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OZET

SUDA COZUNUR BAKIR VE OKSO-TITANYUM (IV) FTALOSIYANIN
BILESIKLERININ G-QUADRUPLEKS DNA ETKILESIMLERININ CD
SPEKTROSKOPISI ve IZZOTERMAL TITRASYON KALORIMETRISI ILE
ARASTIRILMASI

Gamze SAHIN
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Esra BAGDA
2020, 78 + xviii sayfa

G-quadrupleksler, guanince zengin DNA dizilerinin standart olmayan bir
sekilde, dort guanin niikleotidinin sekiz Hoogsten hidrojen bagi ile birbirine
baglanmasiyla olusan dortlii yapilarin n-n istiflenmeleri sonucunda olusmaktadir. Bu
yapilar genomun telomer bolgelerinde, promotorlerde ve 5' UTR'lerde bulunurlar.

G-quadrupleksler genom Tlzerinde biyolojik olarak onemli bdolgelerde
bulunduklarindan dolay1 bir¢cok hastaligin tedavisinde ilag hedefleri olarak yogun bir
sekilde calisilmaktadir. G-quadrupleks DNA ile etkilesen molekiiller organizmanin
hiicre proliferasyonunda farkliliklara neden olabilmektedir. Bundan dolay1 G-
quadrupleks DNA’larla etkilesimler, G-quadrupleks konformasyonlarindaki
degisimlerin aragtirilmasi, G-quadrupleks yapilarina afinite gosteren bilesiklerin
sentezlenmesi 6nemli bilimsel ¢alismalardir.

Bu caligmada suda ¢oziiniir bakir ftalosiyanin ve titanyum ftalosiyaninlerin,
farkli konformasyona sahip G-quadrupleksler ile etkilesimleri ¢alisiimistir. Calisilan
deneysel sartlarda paralel konformasyondaki AS1411, hibrit konformasyondaki Tel-
21 ve Tel-45 oligomerleri tercih edilmistir. Etkilesimler UV-Gor., floresans, circular
dichroism (CD) spektrofotometrik yontemlerle arastirilmistir. Ayrica termodinamik
parametreler izotermal titrasyon kalorimetrisi (ITC) ile belirlenmistir. Bakir
ftalosiyanin ve titanyum ftalosiyaninlerin c¢alisilan G-quadrupleks aptamerleri ile
etkilestigi, etkilesimlerin konformasyonel degisikliklere neden oldugu, bazi
durumlarda ise konformasyonlar aras1 gecisler oldugu goézlenmistir. Etkilesimlerin
ftalosiyanin bilesiklerinin fotodinamik terapi uygulamalari i¢in énemli bir sorunu
olan agregasyonu engelledigi gozlenmistir. Bakir ftalosiyaninlerin G-quadrupleks

DNA ile etkilesimlerinin titanyum ftalosiyaninlere gore daha kuvvetli oldugu
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bulunmustur. Titanyum ftalosiyaninin AS1411 ile etkilesiminin stokiyometrisinin
yliksek olmasi ve konformasyonda degisiklige neden olmamasi bu kompleksin ilag

tasiyict sistem olarak kullanilabilme potansiyelini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA etkilesimi, Ftalosiyanin, G-quadrupleks, ITC
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF G-QUADRUPLEX DNA INTERACTIONS OF
WATER SOLUBLE COPPER AND OXO-TITANIUM (IV)
PHTHALOCYANINE COMPOUNDS BY CD SPECTROSCOPY AND
ISOTHERMAL TITRATION CALORIMETRY
Gamze SAHIN
Master of Science Thesis
Department of Analytical Chemistry
Supervisor: Ass. Prof. Esra BAGDA
2020, 78 + xviii pages

G-quadruplexes are formed by n-m stacking of G-tetrads, which are formed by
linking four guanine nucleotides with eight Hoogsten hydrogen bonds in guanine-
rich region of genome. These structures are found in the telomere regions of the
genome, promoters and 5 'UTRs.

Since G-quadruplexes are located in biologically important regions on the
genome, they are extensively studied as drug targets in the treatment of many
diseases. Molecules interactions with G-quadruplex DNA may cause differences in
cell proliferation of the organism. As a result, interactions with G-quadruplex DNAs,
investigation of changes in G-quadruplex conformation, synthesis of molecules that
show affinity to G-quadruplex structures are important scientific studies.

In this study, the interactions of water soluble copper phthalocyanines and
titanium phthalocyanines with different conformation G-quadruplexes were studied.
In the experimental conditions, AS1411 in parallel conformation, TEL 21 and TEL
45 oligomers in hybrid conformation were preferred. Interactions were investigated
by UV-Vis., Fluorescence, Circular Dichroism (CD) spectrophotometric methods. In
addition, thermodynamic parameters were determined by Isothermal Titration
Calorimetry (ITC). It was observed that copper phthalocyanine and titanium
phthalocyanines interacted with studied G-quadruplex aptamers, interactions caused
conformational changes and in some cases transitions between conformations were
observed. It has been observed that interactions prevent aggregation, which is an
important problem of phthalocyanine compounds for photodynamic therapy
applications. Interactions of copper phthalocyanines with G-quadruplex DNA were

found to be stronger than titanium phthalocyanines. The interaction of titanium



phthalocyanine with AS1411 has high stoichiometry and did not cause any change in
conformation, which showed the potential of this complex to be used as a drug
delivery system.

Key words: DNA interaction, Phthalocyanine, G-quadruplex, ITC
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1. GIRIS

Ftalosiyanin (Fs) terimi ilk kez 1933 yilinda Prof. P. Linstead tarafindan metalsiz ve
metalli Fs ve bunlarin tlirevleri olan organik bilesikler sinifin1 tanimlamak igin
kullanilmistir (Sen, 2013). Fs’ler yiiksek konjugasyonlu 18-m elektronuna sahip,
diizlemsel, saglam yapili renkli makrosiklik bilesiklerdir. Renkleri maviden yesile
kadar degisebilmektedir (Ozdemir ve Ozgiiney, 2017). Fs’ler hemoglobin, klorofil A,
B12 gibi porfirinlere yapisal olarak benzer olmalarina ragmen dogada bulunmayan
sentetik Uriinlerdir. Fs’ler porfirinler gibi yiliksek aromatik 6zellik gdstermektedirler

(Barut, 2016).

Fs bilesikleri biyomedikal uygulamalarda timit vaad eden malzemeler olarak son
yillarda dikkat ¢gekmektedir (Lim vd., 2012; Sokolov, 1995). Elektriksel 6zellikleri
ve termal kararliliklar ile son zamanlarda boyama, niikleer kimya, kimyasal sensor,
fotodinamik terapi ve kanser tedavisi alanlarinda sik¢a kullanilan bilesiklerdir. Bu
nedenle Fs bilesiklerinin protein ve kii¢iik molekiiller ile etkilesimleri incelenmistir
(Barut, 2017). Bu bilesikler, fotodinamik tedavide fotoduyarlastirici olarak
kullanilmaktadirlar ¢iinkii Fs bilesikleri yakin IR bolgesinde yogun bir absorbansa
sahiptir (Liu vd., 2018).

Deoksiriboniikleik asit (DNA), kararli yapisina bagli olarak genetik bilginin
depolanmasin1 ve nesilden nesile aktarilmasini saglayan canliligin temel yap1 tagidir.
DNA yapisindaki kiiciik miktardaki degisimler dahi, hiicreler igin fizyolojik olarak
biiyiik 6nem tasimaktadir (Barut, 2016). DNA’nin yaygin olarak bilinen ¢ift sarmal
primer yapisinin disinda sekonder yapilart da mevcuttur. DNA’nin sekonder yapisi
olan dort zincirli G-dortlii (G4) yapist bulunmaktadir. G4’lii gruplar, guanin
bakimindan zengin bolgelerde ve ayrica onkogen promotdr bolgelerde bulunan DNA
yapilarindan olusmaktadir. G4’liilerinin istiflenmesi ile G-quadrupleks yapis1 olusur.
Bu yapilar, Hoogsteen hidrojen baglar1 ile olusan G4’liilerin, potasyum ve sodyum
gibi tek yiiklii katyonlar ve ligandlar varliginda stabilize olarak dikey istiflenmesi ile
olugmaktadir (Gluszynska vd., 2018).

DNA; antibiyotik, antiviral ve antikanser ilaglarin gelistirilmesinde hedef olarak

secilen Onemli biyomolekiillerdendir. DNA’nin hiicre dongiisiindeki rollerinden
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dolay1, bu yapiya baglanan birgok ilag ve bilesik gelistirilmistir. Kii¢lik molekiillerin
DNA'’ya baglanma calismalar1 ilag-DNA etkilesimlerini incelemenin yani sira yeni
ve etkili ilaglarin gelistirilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Antikanser ve
antibiyotik ilaglarinin ¢ogu hiicre icinde DNA’y1 hedef alir. Son yillarda DNA ile
etkilesebilen kiiclik molekiillere yonelik ¢alismalar biiyiik ilgi cekmektedir. DNA’ya
baglanan bilesikler DNA’nin aktivitesini etkiler. Metal kompleklerin DNA ile
etkilesiminin arastirilmasi etkili kemoterapdtik ajanlarin ve antikanser ilaglarin

dizayni i¢in 6nemlidir. (Gilad ve Senderowitz, 2013).

Tez kapsaminda iki farkli, suda ¢oziiniir Cu ve Ti ftalosiyanin bilesiginin G-
quadrupleks DNA yapilar ile etkilesimleri incelenmistir. Etkilesimler spektroskopik
olarak Uv-Gor. spektroskopik titrasyon yontemi, Thiazole orange (TO) yer
degistirme yontemi ve circular dikroisim (CD) spektroskopisi ile incelenmistir.
Termodinamik parametreler izotermal titrasyon kalorimetresi (ITC) ile elde

edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ftalosiyanin
2.1.1. Ftalosiyanin ve Tarihcesi

Ftalosiyaninler, adin1 Yunancada mineral yagi anlamina gelen naphta ve koyu mavi
anlamindaki cyanine kelimelerinden almistir. 18-r 16 tyeli (8 karbon, 8 azot)
makrosiklik bilesik olan ftalosiyaninler ilk kez 1907 yilinda Braun ve Tcherniac
tarafindan asetik asit ve ftalimitden o-siyanobenzamid sentezi sirasinda bir yan tiriin
olarak elde edilmistir. Yapilar1 ise 1928’den 1933’¢ kadar Linstead ve grubu
tarafindan yapilan arastirmalar ile aydinlatilmistir. Linstead ¢aligmalar1 neticesinde
cesitli fizikokimyasal dlgilimlerle Fs’lerin yapilarini dogrulamistir ve X-151n1 ya da
elektron mikroskobu gibi metotlarla da ftalosiyaninlerin diizlemselligini tespit
etmistir (Aktas Kamiloglu, 2016). Bdoylelikle ilk kez 1933 yilinda Reginald P.
Linstead tarafindan, ftalosiyanin ismi; metalli ve metalsiz ftalosiyaninler ve
modifikasyonlarinin olusturdugu organik bilesikler smifim tanimlamak igin
kullanilmistir. Hemoglobin ve klorofil gibi dogada bulunan porfirinlere yapisal
olarak benzeyen Fs, yapilan arastirmalar sonucunda bir¢ok farkli uygulama
alaninda, benzersiz Ozelliklerinin bulunmasi ile porfirin gibi tiirevlerinden daha

onemli hale gelmistir. (Linstead, 1934).
2.1.2. Ftalosiyaninlerin Yapisi

Ftalosiyaninlerin renkleri maviden sarimsi yesile kadar farklilik gosterip, merkezi
bosluguna birden fazla metal iyonu alabilen ve koordinasyon bilesikleri olusturan

makrosiklik bilesiklerdir (Yazici ve Yilmazer , 2013).

Fs’ler, kompleks olusumuna dogrudan katilan pirol halkalarindaki dort azot atomu ile
iki imino hidrojen atomu igeren dort iminoizoindolin biriminden olusur ve 18-n
elektron sistemli, simetrik, diizlemsel yapili bir makro halkadir (Stuzhin ve Ol'ga,
1996). Bu merkezin yapist molekiiliin bir biitiin olarak geometrisini ve elektron
yapisin1t belirler. Ayni zamanda metal komplekslerinin olusumundaki kinetik
parametrelerin belirlenmesinde de biiylik 6nem tasimaktadir. Elektronik yap1 N-H

aras1 baglarin kararliligin1 ve solvent molekiilii baglama yatkinligini1 belirlemektedir
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(Zorlu, 2013). Yapisal olarak porfirinlere benzemelerine ragmen yapilarinda bulunan
dort benzo birimi ve mezo konumunda bulunan dort azot atomu nedeniyle

porfirinlerden ayrilir (Bekaroglu, 2014).

Fs molekiiliniin merkezinde yer alan iki hidrojen atomunun periyodik tablonun
hemen hemen tiim metal iyonlariyla yer degistirmesi sonucunda metalli Fs tiirevi
sentezlenebilmektedir. Giiniimiize kadar 70’e yakin sayida farkli element,

ftalosiyaninin merkez atomu olarak kullanilmistir (Dini ve Hanack, 2003).
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Sekil 2.1 Ftalosiyaninlerde merkez atomu olarak kullanilabilen elementlerin gosterimi (Dini
ve Hanack, 2003)

Ftalosiyaninlerin merkezinde metal atomu bulundurmaz ise dihidrojenftalosiyanin
(H2Fs) ya da sadece ftalosiyanin (Fs), merkezinde metal atomu yer alir ise MFs

seklinde ifade edilebilmektedir (Ziminov vd., 2006).
| D
N7 NZ N NRN
D O 0 T
s NH HN N_Ig —N
Vi N
Na N\E N 8

Sekil 2.2 (a) Porfirin, (b) Metalsiz ftalosiyanin (H2Fs), (¢) Metalli ftalosiyanin (MFs) (Sen,
2019)




2.1.3. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ftalosiyanin molekiillerinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, periferal konumlarina
cesitli makro halkalar, substitiientler ve koordinasyon bosluguna farkli metal

atomlar1 eklenerek degistirilebilmektedir (Arslanoglu, 2004).

