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Oz: Antimikrobiyal ve antikanser gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahip olan
Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin  (C22H20N402) en diigiik enerjili molekiiler
geometrisi, teorik konformasyon analizi hesabimi takiben yapilan Yogunluk
Fonksiyoneli Teorisi hesaplamalariyla belirlenmistir. ilk olarak Ramachandran
haritalar1 ve yan zincir dihedral agilari (y) katkisiyla yapilan konformasyon
analizi ile dipeptide ait en olasi molekiiler geometriler belirlenmis, bunlar
icerisinden en diisiik enerjili sekiz konformasyona ait dihedral agilar
konformasyon analizi 6ncesi ve sonrasi olmak flizere karsilastirmali olarak
verilmistir. Bu konformasyonlara ait toplam enerji ve toplam enerjiye katki veren
van der Waals, elektrostatik, hidrojen ve torsiyon enerjileri hesaplanmistir. Bu
sekiz konformasyon igerisinden en diigiikk enerjili konformer, Gaussian03
programina baslangig verisi olarak tanitilmis ve DFT/B3LYP/6-31++G(d,p) teori
seviyesinde optimize edilmistir. Ayrica teorik konformasyon analizi sonucunda
bulunan en diisiik enerjili konformer ile optimize molekiiler geometri
karsilagtirmali olarak verilerek dihedral agilardaki degisimler belirlenmistir.
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Abstract: The lowest energy molecular geometry of the Cyclo(Trp-Trp)
dipeptide (C22H20N402), which has important biological activities such as
antimicrobial and anticancer, was determined by Density Functional Theory
calculations made following theoretical conformation analysis calculation. First,
the most probable molecular geometries of the dipeptide were determined with
the contribution of Ramachandran maps and sidechain dihedral angles (y), and
the dihedral angles belonging to the eight conformations with the lowest energy
were tabulated in comparison with before and after conformation analysis. The
total energy of these conformation and van der Waals, electrostatic, hydrogen and
torsion energy values contributing to this total energy were calculated. Among
these eight conformations, the lowest energy conformer was introduced as the
starting data to the Gaussian03 program and optimized at DFT/B3LYP/
6-31++G(d,p) level of theory. In addition, the changes in dihedral angles were
determined by comparing the lowest energy conformer found as a result of
theoretical conformation analysis and optimized molecular geometry.
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1. Giris

2,5-Diketopiperazinler (DKP), iki amino asitten olusan halka dipeptitlerdir. Son yillarda
DKP'ler, kat1 yapilar1 ve yan zincirleri nedeniyle ilag¢ kesfi alaninda dikkat ¢ekmektedir (Wang, 2013).
DKP'lerin yapilari, reaksiyonlari, tibbi kimyasal 6zellikleri ve potansiyel terapotik uygulamalari ile ilgili
caligmalar literatiirde mevcuttur (Borthwick, 2012; Huang ve ark., 2014). Ayrica, DKP'ler, gelecekte
potansiyel tibbi kullanim i¢in biiyiik bir umut vaat eden kesfedilmemis bir biyoaktif halka peptittir
(Huang ve ark., 2014). insan kolon kanseri hiicre hatlarindan biri olan HT-29 hiicre hatlarmn, histidin
aminoasiti i¢eren cyclo(Gly-His) ve cyclo(Ala-His) gibi siklik (cyclo) dipeptitlerle 6nemli 6lgiide
inhibe edildigi gozlenmistir (Kilian ve ark., 2013). Cyclo(Gly-Leu) dipeptidi basta rahim agzi, kolon ve
meme Kkanserleri olmak iizere 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir (Van der Merwe ve ark., 2008).
Cyclo(Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Ala) (GRGDSPA) heptapeptidi kanser hiicrelerinin metastazini etkili
bir sekilde inhibe edebilmektedir (Zhu ve ark., 2009). 2020 yilinda dogrusal ve halka peptitler lizerine
yapilan ¢aligmada incelenen halka peptitlerin daha yiiksek antienflamatuar aktivite sergiledigi ve bu
sayede bu bilesiklerin enflamatuar bozukluklarin tedavisinde daha iyi aktivite gosterdigi bulunmustur
(Kaur ve ark., 2020). Cyclo (-Pro-Tyr) dipeptidinin antikanser molekiil olarak kullanilabilecegi ve
karaciger kanserini, normal hiicreleri etkilemeden, tedavi etmek i¢in bu dipeptidin yeni bir strateji
olusturabilecegi bulunmustur (Karanem ve ark., 2020).

