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OZET

Bu calismada, bazi yeni oksim tipi ligand komplekslerinin niikleolitik etkinligini
incelenmis ve bunlarin igerisinde, (2E,3E)-3—[(6—{[(1E,2E)-2—(hidroksiimino)—1—
metilpropiliden]amino} piridin—2—il)imino]biitan—2—on oksim ligandinin, homo diniikleer
bakir(Il) K1, hetero dinilikleer bakir(Il)-nikel(Il) K2 ve 2—(hidroksiimino)-1-
metilpropilidenaminofeniliminobiitan—2—on oksim ligandinin, mononiikleer bakir(Il) K3,
hetero diniikleer nikel(II)-bakir(I) K4, homo diniikleer bakir(Il) K5 ve homo triniikleer
bakir(IT) K6 komplekslerinin potansiyel niikleaz olabilecekleri tespit edilmistir.

Komplekslerin niikleaz aktiviteleri, 1 uM—-1000 uM konsantrasyon, pH 6.0-10.0 ve
0-60 dakika zaman araliklarinda agaroz jel -elektroforez yontemi kullanilarak
arastirllmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde oksim tipi ligand igeren
mononiikleer, homo ve heterodiniikleer ve homotriniikleer komplekslerin niikleaz

aktivitesi gosterdigi ortaya ¢cikmustir.

Anahtar Kelimeler: interkalasyon, Oksim, Oksidatif Parcalanma, Niikleaz, Fenantrolin,
Molekiiler Modelleme
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SUMMARY

Investigation of Nucleolytic Activities of Some New Oxime Type Ligand Complexes

In this study, nucleolytic activities of the newly synthesized complexes of some
oxime type ligands have been investigated. Among these complexes, it has been
determined that the homo dinuclear copper(Il) K1, hetero dinuclear copper(Il)—nickel(II)
K2 complexes of the (2E,3E)-3—[(6—{[(1E,2E)—2—(hydroxyimino)—1—
methylpropylidene]amino } pyridin—2—yl)imino ]Jbutane—2—one oxime ligand and copper(Il)
K3, heterodinuclear nickel(Il)-copper(Il) K4, homodinuclear copper(Il) K5, and
homotrinuclear  copper(Il) K6  complexes of the 2—(hydroxyimino)-1—
methylpropylideneaminophenyliminobutane—2—one oxime ligand to be a potential
nuclease.

Nucleolytic activities of these complexes have been investigated at concentrations
varied 1 pM-1000 pM, pH 6.0-10.0 and 0-60 minutes range using agarose gel
electrophoresis. When the results were considered, it has been seen that mononuclear,
homo and heterodinuclear and homotrinuclear complexes containing oxime type ligands

hava shown nucleolytic activities.

Key Words: Intercalation, Oxime, Oxidative Cleavage, Nuclease, Phenanthroline,
Molecular Modelling
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Niikleik asitler, biyomolekiiller i¢cerisinde fonksiyonlar1 agisindan oldukca 6nemli bir
siifi olustururlar. Bu biyopolimerler canlilarin yasam siirecinde énemli bir rol oynarlar.
Kalitim bilgisini tasiyan ve depolayan molekiiller olduklarindan, canli organizmalarin
bliylime, gelisme ve ¢ogalmasi igin gerekli biitiin bilgiyi igerir ve genetik bilginin
replikasyonu ve transkripsiyonu siiresi boyunca protein ve enzimlerin biyolojik sentezine
yol gosterirler [1,2].

Canli sistemlerde hiicresel ortam i¢inde bulunan Niikleik asitler, proteinler, su, metal
iyonlar1 ve bu metal iyonlarinin kompleksleri, kiiclik organik molekiiller ve diger kimyasal
tiirlerin biiyiik bir boliimii ile geri doniisiimlii olarak etkilesirler [3,4]. Biitiin bu kimyasal
tiirler arasinda, niikleik asitlerle proteinler arasindaki etkilesimler, DNA’nin replikasyonu,
rekombinasyonu ve translasyonu gibi bir¢ok biyokimyasal siirecte dnemli bir rol oynar [5].
Bir biyomolekiiliin fonksiyonu genellikle onun diger molekiillerle olan spesifik ve kovalent
olmayan etkilesimlerine baghdir [5]. Bu etkilesimler DNA c¢ift sarmalinin purin ve
pirimidin halkalarinin spesifik atomlar1 ile amino asit yan zincirleri arasinda; hidrojen
baglari, van der Waals etkilesimleri, iyonik etkilesimler ve hidrofobik etkilesimler araciligi
ile gerceklesir [6]. Bu protein-DNA etkilesimleri hiicresel islevler i¢in gereklidir [7].
Sekans spesifik olarak DNA baglayan proteinler tanimlanmistir ve DNA protein
kompleksleri, X—ray kristalorografisi, NMR, absorbsiyon, floresans ve UV spektroskopisi
gibi ¢esitli metodlar kullanilarak ¢ok genis bir sekilde ¢alisilmustir [5,7].