Fs’lerin en oOnemli fiziksel Ozelliklerinden biri renkleridir. Boyar madde
olduklarindan renkleri c¢ok genis bir yelpazede c¢esitlilik gostermektedir. Fs
bilesiklerinin renkleri maviden sarimsi yesile kadar farklilik gosterir. Renk
olusumundaki farkliliga neden olan unsurlar, Fs halkasina siibstitiie olan ligandlarin
kimyasal 6zellikleri ve ftalosiyaninin kristal yapisidir. Eklenen grubun etkisine gore
bakir ftalosiyanin kompleksi normalde maviyken siilfolandiginda yesil renge

dontstiigi goriilmistiir (Kobayashi ve Lever, 1987; Barut, 2016).

Fs’ler yliksek kimyasal ve termal kararliliga sahiptirler ve 400-500 °C’ye kadar
sicaklikta bozunmadan kalabilirler. Cok saf olarak elde edilebilen bilesiklerdir ¢iinkii

kolay kristallenirler ve bozunmadan sublimlesebilmektedirler (Arslanoglu, 2004).

Fs’ler yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlar1 ile kolayca yiikseltgenir ya da
indirgenebilmektedirler. Yiikseltgenme ve indirgenme metal atomunda ya da
ftalosiyanin halkasinda sartlara bagli olarak da tersinir ya da tersinmez olabilir.
Biitiin ftalosiyaninler kuvvetli yiikseltgenlerle (nitrik asit, potasyum permanganat

vb.) ylikseltgenebilirler (Erbahar, 2012; Barut, 2016).

Ftalosiyanin makro halkasi 18-m elektron sistemine sahip, aromatik ozelliktedir ve
0,3 A sapma ile diizlemsel olup molekiiliin kalinlig1 3,4 A civarinda ve D4h
simetrisindedir. Ftalosiyanin molekiiliiniin kavitesinin ¢ap1 1,35 A ve kalmhg 3,4
A’dur. Metalli Fs’ler olusurken ftalosiyanin halkasinin kavite capi ile kaviteye
yerlesecek metal iyonunun ¢ap1 arasindaki uyum son derece 6nemlidir ¢linkli metal
iyonunun ¢api ftalosiyanin halkasinin kavite capindan kii¢ilk ya da biiylik ise
olusacak metalli ftalosiyanin kompleksi kararsiz olmaktadir. Bunun nedeni ise bdyle

durumlarda metal iyonunun kaviteden kolaylikla ayrilabilmesidir (Gokge, 2013).

Fs’ler izomorfik kristal yapidadir. Substitiientsiz ftalosiyaninlerde o-yapist ve [3-

yapis1 olmak iizere iki kristal yapilar1 vardir. Bu yapilar arasinda ¢oziintirliik, renk,
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termodinamik kararlilik agisindan farkliliklar bulunur. En sik rastlanan yapisi -
formudur ve o-formuna kiyasla daha kararli durumdadirlar. X-1s1mn1 difraksiyonu

yontemi ile bu yapilar ayrilabilirler. Ugiincii bir diger yapi ise X-formudur (Eken
Korkut, 2013).

AN
WL
AN
W
HI
WL

ceform

e —— FPlanar CuPc moilecules

Sekil 2.3 Ftalosiyaninlerin o ve P kristal yapilar (Oztiirk, 2019)

486 A

B-form

A Azot
O Cinko

X-form

Sekil 2.4 Metalli ftalosiyaninlerin kristal yapilarinin sematik olarak gosterimi (Oztiirk, 2019)

Fs’lerin ¢oziiniirliigii, fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin arastirilmasi agisindan
oldukca dnemlidir. Cogu ftalosiyaninin suda ve organik ¢oziiciilerdeki ¢ozliniirliigi
olduk¢a azdir. Bunun nedeni ftalosiyaninlerin hacimli ve diizlemsel yapida olup
kolay istiflenmeleridir. Bu istiflenmenin azalmasi i¢in halkanin periferal ve aksiyel
konumlarina degisik substituentlerin (-SO*, -NR**, -COO~ gibi) eklenmesiyle

ftalosiyaninlerin ¢oziiniirliiglinlin arttirllmas1t miimkiindiir (Matsuzawa vd., 1997;

Kalkan, 2003).

Apolar organik ¢oziiciiler igerisinde ¢oziiniirliiglinii saglamak i¢in Fs molekiillerine
uzun alkil ya da alkoksi zincirleri, biiylik siibstitiientler ya da ta¢ eter gibi

makrosiklik yapilarin eklenmesi gerekmektedir (Cakir vd., 2014).



2.1.4. Ftalosiyaninlerin Kullamim Alanlar:

Endiistriyel alanda genellikle boyar madde ve renklendirici olarak kullanilmakta olan
ftalosiyaninler son yillarda aciga ¢ikan fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile pek ¢ok
alanda kullanim imkani bulmustur. Cok yonli 6zelliklere sahip olmasinin yani sira
amaca gore dizayn edilebilir olmalar: ile kullanim alanlar1 ¢esitlilik gostermektedir.
Genis m-konjuge elektron sistemi ile diisiik enerjili goriiniir bolgede absorbans
yapmalar1 optik-elektronik cihazlarda kullanilmalarina olanak saglamaktadir. Ayrica,
elektriksel iletkenlik, fotoiletkenlik ve non-lineer optik 6zellikleri de optik-manyetik
kayit cihazlarinda ve fotokopi makinelerinde rol almalarina alan agmaktadir (Demir,
2019).

Is1, 151k ve kimyasallara kars1 dayanikliliklar1 bilinmesine ek olarak fotofiziksel ve
fotokimyasal  Ozelliklerinin ~ ortaya ¢ikarilmast ile  birlikte ftalosiyanin
kompleksleriyle farkli uygulama alanlarinda yeni ¢alismalar yapilmaktadir. Bir¢cok
kimyasal modifikasyonla ftalosiyanin halkasinin yapisinin degistirilmesi yoluyla
istenilen Ozelliklerde molekiiller sentezlenebilmesinin yan1 sira kimyasal

reaksiyonlarda homojen ve heterojen kataliz olarak yer almaktadirlar (Demir, 2019).

Pillerde ve likit kristallerde sensor olarak kullanilan ftalosiyaninler, 6zellikle diskotik
stvi kristal tiirevleri fotovoltaik pil calismalarinda ilgi ¢ekmelerine ek olarak tip
alaninda foto hassaslastirict olarak fotodinamik kanser tedavilerinde (PDT)

kullanilmaktadirlar (Barut, 2016; Demir, 2019).

2.2. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)
2.2.1. DNA’nin Tarihsel Gelisimi

Deoksiriboniikleik asit (DNA) Isvigreli bilim adami Friedrich tarafindan 1869
yilinda ilk kez izole edilmistir (Portugal ve Cohen, 1977). Miescher’in ¢aligmalari
neticesinde kesfetmis oldugu madde hiicre ¢ekirdeginde (niikleus) bulundugu igin bu

maddeye "niiklein" adin1 vermistir (Dahm, 2005).

Albert Kossel, DNA ve RNA’nin yapisinda bulunan bes bazin (guanin (G), adenin
(A), timin (T), sitozin (C) ve urasil (U)) kesfinde 6nemli bir rol oynamistir. 1919°da

ise Levene, DNA molekiiliiniin niikleotid birimlerden olusan bir zincir oldugunu ve
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bu niikleotid birimlerini olusturan baz, seker ve fosfati tanimlamistir (Levene, 1919).
1937°de ise William Astbury, ilk X 1511 kirmnim goriintiilerini elde ederek DNA’nin
diizenli bir yapida oldugunu gostermistir. 1944 yilinda Avery ve c¢alisma grubu
DNA’nin genetik madde olarak tasinabilecegini 6nermistir ve bu hipotez, Hershey ve
Chase tarafindan 1952 yilinda dogrulanmistir (Watson ve Crick, 1953). Boylece
DNA’nin ii¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi modern molekiiler biyolojinin temellerini

olusturmustur.

) 4 Kagiik
Bir 1 oluk
tam dénis 7 s - a2k
34 A
o
Seker-fosfat
¥ omurga
4
Biyiik
oluk _Baz eslesmesi
22 &)
J

//I:“— Merkezi eksen

Sekil 2.5 Watson-Crick; ¢ift sarmalli DNA yapis1 (Wing vd., 1980)

2.2.2. DNA’nin Yapisi

DNA; karbon, hidrojen, oksijen, azot, fosfor atomlarindan olusup hiicrenin hayati
fonksiyonlarinda gorev alan bir molekiildiir. DNA, canliya ait kalitsal bilginin
depolanmasi ve taginmasindan sorumludur. Ayrica, hiicrenin canliligi i¢in gerekli
olan RNA, proteinler, enzimler gibi 6nemli biyomolekiillerin sentezlenmesinde
gorev alir (Murray vd., 2003; Rauf vd., 2005). Watson ile Crick’in aydinlattigit DNA

molekiilii niikleotitlerin bir araya gelmesinden olusan dogrusal yapida bir polimerdir.
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Her niikleotid, piirin ya da pirimidin bazli azotlu organik bir baz (niikleobaz), pentoz

seker (2'-deoksiriboz) ve fosfat grubundan olusmaktadir (Watson ve Crick, 1953)

NH,
Z | TN
7
™ )
o 2'-deoksiriboz et N
- | _____ - - baz
O—P—OGH_HOH,C o OH~
| - I
o H H
fosforik asit Ol
NH,
H,O ‘/i
™ == N

o / |
i < ]
-O—P—OCH, o N N/
| ‘FH H?|'
© H H
OH H

niikleotid
Sekil 2.6 DNA nin yapisini olusturan niikleotid birimi (Igsel, 2013)

Niikleotidi olusturan azotlu bazlar, piirin ve pirimidin tiirevli, diizlemsel, heterosiklik
molekiillerdir. Piirin bazlar1 adenin (A) ve guanindir (G). Pirimidin bazlari ise sitozin

(C) ve timin (T) olarak siniflandirilmaktadir (Klug vd., 2009).
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f’n“‘cs’/'%ﬁﬂ B AN f“‘--.... P
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Sekil 2.7 Niikleotitlerde bulunan piirin ve pirimidin tiirevli azotlu bazlarin yapisi (Klug vd.,
1997).

Niikleik asitler zincir meydana getirirken niikleotitler arasinda kurulan baga
fosfodiester bag1 denilmektedir. Olusan zincir yapist belli bir yone dogru yonelir ve
bu yon daima 5° ugta bulunan son sekerin 5° de bulunan karbona bagli hidroksil
grubu ya da fosfat bulunurken 3" ucta bulunan sekerin 3" de bulunan karbona bagli
hidroksil grubu yer almaktadir (Watson ve Crick, 1953; Wing vd., 1980).
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Niikleik asitlerin yapisi, niikleotititlerin yonleri 5' ucundan 3' ucuna dogrudur.
Kovalent baglarla birbirine baglanmalari ile olusmaktadir. Fosfodiester baglar1 ard
arda gelen niikleotidleri birbirine baglamaktadir. Spesifik olarak bir niikleotit
birimindeki 5’-fosforil grubu bir sonraki niikleotidin 3'-hidroksil grubu ile

fosfodiester bagi ile birlestirilir (Hantz vd., 2001).

5"ug
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H H
H H
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O H
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51 C|)
H.Cs o |G
H H
H H
37
3'ug OH H

Sekil 2.8 Niikleik asit zincirinin yapisi (Lodish vd., 2016)

Watson ve Crick’in DNA’nin ii¢ boyutlu yapisina ait onerdikleri modelde ¢ift
zincirden olusan DNA, bir eksen boyunca saga donen ¢ift sarmali olusturmaktadir.
Onerilen DNA cift sarmali birbirine antiparaleldir. Yani zincirlerden birinin 3' ucu ile
digerinin 5' ucu ayni tarafta bulunmaktadir. DNA’nin omurgasini olusturan seker ve
negatif yikli fosfat ¢ift sarmalin disa bakan yiiziinde ve kendilerini saran su
molekiillerine dontiktiir. Yani bu kisim hidrofilik (suda ¢ozilinebilen) yapidadir. Piirin
ve pirimidin bazlar1 ise ¢ift sarmalin ice bakan yiiziinde olup hidrofobik (suda
¢Oziinemeyen) Ozellige sahiptir ve ana eksene dikey olarak yer almislardir. Bu

sekilde diizenlenen DNA molekiiliinde major ve minor olarak adlandirilan biiyiik ve
10



kii¢iik oluklar meydana gelmektedir (Hantz vd., 2001). Bu oluklar birbirlerinin tam
karsisinda olmadiklarindan biiyiikliikleri aym1 degildir. Biiyiik oluk (major) olarak
adlandirilan 22 A genisliginde, kiiciik oluk (minor) ise 12 A genisligindedir (Klug
vd., 2009). Bu oluklar baz giftlerine bitisik bir vaziyettedir ve onlara baglanmak i¢in
bir yer olusturabilmektedirler. Kiiciik oluk biiylik oluga gére daha dar oldugundan
bazlarin kenarlarina erismek daha kolay olmaktadir. Boylece, DNA'daki belli baz
dizilerine baglanan, transkripsiyon faktorii gibi proteinler biiyiik oluktan bazlarin

kenarlarina temas ederler (Pabo ve Sauer, 1984).
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Sekil 2.9 (a) DNA’nin sarmal yapisi, (b) DNA sarmalinda olusan kii¢iik ve biiytlik
oluklar (Igsel, 2013)

Cift sarmalin bir tam doniis yapmasi, birbirini takip eden bazlarin 36° donerek
dizilmesi ve on bazin arka arkaya gelmesi ile gerceklesmektedir. Cift sarmalin cap1
2,0 nm’dir ve bir tam doniiste ¢ift sarmalin boyu 3,4 nm uzunlukta olup her baz ise
0,34 nm’lik bir boy artis1 saglamaktadir. DNA’nin iki zinciri bu sekilde ¢ift sarmal

meydana getirmektedir (Clausen-Schaumann vd., 2000).