2000 yilinda halka dipeptitler lizerine yapilan ¢aligmada cyclo(trp-trp) dipeptidinin kanser
terapisinde kullanilabilecek bir ajan oldugu bulunmustur (Graz ve ark., 2000). Halka dipeptitler {izerine
yapilan ¢alismalarda cyclo(trp-trp) dipeptidinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugu
gozlenmigtir (Milne ve ark., 1998; Mander & Liu, 2010). 2010 yilinda yapilan ¢aligmada da bu
dipeptidin bazi bakteri tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Lee ve ark.,
2010).

Yapi-aktivite iligkisi, benzer yapilara sahip kimyasallarin benzer biyolojik aktiviteler
sergiledigini belirten "benzer 6zellik" ilkesine dayanmaktadir (Tong ve ark., 2003; Johnson & Maggiora,
1990).

Bu iliski kapsaminda cyclo(trp-trp) dipeptidinin aktivite gosterdigi en kararli yapinin, yani
konformerin, belirlenmesi bu aktivitenin agiklanmasinda anahtar bir role sahiptir. Bu ¢alismada olas1
konformasyonlarin belirlenebilmesi icin, aminoasitlerin ¢, ¢ ve y dihedral agilarinin tanimlandig
Ramachandran haritalar: (Ramachandhan ve ark., 1963; Ramachandhan, 1968) kullanilarak molekiiler
mekanik yaklagima dayali hesaplama yapan teorik konformasyon analizi (TKA) programi kullanilmigtir
(Maksumov ve ark., 1983).

Hesaplama sonrasi bulunan konformasyonlar arasindan en diigiik enerjili sekiz konformasyon
ayrintili olarak incelenmistir. Bu kapsamda en kararli 8 konformasyona ait toplam enerji ve bu enerjiye
olan katkilar, triptofan aminoasidinin konformasyon analizi 6ncesi ve sonrasindaki yan zincirine ait
dihedral agidaki degisimler Maksumov vd. tarafindan yazilan TKA programi kullanilarak
hesaplanmigtir (Maksumov ve ark., 1983). Son olarak bu sekiz konformasyon arasindan da en diigiik
enerjili konformer Gaussian programina giris verisi olarak tanitilarak yogunluk fonksiyoneli teorisi ile
optimize edilmistir. TKA hesab1 ile bulunan en diisiik enerjili konformer ile optimize geometri
karsilastirilarak yan ve ana zincirdeki degisimler belirlenmistir.

2. Materyal ve Yontem

TKA hesabinda konformasyonlar, toplam enerjileri ve bu enerjiye katki saglayan van der Waals
etkilesimleri, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve donii enerjisi ile birlikte hesaplanmaktadir.

Van der Waals enerjisi 1966 yilinda Scott ve Scheraga tarafindan belirlenen Slater-Kirkwood
denkleminden yararlanilarak Lennard-Jones 6-12 potansiyel fonksiyonu ile hesaplanmistir (Scott &
Scheraga, 1966).

Elektrostatik enerji, bir molekiildeki atomlar iizerinde lokalize edilmis net yiiklere bagli olarak
monopol yaklagimi ile Coulomb yasasi temelinde hesaplanir (Mlynek ve ark., 1980).

Tekli baglar etrafinda rotasyona engelden (torsiyon bariyeri) sorumlu olan temel enerji
bilesenlerini belirleyebilmek i¢in uygulanan teorik modellemelere ragmen, bu engelin kaynagi tam
olarak anlagilmamistir. Bu nedenle, bunlarin elektrostatik, van der Waals ve hidrojen bag katkilariyla
yeterince temsil edilmedigi durumlarda, torsiyon bariyerlerini kalibre etmek icin deneysel veriler
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kullanilmustir. Torsiyon potansiyellerinin bariyer yiikseklikleri ilgili deneysel verilerin mevcut olmadigi
durumlarda ise teorik hesaplama sonuglari kullanilmistir (Momany ve ark., 1975; Mills ve ark., 1988).

Hidrojen bag enerjisi, sulu ¢ozeltiler igin r = 1.8 A bag uzunluguna karsilik gelen 1.5 kcal / mol
hidrojen bagi ayrisma enerjisi degerine sahip Morse potansiyeli kullanilarak belirlenmektedir
(Akverdieva & Godjayev, 2017).