Proteinlerin yoklugunda, hiicreler, DNA’lar1 iizerindeki herhangi bir fonksiyonu
gerceklestiremezler. DNA, gerekli bir fonksiyonu gerceklestirebilmek i¢in enzimlerle sira
spesifik olarak etkilesirler. Boyle enzimler, spesifik hedef siralari, spesifik yapilar1 veya
DNA’da spesifik kimyasal modifikasyonlar1 tanirlar ve DNA  replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyonu, tamiri veya prokaryotlarda restriksiyonu gibi
reaksiyonlar1 katalizlemelerinin yaninda [8], bu reaksiyonlarda 6nemli roller oynarlar [9].
Bu biyokimyasal siire¢lerde 6nemli olan enzimlere bir 6rnek olan niikleazlar, DNA
omurgasini olusturan, biyolojik sistemlerde de ¢ogu zaman rastlanan ve kimyasal baglar
arasinda en kuvvetli baglar olan, seker ve fosfat gruplar arasindaki fosfodiester baglarinin

kesilmesi reaksiyonlarinin katalizinden sorumludurlar [10,11,12].



Fosfodiester baglarinin biyolojik molekiiller arasinda en kararli baglar olusu ve bu
baglar1 hidrolizleyebilme yetenekleri yiiziinden niikleazlar, biitiin enzimler i¢cinde yegane
kilmmigtir. Diger hicbir enzim, bir organizmanin fizyolojisini niikleazlar gibi
etkileyemezler [12]. Niikleazlarin bir kag¢i kendi birincil 06zelligi olan fosfodiester
baglarinin hidrolizlenmesini katalizlemeleri yaninda diger enzimatik fonksiyonlar1 da
barindirir [12]. Cogu niikleazlar, DNA polimeraz, ligaz, helikaz veya kinaz ve represor gibi
diger fonksiyonlar1 gosteren enzimler gibi birlesik katalitik aktivitelere de sahiptirler [12].

Enzimler, biyolojik  sistemlerde = kimyasal  reaksiyonlar1  kolaylastiran
biyokatalizorlerdir. Bu biyokatalizorler geleneksel olarak proteinler olarak bilinirler. Fakat
proteinler katalitik fonksiyona sahip yegane molekiiller degildirler. Son yillarda birkag
DNA ve RNA molekiiliiniin bdylesi fonksiyonlara sahip oldugu gdsterilmistir. Protein ve
DNA ya da RNA’ya ek olarak bagka birka¢ molekiiliin (bleomisin, fenantrolin ve digerleri
gibi) niikleolitik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. Enzim benzeri katalitik fonksiyon
gosteren kimyasal reaktifler veya kii¢iik molekiiller “kemzim” (chemzymes) olarak
adlandirilmistir. Bu niikleazlar “yapay” veya “kimyasal niikleazlar” olarak adlandirilirlar
[12].

DNA ve RNA’ya baglanan ve onlar1 oksidatif veya hidrolitik mekanizma ile kesen
kimyasal niikleazlarin gelisimi son birkag¢ on yil stiresince 6nemli bir ilgi ¢ekmistir. Boyle
yapay kiiclik—molekiil katalizorlerin; biyoteknoloji, nanoteknoloji, terapdtik yaklagimlar ve
niikleik asit konformasyonlar1 ¢aligmalarinda potansiyel olarak yararli araglar olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu bakimdan niikleik asitlerle ge¢is metal komplekslerinin etkilesimleri
daha fazla dikkat kazanmustir [13]. Arastirmacilar yiiksek sira ve yap1 ozgilliigii ile
DNA’y1 kesen ya da DNA’ya baglanan yeni gegis metallerinin dizaynina 6nemli derecede
ilgi gostermislerdir [14].