Sekonder yapt meydana gelirken en biiyiik etken baz eslesmeleridir. DNA' nin bir

ipliginde yer alan bir baz tipi, diger iplikteki tek bir baz tipi ile bag kurmaktadir.

Buna tiimleyici (komplementer) baz eslesmesi denilmektedir. Bu baz eslesmesinde A

yalnizca T' ne baglanirken, C' de yalnizca G' ye baglanmaktadir. Cift sarmalda

karsilikli olarak birbirine bagl iki baza bir baz ¢ifti denmektedir (Yakovchuk vd.,
11



2006). Piirin ve pirimidin halkalar1 aromatiktir ve diizlemsel yapidadir. Bu yiizden
baz eslesmesi ile meydana gelen sistemin de tiimi diizlemseldir. Bazlar birbirlerine
hidrojen bagi ile baghdir ve bu bazlar arasindaki hidrojen baglarmin uzunlugu
yaklagik 0,3 nm’ dir. Burada olusan hidrojen baglari, kararli yapidadirlar (Hantz vd.,
2001).
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A
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Adenin (A) Timin (T)
Sekil 2.10 G-C ve A-T baz ¢iftleri arasindaki hidrojen baglar1 (igsel, 2013)

Iki iplikcikli DNA yapisi igerisinde, poliniikleotidlerin diizenlenmesi komsu
niikleobazlar arasinda olusan hidrojen baglar1 ve m-m istiflenmesi gibi kovalent
olmayan etkilesimlerde goriilmektedir. Hidrojen baglari, zayif baglar olduklarindan
kopup tekrar olusabilirler. Boylece DNA yapisinda bulunan iki iplik¢ikli zincir
mekanik giic ile ya da yiiksek sicakliga bagli olarak bir fermuar gibi kolayca
birbirinden ayrilip kapanabilmektedir. Bu durum DNA’nin replikasyonuna ve protein
sentezine imkan saglar. DNA sarmalindaki iki iplikli dizide bulunan tiim bilgiler
ipliklerin her birinde kopyalanmis durumdadir. Bu durum DNA kopyalanmasi i¢in
esas bir Ozelliktir. DNA' nin canlilardaki islevleri komplementer baz ¢iftleri
arasindaki spesifik ve tersinir etkilesimler icin sarttir (Clausen-Schaumann vd.,

2000).
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Iki tip baz cifti farkli sayida hidrojen baglar1 olusturmaktadir. A ve T arasinda iki
hidrojen bagi bulunurken G ve C arasinda ii¢ hidrojen bagi bulunmaktadir ve G-C
ciftleri A-T baz ciftlerinden daha giiclii yapidadir. Buna bagh olarak iki DNA
ipliginin birbirine baglanma giiclinii belirleyen, hem DNA ¢ift sarmalinin uzunlugu
hem de G-C baz giftlerinin yiizde oramidir. G-C oranlar1 fazla olan DNA' larin
iplikleri birbirine daha siki baghdir, A-T orani yiiksek iplikleri ise birbiriyle daha
zayif etkilesmektedir (Chalikian vd., 1999).

DNA’nin igerisinde bulundugu ortamm pH’st degistirildiginde ya da ortamin
sicakligr arttirildiginda bazlar arasindaki hidrojen baglar etkilenerek, ¢ift sarmal yap1
acilabilmektedir ve DNA c¢ift sarmalin agilmasi durumuna denatiirasyon adi
verilmektedir. Yapisit bozulan DNA uygun sartlar altinda tekrar eski haline gelebilir.
Buna renatiirasyon denmektedir. Denatiirasyona ugrayan cift iplikli yap1 tek iplikli
yapiya doniistiigiinde absorbans artisi goriilmektedir. Ciinkli yap1 tek zincirli hale
geldiginde 151k, ortamda bulunan bazlara daha kolay ulasabilmektedir. Sicaklik artisi
baslamadan ©Once, molekiil tamamen cift sarmaldir. Sicaklik artis1 ile beraber,
molekiiliin ¢esitli kisimlarindaki baz ciftleri ayrilip baz ¢ifti sayisi, sicaklik artisi ile
artmaktadir. Sarmal yapinin yarisinin tek iplik¢ige acildigi sicakliga, DNA’nin erime
sicakligt (Tm) denir yani 260 nm’deki absorbans artisinin yarisinin tamamlandigi
sicakliktir. Ty degeri G-C baz ¢ifti oranina baglidir. Ciinkii DNA molekiiliinde ne
kadar ¢ok G-C baz ¢ifti var ise iki ipligin ayrilmasi i¢in gereken enerji de o kadar

fazla olmaktadir (Kuetche, 2016; Hernandez-Pérez vd., 2016; Yildirim vd., 2007)
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Sekil 2.11 DNA nin denatiirasyonu (Igsel, 2013; Giircan, 2014)
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DNA’nin baglica ii¢ farkli formu vardir. DNA ¢ift sarmali i¢cin bu konformasyonlar;
A-DNA, B-DNA ve Z-DNA olarak adlandirilmistir. Bu tiirlerinin ¢ift sarmal
yapilarinda farkliliklar mevcuttur. Tiim konformasyonlar iki tane antiparalel
poliniikleotid zincirinin Watson-Crick hidrojen baglariyla birbirlerine baglanmasi
sonucu olusup heliks sekilleri farklidir. B formu, hiicrelerde fizyolojik sartlar altinda
mevcut olan en kararli konformasyondur. DNA molekiillerinin ¢ogu B formunda
bulunmaktadir. Saga doniimlii bir sarmaldir. DNA’daki sag el heliks yapis1 sol el
heliks yapisindan daha kararli bir yapr seklidir. Cift zincirin bir tam doniisiiniin
tamamlanmas1 10 baz c¢ifti (3,4 nm) icermektedir ve baz ¢iftleri sarmal eksenine

dikey olarak yer almaktadir.

DNA’nin A formu da saga doniimliidiir ve bir tam doniis yapmasi i¢in yapt 11 baz
cifti (2,8 nm) igerir. A-DNA’nin B-DNA’ya gore biiyiik oluklar1 daha biiytik, kiiciik
oluklar ise daha kiigtiktiir (Murray vd., 2003; Gokge, 2012).

Z-DNA, DNA’nin ender goriilen bir formudur. Sol el doniimlii heliks yapisindadir ve
her doniisiinde 12 baz ¢ifti kapsamaktadir. Z-DNA formu, DNA’nin 06zel
bolgelerinde kendiliginden ortaya ¢ikip ve gen ekspresyonun kontroliinde énemli rol
oynadigr distiniilmektedir. Normal DNA’nin baz1 kisimlarinda Z-DNA yapisi
goriilebilir. A-DNA, B-DNA molekiiline gore daha kisa ve kalin, Z-DNA ise B-
DNA molekiiliine gore daha ince ve uzun bir yapidadir (Mathews ve Van Holde,

1996 )
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A-DNA

Sekil 2.12 DNA’ nin A, B ve Z formlar1 (Caymaz, 2019)

2.2.3. G-quadrupleks

Cift zincirli sarmal yapi, transkripsiyon ve replikasyon gibi metabolik olaylar
sonunda tek zincirli hale gelmektedir. Olusan tekli DNA zincir {izerinde bulunan
tekrarl1 dizilerin oldugu bolgelerde, belli kosullarda sa¢ tokasi, hag bigimi, ti¢lii ve G-
quadrupleks gibi 6zel yapilar olusmaktadir (Bagda, 2017).

G-quadrupleks DNA, G-dortliisii (G4) olusturmak tlizere guanince zengin DNA
dizilerinden olusmaktadir. Bir G-dortliisii, dort guanin bazinin kare diizlemsel bir
diizende sekiz Hoogsteen hidrojen bagi ile bir arada tutulmasi ile olusmaktadir.
G4’lerin stabilitesi sodyum ve potasyum iyonlart gibi tek yiiklii katyonlara
dayanmaktadir. G4 olarak adlandirilan yapilarin iist {iste n-w istiflenmeleri sonucunda

G-quadrupleks DNA yapis1 olusmaktadir (Baker vd., 2006).
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Sekil 2.13 Telomerik DNA'min potasyum iyonlar1 varliginda bir G4 yapiya
katlanmasinin sematik diyagrami (Yaku vd., 2012)

G4’leri baglayan dis halkalarin ve tetra sarmalli iplik¢iklerin yonelimlerinin farkli
olmasi ile, G-quadrupleksler farkli topolojiler (paralel, anti-paralel, hibrit vb.)
sergilemektedir (Hazel vd., 2004).
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Sekil 2.14 (A) G-quadrupleks yapisinin sematik gosterimi ve bir intramolekiiler
G4’li  yapmin olusmasi. (B) Molekiiler ve intramolekiiler olarak
diizenlenmis farkli G-quadrupleks topolojileri (Cao vd., 2017).
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Guanince zengin nikleik asit sekanslar1 insan genlerinde, oOzellikle telomer
sonlarinda ve bazi fonksiyonel olarak ©Onemli proto-onkogenlerin promotor

bolgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Wei vd., 2015).

Telomerler, kromozomlarin DNA ve protein igeren ug¢ golgeleridir. Temel
fonksiyonlari, enzimatik degredasyonlara karsi kromozom uglarin1 koruyarak
genomik ve kromozomal stabiliteyi saglamak, hiicre boliinmelerinde genetik bilginin
kusursuz kopyalanmasini devam ettirmek ve tiimor varligi ile sonuglanan genetik

mutasyonlarin olusumunu 6nlemektir (Schrank vd., 2018; Nandakumar vd., 2013).

Normal somatik hiicrelerde, replikasyon sirasinda uglarda bulunan kesintili zincirler
kopyalanamadigindan burada bulunan telomer bélgeleri kromozomu korumak ig¢in
kisalmaktadir. Telomerin hiicre boliinmesi icin siirekli kisalmasi, kromozomun
kisalmasina neden olur bu da hiicre boliinmesini durdurup hiicre 6liimiine yol
acmaktadir. Telomeraz ise, reverstranskriptaz enzimidir. Bu enzim  kanser
hiicrelerinde yiiksek aktivite gostermektedir (Cech, 2004; Kim vd., 1994).
Telomeraz, telomer sonlarina baz ekleyerek kisalmasini engellemektedir. Boylece
bu 6zel hiicrelere smirsiz boliinme yetenegi saglamis olmaktadir. Telomerazin
terminal alaninin stabilizasyonu ile aktivitesi inhibe edilebilmektedir. Bu nedenle bu

enzim etkin terdpatik hedeftir (Hurley vd., 2000; Oganesian ve Bryan, 2007).

G-quadrupleks DNA’y1 stabilize edip telomeraz aktivitesini durdurabilen bilesikler
kanser terapisinde ilgi ¢cekmeye baglamistir. Yani bu bilesikler G-quadrupleks DNA
yapisini stabilize ederek telomeraz enziminin telomere ulagsmasini engellemektedir

(Bagda vd., 2017; Leczkowska vd., 2018).

Protoonkogenler,  apoptosis  diizenlenmesinde  kritik  rol  oynamaktadir.
Protoonkogenlerin anormal asir1  ekspresyonu son zamanlarda timorlerde
gozlenmektedir. Ornegin, c-myc proto-onkogen, mide, bagirsak, meme ve
yumurtalik kanseri gibi zor tiimorlerin % 80’ine kadar eksprese edilmektedir
(Pelengaris vd., 2002). Kiiciik molekiiller ile G-quadrupleksi hedefleyerek
protookogenler bastirilabilirler. Bu nedenle, G-quadrupleks, antikanser ilaglarinin
dizaynin1 hedefleyen yeni bir sinif olarak diisliniilmektedir. (Buchholz vd., 2017;
Leczkowska vd., 2018).
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2.3. Kii¢iik Molekiil DNA Etkilesimleri

DNA, basta antikanser ve antiviral ilaglar olmak iizere bir¢ok ilacin farmakolojik
hedefidir. ilaglarin DNA'ya baglanmasi, DNA transkripsiyonunu, replikasyonunu ve
hiicrelerdeki genetik bilginin ekspresyonunu etkilemektedir. Boylece DNA fizyolojik
fonksiyonunu yerine getiremez hale gelmektedir. Bu da bazi durumlarda hiicrenin
Oliimiiyle sonu¢lanmaktadir. Kanserli hiicrelerin ¢ogalmamasi ve yok olmasi i¢in
hiicre Oliimii istenen bir durumdur. Bu durum ise DNA’ya baglanan kiigiik

molekiiller ile miimkiindiir (Lown, 1988; Ocak ve Kara, 2018)

DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin agiklanmasindan birka¢ yil sonra Lerman yapmis
oldugu calismada DNA ile kii¢iik molekiiller arasindaki etkilesimin ilk caligsmalarini
rapor etmistir (Lerman, 1961). Bu calisma ile diizlemsel ve aromatik bir molekiil
olan akridinin DNA baz ciftleri arasina yerlestigi (interkalasyon) goriilmiistiir.
Rosenberg ve arkadaslari cisplatinin DNA’ya kovalent olarak baglanip tiimdrlerin
uzaklastirilmasinda oldukga etkili oldugunu gostermistir (Rosenberg vd., 1967). Bu

arastirmalardan sonra DNA ile molekiillerin etkilesimleri ¢ok ilgi ¢ekmistir.

Yapilan bircok arastirma neticesinde niikleik asitlerin su, metal iyonlar1 ve bu
iyonlarin kompleksleri, kiiclik organik molekiiller ve proteinlerle tersinir olarak
etkilesime girdigi gozlenmistir. Bu gruptaki molekiillere ve iyonlara gesitli metal
kompleksleri, antikarsinojen ve antiviral ilaglar1 ile kompleks antibiyotikler 6rnek

olarak verilebilir (Krugh, 1994).