Maksumov vd. tarafindan yazilan TKA programinda (Maksumov ve ark., 1983), giris verisi
olarak tanitilan dihedral agilar [IUPAC-IUB’a gore belirlenmistir (Mills ve ark., 1988). Hesaplanan tim
konformasyonlar arasindan en diisiik enerjili sekiz konformer belirlenmistir. Bunlar arasindan en diisiik
enerjili konformer (I) Gaussian03 programina (Frisch ve ark., 2003) baslangi¢ verisi olarak tanitilarak
Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi (Becke, 1993), B3LYP fonksiyoneli ve 6-31++G(d,p) baz seti ile
optimize edilmis ve Mulliken yiikleri hesaplanmistir.

3. Bulgular

TKA hesabinda Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin giris verisi olarak DKP halkas1 diizlemsel olarak
tanitilmistir ve olas1 konformasyonlar yan zincir dihedral agilarina bagl olarak belirlenmistir (Degeilh
& Marsh, 1959; Dorset, 2010).

TKA hesabi Oncesi ve sonrasina ait yan zincir dihedral agilardaki degisim ve konformasyonlara
ait enerjiler Cizelge 1 ve Cizelge 2’ de gosterilmistir. Bu konformasyonlar Sekil 1’ de verilmistir.

Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi ile hesaplanan optimize geometri ile yiikk dagilimi Sekil 2 ve
Sekil 3’de gosterilmistir. Konformasyon analizi ve Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi hesabi sonrasi
molekiiler geometriye ait dihedral a¢ilardaki degisim Cizelge 3 de verilmistir.

TKA hesabi1 sonrasinda en kararli sekiz konformere ait enerjiler sirasiyla -9.28, -8.29, -7.77, -
7.74, -7.51, -7.34, -6.49 ve -5.98 kcal/mol olarak hesaplanmistir ve toplam enerjiye en fazla katkinin
van der Waals enerjisinden oldugu belirlenmistir. Bu katki sirasiyla -9.79, -8.78, -8.56, -8.30, -8.03, -
8.17, -7.14 ve -6.80 kcal/mol’dir. Demir & Godjaev (2002) tarafindan Pol-Rfamide Il heptapeptidi
lizerine yapilan ¢aligma da olasi konformasyonlar igin molekiiliin kararliliginda van der Waals
etkilesmesinin en dnemli katkiy1 sagladigi, diger 6nemli katkilarin ise sirasiyla elektrostatik ve torsiyon
etkilesmeleri oldugu bulunmustur. Alieva ve ark. (2006) tarafindan tirozin hidroksilazin N-terminal
dizisi Met1-Val60 flizerine yapilan konformasyon analizi hesabinda olasi kararli konformasyonlarda
-212.0 ile -236.3 kcal/mol araliginda van der Waals etkilesiminin en yiiksek katkiy1 sagladigi
bulunmustur. Celik & Kecel-Gunduz (2017) tarafindan Cyclo(Tyr-Cys) ve Cyclo(Phe-Cys) dipeptitleri
iizerine yapilan konformasyon analizinde van der Waals etkilesiminin yiliksek katki sagladigi
bulunmustur.

Konformasyon analizi ve Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi optimizasyonu sonrasinda bulunan en
kararli konformasyonlar incelendiginde (Sekil 4), triptofan aminoasitine ait yan zincirin DKP halkas1
iizerine dogru biikiildiigii ve bu iki aminoaside ait yan zincirlerin birbirlerine yaklastig1 bulunmustur.
Ayrica TKA hesabinda diizlemsel kabul edilen DKP halkasinin, Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi
optimizasyonu sonucunda diizlemsele yakin oldugu bulunmustur (Sekil 4). Yogunluk Fonksiyoneli
Teorisi optimizasyonu sonucunda DKP halkas1 tizerindeki w1(N1-C47), w2(C23-N25), ¢1(N1-C3),
@2(N25-C27), W1(C3-C23) ve W2(C27-C47) dihedral agilar sirasiyla -2.6°, -11.9°, 6.8°, 15.7°, 0.2°,
-7.7° hesaplanmustir. Celik ve ark. (2012) tarafindan Cyclo(His-Phe) dipeptidi {izerine DFT/B3LYP/
6-31++G(d,p) teori seviyesinde yapilan hesaplamalarda DKP halkasi iizerindeki dihedral agilar sirasiyla
-4.31°, -9.86°, 12.40°, 7.05°, -4.82° ve -0.11° hesaplanmigtir. Mendham ve ark. (2009) tarafindan
cyclo(L-Ser-L-Ser) dipeptidi {izerine yapilan X 1s1n1 kristalografisinde bu dihedral agilar 4.5°, 5.4°,-4.1°,
-3.2°, -1.0° ve -1.7° bulunmustur.