Son yirmi yilda bildirilmis tiim metal kompleksleri arasinda en ilgi ¢ekici sinif, etkin
niikleik asit kesimi yiiziinden katalizor olarak genisge ¢alisilmis bakir(Il) kompleksleridir
[15]. Bakar fizyolojik olarak 6énemli bir metal elementidir [16]. Bu bakir komplekslerinin
arasindan, dikkatler yiliksek niikleolitik aktiviteleri ve anti tiimor, anti-mantar ve anti
mikrobiyal aktiviteleri yiiziinden 1,10-fenantrolin ligandinin bakir komplekslerine

odaklanmustir [17].



1.2. Niikleik Asitler
1.2.1. Niikleik Asitlerin Yapi Elemanlar1 ve Ozelikleri

Niikleik asitler ilk defa F. Miescher tarafindan 19. ylizyilin ikinci yarisinda izole
edilmis ve calisilmiglardir. Daha sonra yapilan ¢alismalarla beraber purin ve pirimidin adi
verilen organik molekiilleri de icerdigi belirlenmistir. Ancak niikleik asitlerin gergek
biyolojik 6nemi 20. yiizyilin ortalarina dogru anlagilmistir [1].

Bu bilesenleri ile birlikte niikleik asitler niikleotid olarak adlandirilan monomerlerin
birer polimeri olarak degerlendirilebilirler. Niikleotidlerden olusturulan ve niikleik asit
olarak bilinen poliniikleotidler, fizyolojik pH degerlerinde fosfat grubu {izerindeki zayif
asidik gruplar iyonlasmis oldugundan, bir polianyon karakteri tagirlar [1].

Bir niikleotid molekiilii, bir purin veya bir pirimidin gibi azot igeren bir baz ile
beraber bir seker ve bir veya birden fazla fosfat grubu iceren maddelerdir. Azot iceren
purinler adenin (A) ve guanin (G) seklinde bilinir, pirimidinler ise sitozin (C), timin (T) ve
urasil (U)’dir (Sekil 1). DNA molekiilii adenin ile guanin purinlerini ve timin ile sitozin
pirimidinlerini icerir. RNA molekiilleri ise adenin ile guanin purinleri ve sitozin ile urasil
pirimidinlerini ihtiva eder. Dolayisiyla birer yap1 eleman: olarak timin sadece DNA’da ve

urasil de sadece RNA’da kullanilir [1].
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Sekil 1. Purin ve Pirimidin Bazlarinin Kimyasal Yapisi [1]



Niikleotidler D-riboz ve D—2—deoksiriboz ad1 verilen iki tiir sekerden olusur. RNA
molekiilii D-riboz igerir. DNA ise deoksiriboz molekiillerinden olusturulur ve D-2—
deoksiriboz mlekiiliiniin 2 numarali karbon atomunda ribozun ayn1 konumunda bulunan

hidroksil grubu yerine bir hidrojen atomu mevcuttur (Sekil 2) [1].

5
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Sekil 2. D-riboz ve D-2—deoksiribozun Kimyasal Yapisi [1]

1.2.2. DNA ve Yapilari

DNA molekiiliiniin yapist ilk defa 1950°li yillarda Watson ve Crick adl
aragtirmacilar tarafindan tanimlarnmigtir. Bu yapiya gore, bir DNA molekiiliinde temel
iskeleti seker—fosfat birimleri olusturur ve bu molekiiller de birbirlerine fosfodiester baglari
ile baghdir. DNA zincirlerinde seker-fosfat iskeletinin sadece bir yap1 gorevi vardir ve
herhangi bir genetik bilgi icermez. DNA zincirindeki bazlar ise genetik bilginin
depolanmasindan sorumludur. Bazlarin sirasi ise niikleik asidin birincil (primer) yapisi
olarak adlandirilir [1].

Biitiin yapilan caligmalar sonucu DNA molekiiliiniin bir sarmal olacagi sonucuna
varilmis ve purinlerin pirimidinlerle eslestigi dikkate alinarak bu sarmalin muhtemel yapisi
Onerilmistir. Bu yapida DNA molekiilii bir ¢ift sarmal halinde iki olduk¢a uzun
deoksiriboniikleotit zincirinden olusmaktadir (Sekil 3). Bu iki zincirin fosfat—deoksiriboz
iskeleti hidrofilik oldugundan sulu ortam ile etkilesecek sekilde ¢ift sarmalin disinda yer
alir. Birbirleri ile hidrojen baglar1 ile eslesmis purin/pirimidin bazlar1 ise sarmalin i¢
kisminda, sarmalin uzun eksenine dik bir diizlem iizerinde ve her bir eslesmis baz c¢ifti
birbiri lizerine istiflenmis gibi yer alir. Boyle bir istiflenme ise eslesmis bazlarin kuvvetli
van der Waals etkilesimleri yapmalarin1 saglar. Ayrica, sarmalda yer alan iki zincir
birbirine gore antiparalel olarak yonlenmislerdir. Béyle bir konumda her iki zincir ¢ok
sayida purin/pirimidin bazlar1 arasindaki hidrojen baglari ile bir arada tutulur. Biitiin bu