Tersinir etkilesimler, niikleik asitlerin yap1 ve fonksiyonu iizerinde oldukga
onemlidir. Birinci 6nemi biitiin niikleik asit konformasyonlar1 su, metal iyonlar1 ya
da organik katyonlarla tersinir etkilesimler ile dengelenmektedir. Niikleik asitlerin
konformasyonu iyonik siddet ve organik molekiillerin varlig1 gibi ¢evresel sartlardan
etkilenebilmektedir. Ikinci onemi, kanser ve viral hastaliklara karsi gelistirilen
ilaclarm en 6nemlileri niikleik asitlerle tersinir olarak etkilesen ilaglardir. Ugiincii
Onemi ise, bu maddelerin niikleik asitlerle etkilesimleri niikleik asitlerin hiicre ici
gorevleri hakkinda bilgi vermektedir (Bailly, 2000; Kaim ve Schwederski, 1994;
Pindur vd., 1993).
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Molekiiller, DNA’ya kovalent ya da kovalent olmayan (elektrostatik etkilesim, oluga
baglanma, interkalasyon) etkilesimlerle baglanabilmektedir (Blackburn ve Gait,

2006).

DNA-ilag Baglanma Yollari

A
s p
Kovalent Baglanma Kovalent Olmayan Baglanma
r A N
Elektrostatik Oyuga Baglanma interkalasyon
Etklegim

Biiyiik Oyuk Kiigiik Oyuk

Sekil 2.15 DNA-ilag etkilesim tiirleri (Caymaz, 2019)

2.3.1. DNA ile Kovalent Baglanma

DNA ile kovalent etkilesimler, DNA proseslerinin tamamen inhibe olmasina ve
hiicre 6liimline neden olmaktadir. Kovalent olarak baglanan molekiillerin bir diger
avantaji ise baglanma kuvvetlerinin ¢ok yiiksek olmasidir. Bu yiizden DNA’ya
baglanan molekiil DNA omurgasinda bozulmalara neden olur bdylece transkripsiyon

ve replikasyon proseslerini etkiler (Tekin, 2014).

Kovalent bag yapan Cisplatin {cisdiamindikloroplatin(Il), cis-[PtClo(NH3)2]},
akciger, yumurtalik ve mesane kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir. En basaril
kanser ilaglarindan birisidir ve DNA’daki iki komsu guanin bazinin N(7) azot
atomlar1 ile kovalent bag olusturmaktadir (Sherman vd., 1987; Brabec ve
Kasparkova, 2005). Cisplatin DNA’ya baglandiginda DNA replikasyonunu durdurur
ve protein olusumunu engeller. Boylece DNA ugradigi hasari tamir edemez ve hiicre

cogalamay1p Oliir.

Hiicre duvarini gegen cisplatin sitoplazma icerisine yerlesir. Hiicre icerisinde klor
(Cl) derisimi disiiktiir. Sulu ¢ozeltide kararlt olmayan cisplatin iki CI ligandinin, su

ile yer degistirmesi sonucu hidroliz olmaktadir (Chu, 1994; Jung ve Lippard, 2007).
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Olusan katyonik kompleks DNA tarafindan kolaylikla elektrostatik olarak
cekilmektedir.
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Sekil 2.16 Cisplatinin 6ngdriilen etki mekanizmasi (Go¢gmen, 2014)

Olusan katyonik yapt DNA’ ya iyice yaklasir ve ilk olarak guanin ya da nadiren de
adenin bazinin N7 atomuna tek bagla koordine olur. ikinci bir koordinasyon bagi
olusturarak yakininda bulunan bir bagka guaninin ya da adenin bazinin N7 atomu ile

tepkimeye girer (Takahara vd., 1996 a,b).
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Sekil 2.17 Cisplatinin DNA ile koordinasyonu (Go¢men, 2014)

Cisplatinin yan etkilerinin fazla olmasi ve kanserli hiicrelerin zamanla cisplatine
kars1 direng gdstermelerinden dolay1 yeni antikanser ilag arastirmalart baglamistir.
Boylece, suda iyi ¢oziinen ve yan etkileri daha az olan karboplatin, okzaliplatin ve
nedaplatin gibi yeni antikanser ilaglar gelistirilmistir (igsel, 2013).
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2.3.2. DNA ile Kovalent Olmayan Baglanma

DNA ile etkilesimin tersinir olarak gerceklestigi kovalent olmayan etkilesimlerin
hiicrede DNA’nin yapisini, DNA-protein iligkilerini, torsiyon potansiyelini ve
mitokondriyal DNA’nin aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Fakat bu degisimleri
hangi molekiiler ve biyokimyasal yollar iizerinden yaptigi tam olarak

bilinmemektedir (Sirajuddin vd., 2013).

Kiiciik molekiillerin DNA ile kovalent olmayan etkilesimleri su sekilde
Ozetlenebilmektedir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007; Strekowski ve Wilson,

2007) :

1) DNA’nin seker—fosfat omurgasina elektrostatik olarak baglanmasi: Bu sekilde
gerceklesen baglanma &rnegin Mg?" gibi katyonik tiirlerin varligi durumunda sz
konusudur.

2) Molekiillerin DNA ¢ift sarmal yapisinda bulunan biiylik ve kiigiik oluklara
baglanmasi.

3) Molekiillerin DNA’nin baz ciftleri arasina girerek interkalasyonu. Bu baglanma
sekli genellikle aromatik ve diizlemsel molekiill ya da iyonlar wvarliginda

gerceklesmektedir.

Kovalent Olmayan Etkilesim

| | I
Elektrostatik Etkilesim Oluklara Baglanma Tnterkalasyon

Sekil 2.18 DNA ile kovalent olmayan etkilesimler (Go¢men, 2014)
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Interkalasyon

—— Oluklara Baglanma

Sekil 2.19 Molekiillerinin DNA’ya baglanma sekilleri (Igsel, 2013)

2.3.2.1 Elektrostatik Etkilesimler

DNA ile molekiil arasinda kovalent olmayan baglanma tiirlerinden biri elektrostatik
etkilesimdir. Genellikle DNA ¢ift sarmalinin dis yiizeyi boyunca gergeklesmektedir.
DNA dis yiizeyinde seker-fosfat gruplarmin bulunmasi nedeni ile negatif yiik
tagimaktadir. Ortamda bulunan ve karsit iyon olarak adlandirilan pozitif yiiklii metal
iyonlar1 ile (Na* ve Mg?" gibi) elektrostatik olarak etkilesebilmektedir. Bu sekilde
DNA molekiil arasinda gergeklesen etkilesim ile katli DNA konformasyonlarinin
kararliligin1 saglamaktadir (Manning, 1978; Strekowski ve Wilson, 2007). Pozitif
yluklii iyonlar, DNA’nin negatif yiiklii bliyiik bir kisminin nétralize olmasina neden
olmaktadir. Organik katyonlarin DNA ile etkilesimi sonucu fosfat yiikii notr hale
gelip karsit iyonlar serbest kalmaktadir. Boylece DNA yapisinda degisim meydana
gelebilmektedir. DNA ile elektrostatik olarak etkilesmesi beklenen kiigiik
molekiillerin yapilarinda katyonik bilesenler olmasi gerekmektedir ve bu molekiiller,
ortamda tuz derisiminim azalmast ile DNA’ya daha fazla baglanma

gostermektedirler (Strekowski ve Wilson, 2007).
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Sekil 2.20 DNA ile molekiillerin elektrostatik baglanma modeli (Gokge, 2012)

2.3.2.2. Oluga Baglanma ile Etkilesimi

DNA zinciri boyunca majér ve mindr olmak tizere iki oluk bulunur. Bu etkilesim
yolu ile DNA iizerindeki belirgin bosluklar doldurularak enzimlerin bu bdlgelere
baglanmasi engellenmektedir. DNA’nin yapisinda meydana gelen kiiciik oluklar ile
daha cok kii¢iik molekiiller etkilesmeyi tercih ederken biiyiik oluklar ile genel olarak
protein ve oligoniikleotidler gibi biiyiik hacimli molekiiller etkilesim gostermektedir.
Oluklar arasindaki kimyasal 6zelliklerin farkli olmasmin nedeni ise elektrostatik
potansiyel degisimi, hidrojen bag karakteri, sterik etkiler ve hidrasyon yetenegidir.
Kiigtik oluklara baglanan molekiiller, oluklarin seklini alarak (yarim ay) ve Van der
Waals etkilesimlerinin olusumuna katki saglayarak baglanmay1 kolaylastirmaktadir.
(Gokoglu vd., 2009). Bu molekiiller genellikle adenin (N3) ve timin (O2) bazlarinin
atomlari ile hidrojen bagi olusturabilmektedir. Kiigiik oluklara baglanan molekiillerin
cogu, A-T orami bakimindan zengin olan dizilere baglanmaktadir. (Igsel, 2013;
Bischoff ve Hoffman, 2002). G-C baz ¢iftleri arasinda da benzer fonksiyonel gruplar
bulunmaktadir fakat guaninin amino grubu ve sitozinin karbonil oksijeni arasindaki
gliclii hidrojen baglari, kiiclik oluklara molekiillerin girmesini zorlastirmaktadir
(Blackburn ve Gait, 2006). DNA bazlar ile oluga baglanan molekiiller arasinda
hidrojen baglar1 ya da Van der Waals etkilesimleri oldugundan DNA yapisinda

belirgin bir degisime yol agmamaktadir.
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Sekil 2.21 DNA ile molekiillerin major ve mindr oluklara baglanmasi (Gokge, 2012)

Kiiciik oluklara baglanma gosteren molekiillerin en yaygin olanlari, Sekil 2.22°de
goriildiigli gibi distamycin A dogal bilesigi, sentetik diarilamidinler (DAPI ve
pentamidin) ve bis(benzimidazoller) (Hoechst 33258) olarak gdsterilmektedir
(Yildiz, 2012).
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Sekil 2.22 Kiiciik oluga baglanma gdsteren molekiiller (Yildiz, 2012).

1970’lerin sonunda Sigman ve arkadaslari [Cu(phen):]” katyonik kompleksinin DNA
oluklarina baglandigin1 gosteren bir ¢alisma rapor etmislerdir (Sigman vd., 1979).
Sonrasinda yapilan arastirmalar, bazi metal komplekslerinin DNA oluklarina

baglanabilme yetenegine sahip olduklarini gostermistir.
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2.3.2.3 interkalasyon ile Etkilesimler

IIk olarak Lerman 1960’larin basinda, akridinler gibi belirli heterosiklik aromatik
boyalarin DNA ile etkilesimleri iizerine bir takim calismalar gerceklestirip etkilesim
tiiriini “interkalasyon” olarak adlandirmislardir. Aromatik molekiiller, kovalent bag
olusturmadan, bazlar arasindaki hidrojen baglarin1 parcalamadan; Van der Waals,
hidrojen bagi, hidrofobik ya da elektrostatik kuvvetler ya da bunlarin bir kaci ile
DNA omurgasina dik olarak baglanan molekiillerdir (Baginski, 1997; Martinez ve
Chacon-Garcia, 2005). DNA interkalator kompleksi, - Ortlismesi ile daha kararli
hale gelmektedir. Bu nedenle oluk baglayici ve elektrostatik etkilesimlere gore
iyonik etkilere karsi1 daha az duyarlidir (Bauer ve Vinograd, 1970). Interkalatoriin
DNA bazlarmmin arasindaki bosluga uymasi i¢in seker-fosfat omurgasinda
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu durum sonucunda interkalasyon bdlgesinin
olusumu, DNA ¢ift sarmalini uzatir, giiglendirir, gevsetir ve daha kararli hale getirir.
Her ilag molekiilii baglanmasinda DNA yapisim yaklasik 3 A kadar uzar,
topoizomerazin eylemi ile replikasyon durur ve transkripsiyon ger¢eklesmemektedir.
DNA ve topoizomeraz arasinda olusan bu giiclii kompleks c¢ogalan hiicreleri

oldiirmektedir. Bu yiizden interkalatorler daha toksik yapilardir (Thurston, 2006).

Sekil 2.23 Cift sarmal DNA’ya interkalasyon seklinde baglanma (G6¢men, 2014)

Kanser kemoterapisinde kullanilan antibiyotik kokenli kemoterapdtik ilaglardan bir
kaci Doksorubisin, Daunorubisin ve Epiribusindir. Bunlar interkalasyon yapan
bilesiklerdir. Antikanser ila¢ olarak etkileri kanitlanmistir fakat bu bilesiklerin tedavi
sirasinda 6nemli yan etkileri ve baz1 kanser hiicrelerinin bu ilaglara kars1 zamanla
diren¢ kazanmasi bu ilaglarin kullanimini siirlandirmaktadir. Cogu interkalasyonla
DNA’y1 bloke etmektedir. DNA baz ciftleri arasina girerek DNA replikasyonunu ve

mRNA {iretimini durdurmaktadir (Casciato, 2004).
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Sekil 2.24 Interkalasyon yapan bilesikler (Casciato, 2004)

DNA ile giiglii interkalasyon olusturan bilesiklere en bilindik 6rnek etidyum
bromiirdiir (EB) (Waring, 1965). EB, aromatik diizlemsel bir molekiil olup, niikleik
asit sentezini inhibe etmektedir (Meyer-Almes vePorschke, 1993).

EB tek basina zayif floresans 6zellik gosterirken DNA ile etkilesime girdigi andan
itibaren floresans spektrumunda 610 nm civarinda oldukca siddetli (25 kat daha

fazla) emisyon gostermektedir (Lepecq, 1967).

EB-DNA c¢ozeltilerine, EB’den daha giiclii interkale olabilen bilesikler ilave
edildiklerinde ¢6zeltinin emisyon siddetini onemli Olgiide azalttigi goriilmiistiir.
Emisyon siddetini azaltan bu bilesikler sondiiriicii olarak tanimlanmaktadir. Bu
durum daha giiclii interkalasyon yapan bilesigin EB ile kolaylikla yer degistirerek
DNA'’ya baglanmas1 seklinde ifade edilmektedir (Frederick vd., 1990).