TKA hesabinin, Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi optimizasyonu ile benzer sonug vermesi, TKA
hesabinin Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi optimizasyonu i¢in baslangi¢ parametresi olarak
kullanilabilecegini ve bu sayede de daha kisa siirede dogru sonuglar alinabilecegini géstermektedir.
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(V1) (Vi) (Vi)

Sekil 1. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidine ait en kararli sekiz konformer

Cizelge 1. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin en diisiik enerjili sekiz konformerinin TK A hesab1 6ncesi (giris)
ve sonrasina ait (¢ikis) yan zincir dihedral agilardaki degisim (°) ve konformasyonlara ait enerjiler

Konformer  Epagi Etoplam 11 x 12 121 ¥ 22
(kcal/mol)  (kcal/mol)
)] 0 -9.28 GIRIS -60.0 -90.0 60.0 -90.0
CIKIS -56.4 -88.9 66.5 -81.1
(m 0.99 -8.29 GIRIS -60.0 -90.0 60.0 90.0
CIKIS -57.9 -89.3 65.3 94.3
(nn 1.51 -7.77 GIRIS 60.0 90.0 180.0 90.0
CIKIS 62.9 93.6 196.0 66.8
(v 1.54 -7.74 GIRIS 60.0 90.0 -60.0 90.0
CIKIS 70.9 107.3 -53.9 1015
V) 1.77 -7.51 GIRIS 60.0 -90.0 -60.0 90.0
CIKIS 58.2 -92.8 -52.7 94.2
)] 1.94 -7.34 GIRIS 60.0 90.0 180.0 -90.0
CIKIS 70.7 108.5 195.9 -119.6
(Vi 2.79 -6.49 GIRIS 60.0 -90.0 180.0 90.0
CIKIS 56.6 -90.6 193.7 65.1
(V1) 3.3 -5.98 GIRIS 180.0 -90.0 60.0 -90.0
CIKIS 197.2 -122.2 59.6 -88.6
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Cizelge 2. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin en kararli konformerlerine ait enerji katkilar

Konformer Ebagit Etoplam E van der walls E elektrostatik Etorsiyon
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
)] 0 -9.28 -9.79 0.04 0.47
(m 0.99 -8.29 -8.78 0.03 0.46
(D) 151 -1.77 -8.56 0.06 0.73
(v) 1.54 -7.74 -8.30 0.03 0.53
V) 1.77 -7.51 -8.03 0.02 0.50
2)) 1.94 -7.34 -8.17 0.05 0.78
i) 2.79 -6.49 -7.14 0.05 0.60
(VI 3.3 -5.98 -6.80 0.05 0.77

Cizelge 3. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin yan zincir torsiyon agilarindaki (°) degisim

Cyclo(Trp-Trp) 11 x12 21 ¥22
TKA -56.4 -88.9 66.5 -81.1
DFT-B3LYP/6-31++G(d,p) -65.9 -90.3 64.2 -86.4

Sekil 2. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin DFT/B3LYP/6-31++G(d,p) teori seviyesinde optimize yapisi
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Sekil 3. Dipeptidin optimize yapisina ait yiik dagilimi

2

(a)

Sekil 4. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin TKA (a) ve DFT/B3LYP/6-31++G(d,p) teori seviyesi
optimizasyonu (b) sonrast molekiiler geometri karsilagtirmasi

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu ¢aligmada, Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin teorik konformasyon analizi sonrasi belirlenen en
kararli konformeri Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi, B3LYP fonksiyoneli ve 6-31++G(d,p) baz seti
kullanilarak incelenmistir. Hesaplama sonrasi dipeptide ait optimize geometride DKP halkasinin
diizlemsele yakin oldugu ve yan zincire ait yonelimin teorik konformasyon analizi ile belirlenen en
diisiik enerjili konformasyon ile son derece uyumlu oldugu gozlenmistir. Cyclo(Trp-Trp) dipeptidinin
konformasyon olasiliklarinin belirlenmesi, bir ilag olarak fonksiyonlarinin anlagilabilmesi bakimindan
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oldukca onemlidir. Diketopiperazin tiirevi molekiillerin sentezinde belirlenen bu konformasyonlar
referans olarak kullanilabilir.
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Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yiiriitiicii Sekreterliginin
ONAP-2423 numarali projesi ile desteklenmistir.
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