gozlemler ayrica, lifler halindeki DNA molekiillerinin diizenli bir 3-boyutlu yapiya sahip



olmas1 gerektigini gostermistir. Poliniikleotitlerdeki baz dizisinin olusturdugu birincil
(primer) yapi ile belirlenmis bu diizenli katlanmalar ikincil yap1 olarak tanimlanir ve bu

ikincil yap1 bir sarmal olarak ortaya ¢ikar [1].
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Sekil 3. Bir DNA molekiiliiniin Yapisi [1]

Iki zincirli poliniikleotid sarmallarinin ii¢ farkli konformasyona sahip olabilecegi
gozlenmis ve DNA ¢ift sarmali i¢in bu konformasyonlar; A-DNA, B-DNA ve Z-DNA
olarak adlandirilmistir (Sekil 4). Bu konformasyonlar degisik geometrik ozellikleri ile
farkliliklar gosterirler ve her iic konformasyondaki sarmalin yiizeyleri de farklidir.
B sarmalinda iki farkli oluk (yiv) bulunur ki bunlar biiyiik oluk ve kii¢iik oluk seklinde
tanimlanirlar. A sarmalinda ise bu oluklar ise derinlik agisindan birbirine oldukga benzer.
Su ortaminda B-DNA formu daha baskin olup su molekiilleri, bu kii¢iikk oluklara
yerleserek hidrojen baglari ile B formunun daha kararli olmasini saglar. Su molekiilleri
uzaklagtirildiginda ise A—formu daha baskin olur. Bu konformasyonlardan farkli olarak
Z-DNA sarmalinda deoksiriboz halkalarina gore bazlarin oryantasyonunda farkliliklar
vardir. A-DNA ve B-DNA’da bazlar deoksiriboz halkasina gore anti—oryantasyonunda

iken Z-DNA’da pirimidinler daima anti— ve purinler ise syn— konumuna sahiptir [1].
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Sekil 4. DNA Cift Sarmalinin Sahip Oldugu Konformasyonlar [18]

Dogal olarak olusan ¢ogu prokaryotik DNA molekiilleri ¢emberimsi bir yapida
bulunur. Dolayisiyla serbest 5'— veya 3'- uclara sahip degillerdir. Cemberimsi DNA
molekiillerinin bolgesel ¢ift zincirli ikincil yapilarin {izerindeki yiiksek derecede
katlanmalarla olusturduklar1 siiper sarmal yapilar molekiiliin {igiinciil (tersiyer) yapisi

olarak tanimlanir (Sekil 5) [1].
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Sekil 5. DNA’nin Siipersarmal Yapisinin Olusturulmasi [1,19]

1.3. Niikleik Asit—Protein Etkilesimleri ve Niikleolitik Enzimler

Bir hiicre igerisinde, transkripsiyon, replikasyon ve rekombinasyon gibi genlerin
manipiilasyonu ve yoOnetimine dair ¢cogu temel olay, niikleik asitler ve proteinlerin
arasindaki spesifik etkilesimlere baglidir [20].

Niikleik asit molekiilleri hiicrelerde cok ¢esitli tiirden reaksiyonlara maruz kalirlar.
Genellikle bu molekiillerin modifiye edildigi veya modifikasyonunun uzaklastirildig:
transfer reaksiyonlari, polimerizasyon ve depolimerizason reaksiyonlari, hidroliz
reaksiyonlar1 veya ylikseltgenme—indirgenme reaksiyonlar1 gib islemlerin pek cogu cesitli
enzimlerle gergeklestirilir. Niikleik asitlerle etkilesip 6zellikle parcalanma reazsiyonlarini

katalizleyen en yaygin 6rnekler niikleazlar, polimerazlar ve topoizomerazlardir [21].