Eti¢vur Bromix
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\
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Sekil 2.25 Etidyum bromiiriin interkalasyonu (Barut, 2016)
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Tamamen diizlemsel yapida olan molekiiller DNA bazlar1 arasina kolayca girebilir
fakat genis hacimli ve diizlemsel molekiiller major ya da minor oluk {izerinden
DNA’ya interkalasyon yapar. Cift tarafli diizlemsel yapilar ise bis interkalasyon yani

ayni anda iki farkli baz ¢ifti arasina girebilmektedir (Strekowski ve Wilson, 2007)

Sekil 2.26 Interkalasyon modlari: a) klasik interkalasyon, b) major ya da minér oluk
tizerinden interkalasyon, c) bis-interkalasyon (Strekowski ve Wilson,
2007)

2.4. Literatiir

Hassani ve arkadaslar1 2018’de yapmis olduklar1 ¢alismada G-quadrupleks DNA ile
suda ¢oziliniir iki anyonik Fs ve iki tane suda ¢oziiniir katyonik CuFs’lerle [Cu (2,3-
tmtppa)] ** ve [Cu (3,4 )] etkilesimlerini incelemislerdir. Etkilesimi belirlemek icin
floresans yer degistirme yontemi sonucunda elde ettikleri bulgulara gore bakir
porfirazinlerin G-quadrupleks DNA'ya baglanmasi, bakir ftalosiyaninden daha giiglii
oldugunu belirtmistir. Porfirazinlerin, anti-kanser bilesikleri olarak kullanilma
potansiyeline sahip ve farmasotik calismalar i¢in uygun kompleks olduklarini

aciklamiglardir (Hassani vd, 2018).

Wilking ve Hennecke’nin 2013°te yapmis olduklar1 ¢alismada G-quadrupleks DNA
ile porfirin TMPyP4’iin etkilesimini Uv-Gér. ve CD spektroskopisi ile
incelemislerdir. Calismada porfirinlerin giiclii bir sekilde G-quadruplekslere
baglandigini bulunmusdur (Wilking ve Hennecke, 2013).

Ren ve arkadaslar1 2007°de yapmis olduklar1 ¢calismada suda ¢dziiniir, oktakatyonik
cinko ftalosiyanin (ZnFs) ile G-quadrupleks DNA etkilesimini incelemislerdir.
Calismada UV spektroskopik termal denatiirasyon yontemi, CD spektroskopik yap1

analizi ve CD spektroskopik erime yontemleri kullanmiglardir. CD spektroskopik
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caligmalar ZnFs'nin G-quadrupleks yapisin1 anti-paralelden paralel forma

indiikleyebildigini géstermistir ( Ren vd., 2007).

Zhang ve arkadaslar1 2012° de yapmis olduklari makale ¢alismasinda G-qudrupleks
ile baz1 liganlarin etkilesimlerini derlemistlerdir. Bu ¢alismada, metal
komplekslerinin, G-quadruplekslere baglandigini, telomeraz aktivitesini inhibe
ettigini  ve belirli onkogenlerin gen ekspresyonunu diizenleyebildigini
gostermislerdir. Metal komplekslerinin, yiiksek afinite ve segicilikle G-
quadrupleklere baglanmasi igin, metal komplekslerinin katyonik gruplan ile G-
quadrupleks'in anyonik omurgasi arasindaki iyonik etkilesimler, oluk baglanmasi ve
interkalasyon olmasi gibi etkilesimlerin olmasi gerektigi sonucuna varilmistir (Zhang
vd., 2012).

Hassani ve arkadasglarmin 2014 yilinda yaptiklari calismada, bakir merkezli Fs
(Cu(PcTs)) ve iki tetrapyridinoporphyrazines grubu tasiyan ([Cu(2,3-tmtppa)]* ve
[Cu(3,4-tmtppa)]*") Fs bilesiklerinin Tel22 G-quadrupleks molekiilii ile olan
etkilesimini  spektroskopik  yontemler kullanarak arastirmiglardir. Calisma
sonucunda, Cu(PcTs) bilesiginin diger iki molekiile gére daha zayif etkilestigi
gosterilmistir. Bununla beraber yapilan CD spektroskopisi ¢alismast sonucunda
Cu(PcTs) bilesiginin G-quadrupleks yapisinda her hangi bir degisime neden olmadig:
gbzlenmistir. ([Cu(2,3-tmtppa)]** and [Cu(3,4-tmtppa)]*’) bilesiklerinin siibstitiient
gruplarinin periferde olup olmamasinin baglanma tizerinde etkili oldugu bulunmustur
(Hassani vd., 2014).

Bagda ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, sandvig tip Fs bilesiginin
Tel-21 ve c-myc G-quadrupleks yapilariyla olan etkilesimi incelenmistir.
Spektrofotometrik titrasyon, CD spektroskopisi ve EB yerdegistirme yontemleri
kullanilan ¢aligma sonucunda s6z konusu Fs bilesiginin Tel-21 G-quadrupleksinin

konformasyonunda énemli degisikliklere yol actig1 bildirilmistir (Bagda vd., 2017).

Bagda ve arkadaglarimin 2017 yilinda yaptiklar1 diger bir calismada, top tipi Fs
bilesiginin Tel-21 ve c-myc G-quadrupleks yapilariyla olan etkilesimi incelenmistir.
UV-Vis spektroskopisi, floresans yerdegistirme ve CD spektroskpisi yontemleri

kullanilan ¢alisma sonucunda, calisilan Fs bilesiginin her iki G-quadrupleks yapisi ile
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etkilestigi, etkilesim sonucunda konformasyonal degisiklikler ve yap1 stabilizasyonu

gozlenmistir (Bagda vd., 2017).

Ramos ve arkaslar1 2019 yilinda ZnFs tiirevleri ile G-quadrupleks DNA etkilesimini
arastirmiglardir. Bu c¢alismada, Uv-goriiniir, floresans ve CD gibi farkh
spektroskopik teknikler kullanilarak, G-quadrupleks stabilize edici ligandlar olarak
dort ya da sekiz pozitif yik tasiyan ftalosiyaninlerin = potansiyeli
degerlendirilmistir. Calismada ftalosiyanin yapisindaki pozitif yiiklerin sayisi ve
pozisyonu ile G-quadrupleks yapilarina seciciligi arasinda bir iliski oldugu sonucuna
varmuslardir. Incelenen ftalosiyaninlerden ikisinin, biri dort periferik pozitif yiikle
(ZnFs1) ve digeri sekiz pozitif yiikle (ZnFs4) G-quadrupleks DNA yapilar lizerinde
yiiksek secicilik ve afinite gosterdigini sdylemislerdir (Ramos vd., 2019).

Yaku ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada G-qudrupleks DNA’nin Fs bilesigi ile
baglanma mekanizmalarini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak G-quadrupleks istiflenme
ve Fs bilesigi ile elektrostatik etkilesim oldugunu belirlemislerdir (Yaku vd., 2012).
Shamsuddin ve arkadaslar1 2017°de yapmis olduklar1 ¢alismada (N, N’-bis[4-[1-(2-
hidroksietoksi)] salisiliden] -fenildiamin ve metal Ni (II) ve Cu (II) kompleksleri
sentezlemiglerdir. Sentezlenmis metal kompleksleri ile G-quadrupleks DNA
arasindaki etkilesimi, UV-Gor. Spektroskopi titrasyon c¢aligmas: kullanilarak
arastirilmistir. Ni (II) ve Cu (II) kompleksleri, u¢ istifleme modu vasitasiyla G-
quadrupleks DNA'ya giiclii bir sekilde baglanmis oldugunu gostermislerdir
(Shamsuddin vd., 2017).

Yaku ve arkadaslart1 2010 yilinda yaptiklar1 g¢alismada anyonik Fs’lerin G-
quadruplekse kars1 sergiledikleri seciciligi arastirip katyonik bir porfirin olan
TMPyP4 ile kiyaslamiglardir. Bu Fs’lerin, dsDNA varliginda bile telomeraz
aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir. Sonu¢ olarak, anyonik gruplara sahip
bilesiklerin, G-quadrupleks hedefli ligandlar1 gelistirmek i¢in kullanilabilirligini
gostermislerdir (Yaku vd., 2010).

Alzeer ve Luedtke 2009 yilinda degisken amino asitlerin tetraamino ¢inko
ftalosiyanin ile reaksiyona sokulmasi ile sentezledikleri amido Fs ile G-quadrupleks
etkilesimini arastirmislardir. Sonug olarak elektrostatik ve istiflenme etkilesimlerinin

oldugunu gostermislerdir (Alzeer ve Luedtke, 2009).
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Bir¢ok porfirin ve Fs bilesigini sentezlenmesine ragmen, G-quadrupleks DNA ile
etkilesimine yonelik ileri ¢alismalar ve bu alandaki termodinamik veriler sinirlidir.
Bu nedenle, Fs’lerin farkli G-quadrupleks yapilar ile etkilesimlerinin aragtirilmasi
(1) antikanser ilag gelistirilmesi, (2) yeni tedavi yontemlerinin kurgulanmasi ve (3)
biyosensor gelistirilmesi agisindan bilimsel 6neme sahiptir. Bu motivasyonla, yapilan
tez calismasi ile bahsedilen amaglara temel olustururak literatiirde varolan eksikligin

giderilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi Kimya Boliimii
Ogretim tyesi Prof. Dr. Mahmut DURMUS tarafindan sentezlenmis, suda ¢oziinen
okta siibstitiiye bakir ve titanyum atomu igeren ftalosiyanin bilesiklerinin farkli
biyolojik alanlarda kullanilma potansiyelleri arastirilmistir. Bu amagcla, s6z konusu
ftalosiyanin bilesiklerinin, farkli DNA molekiilleri ile olan etkilesimleri

belirlenmistir.
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a) CuFs:2,3,9,10,16,17,23,24-Oktakis-[(N-metil-2-merkaptopiridin)
ftalosiyaninato] bakir (IT) stilfat ftalosiyanin
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b) TiFs: 2,3,9,10,16,17,23,24- Oktakis-[(N-metil-2-merkaptopiridin)
ftalosiyaninato] oksotitanyum (IV) ) siilfat ftalosiyanin

Sekil 3.1 Calismada kullanilan (a) CuFs ve (b) TiFs bilesikleri
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3.1. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Tim calisma boyunca distile su kullanildi. DNA baglanma c¢alismalarinda tiim
cozeltiler 100 mM KCl igeren fosfat tamponunda ¢oziildii.

» Fosfat Tamponu
100 mM KClI igeren, 0,2 mM KH>PO4 ve 0,2 mM KoHPO4 ¢ozeltileri hazirlandi.
Uygun oranlarda karistirilarak pH metre ile pH=7,4’e ayarlanip +4 °C’ de muhafaza
edildi. Cozelti pH’lar1 Sartarius Basic marka pH metre (cam elektrod) ile kontrol
edildi. pH metrenin kalibrasyonu belirli araliklarla standart tampon (pH=4,0; 7,0;
10,01) ¢ozeltileri ile yapildi.

» Oligoniikleotid Cozeltileri
Oligoniikleotid ¢ozeltileri 100 mM KCI iceren fosfat tamponu igerisinde satin alinan
firma tarafindan Onerilen derisimlerde (oligomerlerin derisimi 260 nm’deki
absorbans degerlerinden belirlendi) ¢oziildii. Cozeltiler, 95 °C’de 10 dk denatiirasyon

isleminden sonra oda sicakliginda sogutularak +4 °C’de saklandi.

» Ftalosiyanin Cozeltileri
Ftalosiyanin ¢ozeltileri 1,5x10* M olacak sekilde 100 mM KCI igeren fosfat

tamponu icerisinde hazirlandi.

» Thiazole Orange (TO) Cozeltisi
Thiazole orange ¢ozeltisi 200 uM olacak sekilde 100 mM KCl igeren fosfat tamponu

igerisinde hazirlandi.

3.2. Ftalosiyanin Bilesiklerinin DNA Baglanma Ozellikleri incelenmesi

DNA ile metal komplekslerin etkilesimini incelemek i¢in birgok teknik
bulunmaktadir. Uv-Gor. Spektrofotometrik titrasyonlar, floresans problarla yer
degisimi takibi, circular dikroism (CD) spektroskopik olarak yapi degisimlerinin
takibi ve termodinamik verilerin izotermal titrasyon kalorimetresi (ITC) ile

incelenmesi bu tez kapsaminda kullanilan yontemlerdir.
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3.2.1. UV- Goriiniir Absorpsiyon Spektroskopisi ile Titrasyonlar

Uv-Gor. Spektrofotometrik yontemlerle, kiiclik molekiillerin DNA ile etkilesimleri
kolay ve pratik bir sekilde takip edilebilmektedir. Etkilesim nedeni ile molekiillerde
meydana ylik yogunlugu ve yapisal farklilagmalar spektral degisimlere neden olur ve

bu degisimler Uv-Gor. Spektrofotometre ile takip edilebilir.

Tez kapsaminda sentezlenen Fs bilesiklerinin G-quadrupleks yapilari ile etkilesimleri
Uv-Gor. spektrofotometrik yontemlerle incelendi. Calismada ortama eklenen DNA
coOzeltisinin ftalosiyanin bilesigine ait Q bandi ilizerine olan etkisi arastirildi.
Optimum kosullar1 belirlemek, ¢ozeltileri ve yontemin uygulanabilirligini test etmek
acisindan Fs ve DNA molekiilleri ile 6n denemeler yapildi. Bu 6n denemeler

sonucunda deneylerin fosfat tamponu pH=7,4’te yapilmasina karar verildi.

Fs ¢ozeltilerinin derisimleri (2,5x10> M) sabit tutularak 190-800 nm araliginda
spektrum tarandi. Ardindan G-quadrupleks ¢ozeltilerinden artan miktarda eklendi ve
her seferinde pipet yardimiyla karistirilarak 2 dk inkiibe edildi. Tampon ¢ozeltiye
kars1 belirtilen dalga boyu aralifinda spektrumu kaydedildi. Bu isleme DNA
konsantrasyonu asamali olarak arttirilarak ve spektrumda degisim gozlenmeyene
kadar devam edildi. Olgiimler Shimadzu Uv-1800 model spektofotometre (Japonya)

cihazi ile ve 1 cm 151k yoluna sahip kuvartz kiivetlerde gerceklestirildi.

