHTHYHAVRTQTTGR- modeli en ideal
model olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte; avp3 i¢cin -RKLPDALKA- modeli ve allbp3
proteini i¢cin -GHTHYHAVRTQTTGR- modeli en giiclii affinitenin oldugu peptit model olarak
tespit edilmistir.

GHTHYHAVRTQTTGR- peptit modelinin docking sonuglart her bir integrin i¢in -155.5
(avB3), 163.5 (avp3) ve -150.4 (allbP3) olarak tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda elde
ettigimiz -IKYASQSISGIP- peptit modeline ait affinite skorlar1 s6z konusu docking

degerlerinden daha gii¢lii olarak tespit edilmistir.

Molekiiler dinamik ¢aligmalar1 kapsaminda gerceklestirilen analizlerden deformabilite; belirli
bir molekiiliin her bir kalintisinda deforme olma yeteneginin bir 6l¢iistidiir. Grafik iizerinde en
yiiksek tepe noktalarina yaklagsma deformabiliteyi arttirmaktadir. 1200-1400 atom indeksi
degerlerinde en yliksek tepe noktalar1 gozlenlendiginden a5B1 i¢in maksimum deformabilite

bu aralikta tespit edilmistir. Bu degerler avB3 proteini i¢in 800-100 araliginda tespit edilmistir.

B faktorii, PDB yapisini alip buna normal mod analizi (NMA) uygulayarak NMA hareketliligini
8pi” ile carparak hesaplanmaktadir. B-faktdrii analizi ayrica ortalama bir RMS (root mean
square deviation) tahmini saglar. Calismada her iki B faktor degerlerinin birbirine yakin oldugu
tespit edilmistir. Kovaryans matrisi, kompleksteki kalintilarin nasil iligkilendirildigini gdsterir
ve korelasyon ne kadar yiiksek olursa kompleks o kadar iyidir. Kirmizi renk rezidiiler arasinda
iyl bir korelasyon oldugunu, beyaz korelasyon olmadigini, mavi renk ise anti-korelasyon
oldugunu gosteren renklerdir. Her iki protein grubunda pozitif ne negative korelasyonun

yaklasik olarak esit diizeyde baskin oldugu degerlendirilmektedir.

31



Tez calismasindan elde edilen molekiiler docking, deformabilite, B-faktorii ve kovaryans
faktorli analizleri dikkate alindiginda; TiO2 bazli implant yiizeylerinin IKYASQSISGIP ve
PHSRN peptit modeliyle kaplanmasinin avB3 ve a5B1 integrin proteinleriyle etkilesime

girerek osseointegrasyonu hizlandirabilecegi degerlendirilmektedir.
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