3.2.2. Floresans Yer degistirme Deneyleri
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Sekil 3.2 Thiazole orange (TO)

Thiazole orange ile yer degistirme deneyleri i¢in 200 uM TO iizerine G-quadrupleks

oligomeri eklenerek 2 dk inkiibe edildi. Daha sonra artan miktarda Fs ¢ozeltisi ilave
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edildi. Her seferinde pipet yardimiyla karigtirilarak 2 dk inkiibe edildi ve emisyon
spektrumu kaydedildi. Spektrumda degisim durana kadar ya da sifirlanana kadar
titrasyona devam edildi. Bu deneylerde uyarma dalga boyu 510 nm ve slit araliklart 5
nm’ye ayarlanarak emisyon spektrumu 520-600 nm aras1 kaydedildi. Floresans
emisyon siddeti verileri, Stern-Volmer denklemi ile islenerek Stern-Volmer grafikleri
cizildi. Stern-Volmer grafiginin dogrusal oldugu derisim araligi i¢in Ksy sabitleri
hesaplandi. Floresans yer degistirme c¢aligmalar1 Agilent Carry Eclipse

Spektroflorometre (USA) cihazinda yapildi.

FD
F =1 + K_:_-V[FS]

Sekil 3.3 Stern-Volmer denklemi

3.2.3. CD (Circular Dichroism) Spektrofotometre Deneyleri

Fs  bilesiklerinin ~ G-quadrupleksler  ile  etkilesiminin,  G-quadrupleks
konformasyonunda olusturduklar1 degisimlerin aydinlatilmasi i¢in CD spektroskopisi
yontemi kullanildi. Sabit G-quadrupleks derisimlerinde artan miktarda Fs eklenerek
10 dk inkiibe edildi. 230-300 nm arasinda CD spektrumlari tarandi. Her tarama igin
iki tekrar yapilarak ortalamasi alindi. Spektrumlar tampon ¢ozeltiye karsi tarandi.
240, 260 ve 290 nm’lerdeki pozitif ve negatif eliptisite degerlerinden G-
quadruplekslerin paralel, anti-paralel ve hibrit yapilar1 belirlendi. Fs eklenmesiyle
yapilardaki farklilasmalar izlendi. CD 6lgiimleri Bilkent Universitesi UNAM’da
Jasco J 815 CD spektrofotometre cihaziyla yapildi.

3.2.4. izotermal Titrasyon Kalorimetresi (ITC)

DNA-Fs etkilesimini termodinamik ag¢idan incelenmesi i¢in izotermal titrasyon
kalorimetre yontemi kullanildi. Calismada reverse titrasyon yontemi kullanildi. Fs
cozeltisi (CuFs:0,01087 mM, TiFs: 0,02162 mM) numune hiicresine eklendi. DNA
cozeltisi (Tel-21: 0,165 mM, Tel-45: 0,22 mM, AS1411: 0,223 mM, 40 pL) cihazin
otomatik enjektor sistemine konuldu. 25 enjeksiyonla Fs hiicresine DNA ¢ozeltisi
ilave edildi. Karigtirma hizi 400 rpm, enjeksiyonlar arasi siire ise 180 saniye,
kalorimetrenin hiicre sicakligi 25°C’ye ayarlandi. Referans hiicre distile su ile
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dolduruldu. ITC 6lgiimleri, ITC-200 MicroCal cihazinda (Bilkent-UNAM) yapildi.

Titrasyon verileri cihaz yazilimi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA Baglanma Calismalari
4.1.1. UV-Gor. Spektrofotometre Deneyleri

DNA'min UV-Goriiniir absorbsiyon spektrumunda, elektronik gegislerden sorumlu
ptirin ve pirimidin halkalarindaki kromofor gruplarin UV bdlgesindeki absorpsiyonu

nedeni ile 200-350 nm arasinda bir bant gozlenir (Gonzalez-Ruiz vd., 2011).

UV-Gor. absorbsiyon spektroskopisi, DNA ile kiiciik molekiillerin etkilesimini
incelemek i¢in kullanilan basit ve en etkili yontemlerden biridir. DNA ile kiigiik
molekiillerin etkilesimi sonucu olusan kompleks, absorpsiyon spektrumunda
degisikliklere yol agar. DNA ¢ozeltisine artan miktarda ligand eklenmesi ya da tam
tersi deneysel prosediirle spektrofotometrik titrasyon gergeklestirilir. Etkilesime dair
spektral degisimlerin izlenmesi ile baglanma hakkinda yorum yapilabilmektedir.
Etkilesim sonucu elektron yogunlugu ve sterik farklilagmalarla elektronik
spektrumda iki temel degisim meydana gelir; hiperkromik etki (absorbansta artig) ve

hipokromik (absorbansta azalis) etki (Akdi vd., 2005).

Hiperkromik Etki

“ T

Hipsokromik <——

kayma
Hipokromik
Etki

—»  Batokromik
kayma

Absorbans

v

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.1 UV-Vis spektrumunda olusan kaymalar

36



Hiperkromizm, absorbsiyon bandinda artis1 gosterirken, hipokromizm ise
absorbsiyondaki azalist gosteren oOzelliklerdir (sekil 4.1). 260 nm’de gozlenen
hiperkromik etki, DNA'nin ikincil yapisinin kirilmasi ya da denatiirasyonu anlamina
gelirken hipokromizm, DNA’nin daha kararli hale geldigi anlamina gelir (Arjmand

vd., 2012; Song vd., 2014).

Hiperkromizm, elektrostatik baglanma nedeniyle ya da DNA'nin sarmal yapisinin
acilmasindan kaynaklanmaktadir (Pratviel vd., 1998; Shahabadi vd., 2010). DNA
omurgasinin fosfat grubuna elektrostatik baglanan maddeler, ¢ift sarmal yapiy1 bir
arada tutan hidrojen baglar1 etkilesimini bozarak DNA'nin ikincil yapisinda bir
hasara neden olur. DNA sarmal1 rastgele sarilmis konformasyonda olan iki tek iplik
halinde ayrilarak bircok baz serbest kalir ve baz-baz etkilesimi azalir. DNA
¢ozeltisinin elektronik spektrumunda absorpsiyonunu arttirir (Arjmand ve Jamsheera,

2011).

Yiiksek dalga boylarinda gozlenen hipokromizm, DNA baz c¢iftlerinin arasina
yerlesen bir madde ile DNA bazlarinin orbitallerinin  ¢akismasindan
kaynaklanmaktadir ve bu madde bazlar arasina girerek DNA’y1 kararli hale
getirmektedir. Boylece orbitaller arasi gecis olasiligi azalarak hipokromik etki

gbzlenir (Long ve Barton, 1990; Pyle, 1989).

Interkalasyonda, % 35’den biiyiik hipokromizm ve 15 nm’den biiyiik batokromizm
(kirmiziya kayma) gerceklesebilmektedir (Wang, 2013). Oluklara baglanma ya da
elektrostatik etkilesimlerde ise 6—8 nm batokromizm ya da hi¢ batokromizm
gozlenmemektedir (Rehman, 2015). Etkilesim zayif ise kaymalarda Onemli
degisiklikler olmaksizin yalnizca hipokromik ya da hiperkromik etkiler

gozlenmektedir (Gonzalez-Ruiz vd., 2011).

Tez kapsaminda, artan DNA derisimlerinde Fs bilesiklerinin Q bandindaki
degisimler incelenmistir. Seyrelmeden kaynaklanacak degisimleri belirlemek i¢in ise
sabit Fs derisiminin {izerine artan miktarlarda fosfat tamponu ilavesi ile absorbans

degisimi gdzlemlenmistir.
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Absorbans
Absorbans

400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

() (b)

Sekil 4.2 (a) AS1411 (0-0,0089 mM)-CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari
(b)AS1411 (0,0089-0,024 mM)-CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari

Absorbans
Absorbans

T T T T
400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

(@) (b)

Sekil 4.3 (a) Tel-21 (0- 0,0075 mM)-CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlar: (b)
Tel-21 (0,0075-0,02 mM)-CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari
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Absorbans
Absorbans

400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

(@) (b)

Sekil 4.4 (a) Tel-45 (0-0,0081 mM)-CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari (b) Tel-
45 (0,0081-0,02 mM)-CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari

Absorbans

400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm)
Sekil 4.5 Fosfat tamponu - CuFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari

Sekil 4.2a’da goriildiigii gibi CuFs bilesigi 353 nm de B bandi ve 650 ve 689 nm de
yartlmis Q bandina sahiptir. Ortama ilave edilen AS1411, Q bandinin 650 nm de
hipokromik etkiye neden olmaktadir. Ote yandan 703 nm civarinda yeni bir bandin
olusumu (ya da 689 nm’de gbzlenen bandin 703 nm’ye kaymasi) séz konusudur. Bu
bantta 0-0,0089 mM AS1411 derisimine kadar batokromik kayma (703-705 nm) ile
birlikte hiperkromik etki goézlenmisken, daha yiiksek AS1411 derisimlerinde ise
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dalgaboyunda kayma olmaksizin hipokromik etki gozlenmistir (Sekil 4.2b). Benzer
durumlar hem Tel-21 hem de Tel-45 CuFs etkilesimleri i¢in de gozlenmistir (Sekil
4.3aveb; Sekil 4.4 ave b).

T T T T T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

(a) (b)

Sekil 4.6 (a) AS1411 (0-0,006 mM)-TiFs bilesiginin UV- Gor. spektrumlart (b)
AS1411 (0,006-0,02 mM)-TiFs bilesiginin UV-Gor. spektrumlari

Absorbans

0,0 T T T T 0,0 T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

() (b)

Sekil.4.7 (a) Tel-21 (0-0,002 mM)-TiFs bilesiginin UV- Gor. spektrumlar1 (b) Tel-
21 (0,002-0,02 mM)-TiFs bilesiginin UV- Gor. spektrumlari
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0,0

Sekil 4.8 (a) Tel-45 (0-0,004 mM)-TiFs bilesiginin UV- Gor. spektrumlari

Absorbans

Sekil 4.9

T T T T T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm) Dalgaboyu (nm)

(@) (b)

Tel-45 (0,004-0,02 mM)-TiFs bilesiginin UV- Gor. spektrumlari

1,6

800

700

400 500 600

Dalgaboyu (nm)

Fosfat tamponu - TiFs bilesiginin UV- Gor. spektrumlari

(b)

Sekil 4.6a’da gortldigi gibi TiFs bilesigi 664 ve 709 nm de ikiye yarilmis Q
bandina sahiptir. Ortama eklenen AS1411, 709 nm’deki bantta batokromik kaymaya

neden olmustur (712 nm). CuFs bilesiginde gozlendigi gibi, 712 nm’de olusan bantta

diisiik G-quadrupleks derisimlerinde hiperkromik etki, yiiksek derisimlerde ise
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hipokromik etki gozlenmistir. Benzer durumlar hem Tel-21 hem de Tel-45 TiFs
etkilesimleri i¢in de gozlenmistir (Sekil 4.7.a ve b; Sekil 4.8. a ve b).

4.1.2. Floresans Yer Degistirme Deneyleri

DNA-ligand etkilesiminin incelenebildigi diger bir spektroskopik yontem floresans
problar kullanarak gerceklestirilen yer degistirme calismalaridir. Bu calismalarda
kullanilan ethidium bromiir, thiazole orange, syber green gibi floresans problarin
DNA’ya baglanmasi ¢alisilmis ve kanitlanmistir. Bu yontemde, DNA 6nceden prob
ile etkilestirilir ve florensans emisyonu kaydedilir. Daha sonra incelenen ligandla bu
kompleks (prob-DNA) titre edilir. Eger ilave edilen ligand, floresans siddetinde
azalma meydana getiriyorsa baglanmis olan probu yerinden cikarttigini1 ve ligandin
DNA’ya baglandigi diisiiniilmektedir (bu durum diger tim deneysel veriler de
destekliyorsa gecerlidir) (Barone, 2013). Tek basina zayif floresans 6zellige sahip
Thiazole Orange (TO), DNA ile etkilestiginde 520-600 nm’ler arasinda kuvvetli
emisyon gosterir. DNA ile etkilesebilen baska bir ligandin ortama eklenmesi DNA-
TO kompleksindeki TO’mn ligand ile yer degistirmesi emisyon siddetini
distirmektedir. Meydana gelen azalma, prob molekiiliiniin yerine ortama eklenen
molekiiliin DNA ile etkilestigini gosterir. Sabit tutulan oligomer, TO derisimlerine
kars1 ortama artan miktarda Fs bilesikleri eklenerek her ekleme sonunda floresans
emisyon degisimi izlendi. CuFs ve TiFs bilesikleri i¢in Stern Volmer sabitleri ve

elde edildikleri denklemin r* degerleri Tablo 4.1 de verilmistir.

Tablo 4.1: Fs bilesiklerinin Ksy sabitleri

Oligomer | Ksv+SS* r? araligl | Kesim [Fs], M
noktasi=SS*

AS1411 | 50236+8739 0,98-0,99 | 0,986+0,003 0-1,28x107
CuFs | Tel-21 85271+15917 | 0,96-0,99 | 0,984+0,014 0-1,28x107°

Tel-45 64655+26286 | 0,95-0,99 | 0,978+0,004 0-1,28x107

AS1411 | 36303+2581 0,98-0,99 | 0,993+0,004 0-1,28x107
TiFs | Tel-21 171791£20507 | 0,98-0,99 | 0,977+0,019 0-1,28x107°

Tel-45 228634423256 | 0,93-0,95 | 0,879+0,013 0-1,28x107°

*SS, n=3 i¢in hesaplanan standart sapma
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Sekil 4.12 Tel-45 - CuFs bilesiginin floresans yer degistirme grafigi
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Sekil 4.13 AS1411- TiFs bilesiginin floresans yer degistirme grafigi
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Sekil 4.14 Tel-21 - TiFs bilesiginin floresans yer degistirme grafigi
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Sekil 4.15 Tel-45 - TiFs bilesiginin floresans yer degistirme grafigi
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4.1.3. izotermal Titrasyon Kalorimetri (ITC)

G-quadrupleks DNA ile ftalosiyanin etkilesimlerinin termodinamik yo6nden
incelenmesi ic¢in izotermal titrasyon kalorimetrisi (ITC) yontemi kullanildi. Bu
titrasyon yontemi kiiciik molekiillerin biyomakromolekiillere baglanmasini
karakterize etmek icin kullanilan etkili ve hassas araglardan bir tanesidir. Kompleks
olusumunu, baglanma stokiyometrisini ve baglanma enerjilerini harekete geciren
molekiiler kuvvetler hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir (Buck vd., 2013).

Tez kapsaminda ITC c¢alismalarinda Oncelikli olarak deneysel parametrelerin
optimizasyonu gerceklestirildi. Ligand ve biyomolekiil derisimleri, titrasyon tiiri,
karistirma hizi, enjeksiyon sayisi, enjeksiyonlar arasi siire gibi ITC deneylerini
etkileyen parametreler arastirildi. Optimizasyon caligmalarinda CuFs ve AS1411
oligomeri kullanildi ve derisimler disinda elde edilen optimum kosullar diger liganda
ve oligomerlere uygulandi. Optimizasyon c¢aligmalari sonucu reverse titrasyon
yonteminin uygun oldugu goriildii. 1+25 defa enjeksiyon yapilmasina, enjeksiyonlar
aras1 slirenin 180 s ve karigtirma hizinin 400 rpm olmasina karar verildi. Elde edilen
ham veriler ITC-200 MicroCal cihazinin programi ile degerlendirildi. Elde edilen
ham data ve ITC diyagramlar1 Sekil 4.16- Sekil 4.21°de verilmistir.

Tablo 4.2’de CuFs, Tablo 4.3’de ise TiFs bilesinin oligomerlerle etkilesimlerine ait

termodinamik parametreler goriilmektedir.
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Tablo 4.2: CuFs bilesiginin oligomerlerle etkilesimlerine ait termodinamik
parametreler

AH AG AS
(cal/mol) (kcal/mol) (cal/mol/deg)

N K, M

AS1411 2,0+0,16 1,33x10°+3,37x10* M"! -8,58x10*3,13 x10* -7,1 -264
Tel-21 2,0+0,04 3,21x10°+3,76x10* M"! -6,62 x10* £4,94x103 -7,5 -197

Tel-45 1,5+0,23 1,09x105+3,43x10* M"! 9,23 x10% 3,55x10* 6,8 287
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10 15 20 25 30 35 40 45

Mol orani

Sekil 4.16 CuFs bilesiginin AS1411 oligomeri ile ITC diyagrami (Reverse titrasyon,
0,223 mM AS1411, 0,01087 mM CuFs)
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Sekil 4.17 CuFs bilesiginin Tel-21 oligomeri ile ITC diyagrami (Reverse titrasyon,
0,165 mM Tel-21, 0,01087 mM CuFs)
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Sekil 4.18 CuFs bilesiginin Tel-45 oligomeri ile ITC diyagrami (Reverse titrasyon,
0,22 mM Tel-45, 0,01087 mM CuFs)
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Tablo 4.3: TiFs bilesiginin oligomerlerle etkilesimlerine ait termodinamik
parametreler

N

K, M

AH
(cal/mol)

AG
(kcal/mol)

AS
(cal/mol/deg)

AS1411
Tel-21

Tel-45

5,2+0,57
2,0+0,04

3,2+0,17

1,08x10+2,88x10* M"!
3,17x10%£5,39x10* M"!

1,81x10°+4,99x10* M"!

-1,18x10%5,7 x102
-1,40x10% +1,16x10°

-1,65x10% 5,03x10?

-6,7

-17

Zaman (dk)

7o

80

ucal/saniye

kcal/ Mole of Injectant

1.0 1.5

Mol orani

2.0

25

Sekil 4.19 TiFs bilesiginin AS1411 oligomeri ile ITC diyagrami (Reverse titrasyon,
0,223 mM AS1411, 0,02162 mM TiFs)
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Sekil 4.20 TiFs bilesiginin Tel-21 oligomeri ile ITC diyagrami (Reverse titrasyon,
0,165 mM Tel-21, 0,02162 mM TiFs)
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Sekil 4.21 TiFs bilesiginin Tel-45 oligomeri ile ITC diyagrami (Reverse titrasyon,
0,22 mM Tel-45, 0,02162 mM TiFs)

4.1.4. Circular Dichroism (CD) Spektrofotometre Deneyleri

CD spektroskopisi, G-quadrupleks yapilarinin karakterizasyonunu belirlemek i¢in
kullanilan o6nemli yontemlerden biridir. Tez kapsaminda, g¢alisilan G-
quadruplekslerin ftalosiyaninlerle etkilesimine bagli olarak yapisal degisikliklerini
incelemek icin CD spektroskopi teknigi kullanildi. Bu kapsamda, G-quadrupleks
DNA iceren ¢ozeltilere artan derisimlerde Fs ¢ozeltileri eklenerek, son hacimleri 1
mL olacak sekilde tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Cozeltiler 10 dk inkiibasyondan
sonra 1,5 mL hacimli, 1 cm 151k yollu kuvartz kiivetlere aktarilarak 230-330 nm arasi1

CD spektrumlari taranmistir (mol oranlar1 Fs: DNA yaklasik 0-9).
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Sekil 4.21 AS1411’°in CuFs bilesigi ile titrasyonuna ait CD spektrumu
(cAs1411=2,5 uM; cCuFs=0-22,5 uM)

Sekil 4.21 goriildiigii gibi calisilan deneysel sartlarda AS1411 G-quadrupleks
yapisinin CD spektrumunda 260 nm de pozitif, 240 nm civarinda negatif eliptisite
degerine sahip pikler gozlenmistir. Ortama 7,5 uM derisimine kadar CuFs ilave
edilmesi (nCuFs/nAs1411 yaklasik 3 kat) eliptisite degerinde 6nemli bir degisiklige
neden olmamistir. CuFs’nin derisiminin daha fazla artirilmasi ise 260 nm civarindaki
pikte hipokromik etkiye neden olmustur. 22,5 upuM CuFs derisiminde
(nCuFc/nAsl1411 yaklasik 9 kat) CD spektrumunun 310 nm civarinda indiiklenmis

zay1f bir pik gézlenmistir.
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Sekil 4.22 Tel-21’in CuFs bilesigi ile titrasyonuna ait CD spektrumu (cTel-21=2,5
uM; cCuFs=0-22,5 uM)
Sekil 4.22°de Tel-21 G-quadrupleks yapisi lizerine CuFs’nin etkisi goriilmektedir.
Tel-21’in CD spektrumunda 240 nm civarinda negatif, 250-260 nm ve 280-290 nm
aralifinda pozitif eliptisite degerlerine sahip pikler gozlenmektedir. Ortama ilave
edilen CuFs (mol orani olarak yaklasik 3 kat oraninda) 280-290 nm araligindaki
bantta hiperkromik etkiye neden olmus, 250-260 nm civarindaki pikte ise
hiperkromik etki ile birlikte batokromik kayma goézlenmistir. CuFs mol oraninin 9
kata kadar artirilmasi 250-260 nm civarindaki pikin 6nemli 6l¢iide yok olmasina ve

315 nm civari pozitif eliptisiteye sahip bir pikin olusmasina neden olmustur.

53



Jetd

—— 0
7,5uM
2e+8 c=h—e- 150 M

1e+8

[e],,

-le+8 +

220 240 260 280 300 320

Dalgaboyu, nm

Sekil 4.23 Tel-45’in CuFs bilesigi ile titrasyonuna ait CD spektrumu (cTel-45=2,5
uM; cCuFs=0-22,5 uM)
Sekil 4.23°den goriildiigii gibi Tel-45 G-quadrupleks yapist ve CuFs ile etkilesimi
Tel-21 G-quadrupleks durumuna benzemektedir. Tel-45 CD spektrumunda da, Tel-
21’de gozlendigi gibi 260 ve 280-290 nm araliklarinda pozitif, 240 nm civarinda
negatif eliptisite degerlerine sahip pikler mevcuttur. Ortama CuFs’nin ilave edilmesi
(mol orani olarak 3 kat1 oraninda) 260 nm civarindaki pikte batokromik kayma ve
hiperkromik etki, 280-290 nm aralifindaki pikte ise hiperkromik etki gozlenmistir.
CuFs bilesiginin miktarinin daha da fazla artmasi piklerde hipokromik etkiye neden

olmustur.
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Sekil 4.24 AS1411’in TiFs bilesigi ile titrasyonuna ait CD spektrumu (cAs1411=2,5
uM; cTiFs=0-22,5 uM)

Sekil 4.24’de AS1411 G-quadrupleks yapisi tlizerine TiFs bilesiginin etkisi
goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi, 9 kat oraninda TiFs’nin eklenmesi dahi

AS1411 CD spektrumunda 6nemli bir degisiklige neden olmamastir.
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Sekil 4.25 Tel-21’in TiFs bilesigi ile titrasyonuna ait CD spektrumu (cTel-21=2,5
puM; cTiFs=0-22,5 uM)
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Sekil 4.25’den goriildiigii gibi Tel-21°in 260 ve 290 nm civarlarinda pozitif
eliptisiteye sahip piklerinde ortama TiFs ilave edildigi zaman hiperkromik etki
gozlenmistir. Ortama eklenen TiFs miktarinin Tel-21’in 9 kati kadar oldugu
durumda ise 280-290 nm civarindaki pikte maviye kayma ve bununla birlikte 300

nm’nin iistlinde iki tane yeni pik olusumu s6z konusudur.
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Sekil 4.26 Tel-45’in TiFs bilesigi ile titrasyonuna ait CD spektrumu (cTel-45=2,5
uM; cTiFs=0-22,5 uM)

Sekil 4.26’den goriildiigl gibi ortama TiFs ilave edildigi zaman Tel-45’in 290 nm

civarlarindaki pikinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Bununla birlikte 260 nm

civarinda gozlenen pikte ise hiperkromik etki gdézlenmistir. Ortama eklenen TiFs

miktarinin Tel-45’in 9 kat1 kadar oldugu durumda ise 290 nm civarindaki pikte

hipsokromik kayma gozlenmistir.
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda CuFs ve TiFs bilesiklerinin G-quadrupleks etkilesimleri incelendi.
Deneysel sartlarda paralel konformasyona sahip AS1411, paralel ve antiparalel
konformasyona sahip Tel-21 ve Tel-45 G-quadrupleks oligomerleri kullanildi.
Calismada ilk olarak G-quarupleks yapilarinin sentezlenen CuFs ve TiFs molekiilleri
ile etkilesimi UV-Gor. spektrofotometrik titrasyon yontemi ile incelenmistir. CuF's
bilesiginin AS1411, Tel-21 ve Tel-45 ile etkilesimi Sekil 4.2-4.4°de, bilesigin
tamponda seyrelmesine dair spektrum Sekil 4.5’de verilmigstir. Sekil 4.2
incelendiginde tek basina CuFs bilesiginin spektrumu ile AS1411 ilave edilen
¢ozeltinin spektrumu arasinda énemli farklar gdzlenmistir. Oncelikli olarak 700 nm
civarinda bir bant, bu bantta 0-0,0089 mM AS1411 ilavesi ile hiperkromik etki ve
daha sonra hipokromik etki (0,0081-0,02 mM derisimleri arasinda) gozlenmistir. Bu
durum su sekilde yorumlanabilir. Ortama eklenen AS1411 molekiilleri CuFs
molekiillerinin arasmma girerek etkilesmistir. AS1411 molekiilleri, agrege CuFs
molekiillerinin n-w istiflenmesini engellemistir. Dolayisi ile agrege haldeki CuFs’ler
AS1411’e baglanarak monomerik hale gelmistir. Olusan yeni kompleksin n-n
gecisinin enerjisi daha diisiiktiir. DNA derisiminin daha da artirilmasi (yani 0,0089
mM dan daha yiiksek derisimlerde) dalgaboyunda 1 nm’lik bir batokromik etkiye
neden olmus yani sira hipokromik etki gozlenmistir. O halde UV-Gor.
spektrofotometrik titrasyon sonuglar1 6zetle sdyle degerlendirilebilir:

Eklenen AS1411 CuFs’nin & orbitalleri ile etkileserek agregasyonu engellemis (689
nm’den — 703 nm’e kayma ve hiperkromik etki), AS1411 derisiminin daha da
artirllmasi ile monomerik CuFs’ler ile AS1411’in baglandig1 gozlenmistir (703
nm’den —705 nm’e kayma ve hipokromik etki). Baglanma mekanizmasina dair
daha ileri yorumlar CD ve ITC verileri 15181nda yapilacaktir. Benzer spektral veriler
Tel-21 ve Tel-45’in CuFs etkilesimi i¢inde gdzlenmistir.

Sekil 4.6-4.8 de TiFs bilesiginin AS1411, Tel-21 ve Tel-45 ile etkilesimine ait UV-
Gor. spektrofotometrik titrasyonu goriilmektedir. CuFs bilesiginin titrasyonunda
gbzlemlenen spektral davraniglar TiFs bilesiginde de gozlenmistir. Bu titrasyonda
712 nm de hiperkromik etki ve ardindan hipokromik etki gdzlenmistir. Yukarida da
bahsedildigi gibi 712 nmdeki hiperkromik etkinin gézlendigi bant Fs molekiillerinin
arasma giren G-quadruplekslerin Fs’nin z-m istiflenmesini engellemesi sonucu
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olusmaktadir. TiFs’nin bilesiginin AS1411 ile etkilesmesi sonucu dalgaboyundaki
kayma yaklasik 3 nm civarindadir (709 nm — 712 nm) . Go6zlenen batokromik
kayma ve hiperkromik etki TiFs molekiillerinin AS1411 ile etkilesimini
kanitlamakla ve agregasyonu engelledigini gostermektedir. Bununla birlikte
etkilesim CuF's bilesiginin gosterdigi etkilesimlerden daha zayiftir.

Fs bilesiklerinin etkilesimlerini incelemek ic¢in kullanilan diger bir yontem de yer
degistirme caligmalaridir. Uygun bir probun (TO) DNA ile etkilesimi sonucu
floresans siddetinin artmasi, eklenen diger bir bilesikle (bu ¢alismada Fs molekiilleri)
floresansiin soniimlenmesi, etkilesimi (diger tim calismalarinda beraber bu
durumu desteklemesiyle birlikte) gostermektedir. Tablo 4.1°de sonlimlemeye ait Ksy
sabitleri, Sekil 4.10-4.15°de ise sonlimlemeye ait emisyon spektrumlar1 verilmistir.
Tablodan ve ilgili sekillerden, ¢alisilan G-quadruplekslerin Fs’ler ile etkilestigi
gorilmiuistir.

CuFs ve TiFs bilesiklerinin G-quadrupleks yapilar ile etkilesimine ait termodinamik
parametreleri izotermal titrasyon kalorimetrisi yontemi ile belirlenmistir. Baglanma
mekanizmalari i¢in cihaz yaziliminda mevcut olan one sites ve two sites opsiyonlari
denenmistir. Etkilesimlerin daha ¢ok one sites baglanma modeline uygun oldugu
bulunmustur.

CuFs bilesiginin G-quadrupleks yapilar ile etkilesimine ait termodinamik veriler
Tablo 4.2°de verilmistir. Tablodan gorildiigii gibi etkilesimlere ait Gibbs serbest
enerji degisimleri negatiftir. Etkilesimler istemli yiirlimektedir. CuFs bilesiginin Tel-
21 ile etkilesimine ait K sabiti diger G-quadruplekslerin bu bilesikle etkilesimlerine
dair K sabitlerinden yiiksektir. CD spektroskopik yontemlerle elde edilen bulgularda
g6z Oniine alindiginda CuFs bilesiginin G-quadrupleks yapilar ile etkilesimleri bu
yapilar1 destabil edecek kadar giicli oldugunu gostermektedir. Baglanma ile
entropinin azalmasi (AS <0) tepkimelerin entalpi destekli ilerledigini gdstermektedir.
CuFs bilesinin her ii¢ G-quadrupleks yapisi ile etkilesimine dair AH degerleri
goreceli olarak yiiksektir. Literatiirde benzer durumlar mevcuttur (Pattanayak vd.,
2018; Zhang vd., 2017) .Bu durumun en 6nemli nedenlerinden bir tanesi ortama
eklenen G-qudrupleks molekiillerinin Fs agregatlarinin arasina girerek agregati

olusturan Fs’ler arasindaki m- 7 istifini kirmasidir. Ote yandan G-quadrupleks

58



yapilarinin konformasyonlarindaki degisimlerde AH degerlerinin yiiksek ¢ikmasina
neden olabilir (Majhi vd., 2008).

TiFs bilesiklerinin G-quadrupleks yapilar1 ile etkilesimlerine ait termodinamik
veriler Tablo 4.3’de verilmistir. TiFs bilesiklerinin G-quadrupleks yapilar ile
etkilesimlerine ait AG degerlerinin negatif olmasi etkilesimlerin istemliligini
gostermektedir. Her i G-quadrupleks yapisinin TiFs ile etkilesimine dair entropi ve
entalpi degisiminin negatif olmas1 tepkimenin entalpi destekli ilerledigini
gostermektedir. Bu bilesigin AS1411, Tel-21 ve Tel-45 G-quadrupleks yapilarina
baglanmalarina ait K sabitleri siras1 ile 1,08x10°, 3,17 x10° ve 1,81 x10° M! olarak
bulunmustur. Elde edilen her li¢ baglanma sabiti CuFs ile G-quadrupleks DNA
larinin etkilesimlerine ait K sabitlerinden diisiik bulunmustur. Bilesiklerin kimyasal
yapilarina bakildiginda bu tablonun ortaya ¢ikmasina sebep olarak TiFs bilesigindeki
TiO2 yapisinin neden oldugu sterik engellerin oldugu sodylenebilir. Merkeze bagh
olan TiO> nedeni ile G-quadruplekslerle gerceklestirilen n- @ istiflenmesi daha zayif

oldugu soylenebilir.

G-quadrupleks yapisini olusturan G-dortliileri birbirine baglayan dis halkanin ve
helikslerin yoniiniin farkli olmasi ile paralel, antiparalel ve hibrit yapilar
olusmaktadir (Hazel vd.,2004). Paralel yapili G-quadrupleks DNA 260 nm’de
pozitif, 240 nm’de negatif eliptisite gosterirken antiparalel yapili G-quadrupleks
DNA 290 nm’de pozitif, 260 nm’de negatif eliptisite gostermektedir.
(Balagurumoorthy vd.,1992; Lu vd.,1993). Hibrit yapidaki G-quadrupleks ise 290 ve
260 nm’de pozitif, 240 nm’de negatif eliptisite gostermektedir ( del Villar, 2018).

Sekil 4.21°den goriildigi gibi AS1411, calisilan deneysel sartlarda paralel
konformasyona sahiptir. Ortama 7,5 pM derisimine kadar CuFs ilave edilmesi
eliptisite degerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamistir. Bu durum CuFs nin
AS1411 ile etkilesmesinin AS1411 konformasyonunda 6nemli bir degisiklige neden
olmadigin1 gostermektedir. CuFs derisiminin daha fazla artirilmasi ise (mol oran
olarak yaklasik 9 kat1 oraninda) G-quadrupleks konformasyonundan diiz zincirli
oligomer olusumu (ya da relaksasyonu) yoniinde dengenin kaymasina neden
olmaktadir. Bu durum su sekilde aciklanabilir, diisik CuFs derisimlerinde G-
quadrupleks yapisiin disindan Fs’lerin yaklastig1 ve G-quadrupleks m orbitalleri ile

CuFs makrosiklik 7w orbitallerinin stiisiiste gelerek baglanmanin  oldugu
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diistiniilmektedir. Bu baglanmada yapimin degismemesi baglanmanin G-quadrupleks
yapisinin alt ve iist kisitmlarindan olabilecegini (end stacking) ya da interkalasyonla
olabilecegini gostermektedir (ITC ile elde edilen stokiyometrik oran ile end stacking
ile baglanmanin olabilecegi sOylenebilir). CuFs’nin derisiminin daha da artmasi bu
bilesigin molekiillerinin  G-dortlillerinin  arasindaki = istiflenmesini  agarak
quadrupleks yapiyr diiz zincirli forma dontstiirdiigii (relaksasyon) tahmin
edilmektedir. Bu asamada CuFs/AS1411 mol oraninin 9 kat1 oldugu durumda Fs’nin
oluklara da yaklasarak etkilestii azda olsa indiiklenmis CD pikinden

gozlenmektedir.

Sekil 4.22°den goriildiigli gibi calisilan deneysel sartlarda Tel-21  hibrit
konformasyona sahiptir. Ortama 7,5 uM derisimine kadar CuFs ilave edilmesi (yani
mol orani olarak 3 kat1 CuFs ilave edilmesi) antiparalel konformasyon yoniine dogru
dengeyi kaydirmakta ayni zamanda antiparalel G-quadrupleks yapisinin
stabilizasyonunu saglamaktadir. CuFs derisimini daha fazla artirmak dengenin
antiparalel konformasyona kaymay1 artirmakla birlikte yapinin bir miktar destabil
hale gelmesine neden olmaktadir. Mol oraninin 9 kat artmasi 310 nm civarinda
pozitif eliptisiteye sahip yeni bir pikin olusumunu indiiklemektedir. Bu durum bu
mol oranlarinda CuFs bilesiklerinin G-quadrupleks yapisinin oluklarina baglanmanin

basladigini da gdstermektedir.

Sekil 4.23’den goriildiigii gibi 7,5 uM derisimine kadar CuFs ilave edilmesi Tel-45
G-quadrupleks yapisinda paralel konformasyon lehinde bir artisa neden olmustur.
Ortama daha fazla ligandin eklenmesi ise G-quadrupleks yapisindan diiz zincirli
yapiya doniisii (relaksasyon) yani konformasyonun  destabil hale gelmesini
indiiklemektedir.

Sekil 4.24’°de goriildiigli gibi AS1411’in CD spektrumuna eklenen TiFs nin 6nemli
bir etkisi olmamistir. Calisilan deneysel sartlarda, eklenen TiFs bilesiginin AS1411
G-quadrupleks yapisinin paralel konformasyonunu degistirmedigi diisiiniilmektedir.
Bu durumda ya AS1411 ile TiFs’nin etkilesmedigi (ki bu durum diger veriler goz
Oniline alinirsa olasi1 degildir), ya da TiFs molekiillerinin G-quadruplekslerin {ist ve
alt uclardan etkilestigi, boylelikle paralel konformasyonun korundugu diisiiniilebilir.
Diger bir olasilik ise yapinin korundugu interkalasyon yolu ile etkilesimdir. TiFs

molekiiliiniin yapis1 goz Oniine alindiginda (ve termodinamik verilerle birlikte
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diistintildiiglinde, stokiyometrik oran TiFs/AS1411 yaklagik 5 dir), interkalasyonla

birlikte iist ve alt uglardan etkilesimin beraber gerceklestigi sOylenebilir.

Sekil 4.25’den goriildiigii gibi Tel-21 konformasyonu iizerine TiFs’in ilave edilmesi
ile G-quadrupleks yapist stabil hale gelmekte ve G-quadrupleks olusumu yoniinde
denge kaymaktadir. Bu durum TiFs ligandlarinin G- quadrupleks yapisina distan
yanasarak « orbitallerinin G-quadrupleks yapilarindaki alt ve iist bosluklarda bulunan
n orbitalleriyle ¢akismasi ile etkilesimin gerceklestigi seklinde yorumlanabilir
(stokiyometrik oran TiFs/ Tel-21 yaklasik 2 dir). Bununla birlikte yiiksek TiFs/Tel-
21 mol oranlarinda TiFs molekiillerinin G-quadrupleks oluklarina da baglandigi

indiiklenmis CD pikleri nedeni ile sOylenebilir.

Sekil 4.26’de Tel-45 G-quadrupleks yapist ile TiFs’in etkilesimi goriilmektedir.
Calisilan deneysel sartlarda ortama eklenen TiFs bilesiginin G-quadrupleks yapisinin
antiparalel konformasyonunu ¢ok degistirmedigi fakat paralel konformasyon
olusumu yoniinde tepkimeyi indiikledigi soylenebilir. Bu durum etkilesimin TiFs
molekiillerinin G-quadrupleks konformasyonlarinin alt ve iist u¢ kisimlarinda =#- ©
istiflenmesi ile oldugu seklinde yorumlanabilir. ITC verilerine gore tepkime
stokiyometrisinin 3 olmas1 (TiFs/Tel-45 mol orani1) interkalasyon ve loop

baglanmalarininda olas1 oldugunu gostermektedir.
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SONUC

G-quadrupleks DNA yapilar kanser tedavisi i¢in olduk¢a onemli ilag hedefleridir.
Bu yapilarla etkilesen bilesiklerin sentezi tedavi icin umut vaadedicidir. Ote yandan
bu bilesiklerin G-quadrupleksler ile konjugasyonu hedeflenebilir ilag tasiyic
sistemlerinin gelistirilmesi acisindan Onemlidir. Biyomedikal uygulamalar i¢in
sentezlenen bilesiklerin suda ¢dziiniir olmasi 6nemli bir avantajdir. Ftalosiyaninlerin
yakin IR boélgesinde uyarilmalar1 ve singlet oksijen verimleri bu bilesikleri FDT
uygulamalari i¢cin 6nemli kilar. Ftalosiyaninler ve benzer tiirevlerinin en 6nemli dez
avantajlar1 biyolojik uygulamalarinda sikintilara yol acan agregasyon yapabilme
ozellikleridir.

Tez kapsaminda, yeni sentezlenen CuFs ve TiFs bilesiklerinin farkli yapilardaki G-
quadrupleks DNA’lar ile etkilesimleri arastirilmistir. Elde edilen deneysel veriler,
hem baglanma mekanizmalarinin olduk¢a kompleks oldugunu hemde calisilan Fs
bilesiklerinin merkez metallerinin farkli olmasinin baglanma mekanizmalarini,
enerjilerini, stokiyometrilerini degistirdigini gostermektedir.

CuFs bilesiklerinin G-quadrupleks DNA’lar ile etkilesimlerini daha kuvvetli oldugu
ve bu durumun CuFs’nin kimyasal yapisinin lineerlige daha yakin olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yine bu bilesigin belirli derisime kadar ozellikle
AS1411 konformasyonunu degistirmedigi ve AS1411 ile etkilesiminin
agregasyonunu engelledigi gozlenmistir. AS1411°in 6zellikle kanser hiicrelerinde
overekspre olan niikleolin proteinine afinitesi diislinlildigi zaman CuFs-AS1411
etkilesiminin kanser tedavisi i¢in umut verici ve arastirtlmasi gereken bir durum
oldugu disiintilmektedir. Yine aym ftalosiyanin bilesiginin diger G-quadrupleksler
ile etkilesiminin konformasyonda degisikliklere neden olmasi bu bilesigin G-
quadrupleks olusturan dizilerin hiicre proliferasyonunda sekteler yaratabilecegi
sOylenebilir. Bu durum G-quadruplekslerin hiicre i¢i gorevlerinin aydinlatilmasinda
kullanilabilir.

TiFs bilesigide benzer sekilde calisilan G-quadruplekslerle etkilesmistir. Bu
etkilesimler TiFs bilesiginin agregasyonunu engellemektedir. Ayni1 sekilde bu
bilesiginde biyomedikal uygulamalar icin potansiyel vadettigi sdylenebilir. Ozellikle
TiFs bilesiginin AS1411 ile etkileserek stokiyometrik olarak 5:1 oraninda kompleks
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olusturmasi, olusan bu kompleks yapinin AS1411'in konformasyonunu 9 kat
oraninda dahi etkilememesi meme kanseri fotodinamik terapisi i¢in olduk¢a umut
vaadedicidir. ileri ¢aligmalarla bu kompleks yapmin serum stabilitesinin yiiksek
oldugunun kanitlanmasi, hiicre hatlar1 ve uygun meme kanseri modelleri olusturulan

deney hayvanlarinda preklinik ¢alismalarin yapilmasi oldukg¢a dnemlidir.
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