1.3.1. Niikleazlar

Niikleik asitlerin enzimatik yikimi1 ilk olarak yirminci ylizyilin baslarinda
gozlemlenmistir. Bu yikim siirecini  gergeklestiren enzimler niikleazlar olarak

adlandirilmistir [20].



Niikleazlar, DNA zincirinin fosfat grubu ile seker gruplar1 arasindaki fosfodiester
baglarin1 kesen makaslar olarak kabul edilebilir. Niikleazlarin aktif bolgelerinde genellikle
asidik ve bazik yan gruplara sahip aminoasitler bulunur. Bu aktif bolge yan gruplari,
magnezyum, kalsiyum, manganez veya ¢inko gibi katalitik olarak gerekli olan divalent
katyonlar1 bir kofaktor gibi kullanir [11].

Dogadaki enzimatik reaksiyonlarin ¢ogu geri doniistimliidiir. Mikromolekiillerin hem
sentezi hem de yikimi genellikle ayni enzim tarafindan gergeklestirilir. Fakat
makromolekiillerin yikimi ve sentezi biitiin biyolojik sistemlerde enzimlerin farkli gruplar
tarafindan gergeklestirilir. Niikleotidlerin yikimi siirecinde niikleotidler arasindaki baglari
kesen niikleazlar, niikleik asitlerin biyosentezini saglayacak sekilde niikleotidler arasindaki
baglar1 olusturamazlar. Onun yerine niikleotidler arasi baglar ya spesifik niikleik asit
molekiillerinin sentezi boyunca DNA veya RNA polimerazlar tarafindan olusturulurlar ya
da ligaz enzimi tarafindan bir araya getirilirler. Ancak bu kurala uymayan istisnalar da
mevcuttur. Birkag DNA polimeraz ayni polipeptidin farkli bélgelerinde niikleaz aktivitesi
barindirirlar. Topoizomerazlar olarak adlandirilan niikleazlarin bir sinifinin da her iki
ozelligi birlestirdigi gosterilmistir. Bu 6zellik; niikleotidler arasi baglar1 kisa siireligine
hidrolizlemesi ve sonra tekrar birlestirmesidir [12].

Kunitz, 1940 yilinda farkli niikleik asit molekiillerinin seker gruplarina yapilan
niikleolitik saldirilar1 iceren ¢alismalara dayanarak niikleazlari, riboniikleazlar ve
deoksiriboniikleazlar olarak iki ana gruba ayirmistir. Yilan zehiri fosfodiesterazinin hem
riboniikleotidler hem de deoksiriboniikleotidleri hidrolizleyebilmesinden dolayr Kunitz
tarafindan yapilan siiflandirma, o zamana kadar gecerli olarak kabul edilmistir. Bu durum
kismen, niikleik asitte bulunan diger fosfoester baglarina saldirabilen, yilan zehiri
fosfodiesterazinin spesifik olmayan yapisindan kaynaklanmaktadir. Hem DNA’ya hem de
RNA’ya saldiran yilan zehiri fosfodiesterazinin ve mikrokokal (S7 niikleazveya MNaz)
niikleazin kesfi, niikleazlarin DNaz ve Rnaz olarak siniflandirilmalarini uygunsuz kilmistir.
Daha sonra, seker spesifik olmayan niikleazlarin yeni bir smifi, niikleazlarin listesine
eklenmistir [12].

Niikleazlarin siniflandirilmalarindaki zorluklardan dolayi, Bernard ve Laskowski,
niikleazlarin smiflandirilmalar1 i¢in bir anlasma kriteri Onermistir. Bu simiflandirma;
hidrolizlenen substratin dogasi (DNA, RNA), niikleolitik saldirin tiirii (endoniikleaz,
ekzontiikleaz), niikleolitik {irlinlin dogast (3°’— veya 5°— ucu fosfat gruplar ile sonlanan

mono— veya oligo— niikleotidler) ve hidrolizlenen bagin dogas1 gibi kriterleri géz oniinde



tutmustur (Tablo 1). Bu, niikleazlarin smiflandirilmasindaki birgok problemi ortadan
kaldirmistir ve kendine has bir grupta istisnai 6zelliklere sahip enzimlerin yerlesmesi i¢in

kolay metodlar da saglamistir [12].

Tablo 1. Protein niikleazlarin siniflandirilmasi [12]

Seker Spesifik Niikleazlar Seker Spesifik Olmayan Niikleazlar
A. Riboniikleazlar B. Deoksiriboniikleazlar I. Ekzoniikleazlar
1. Ekzoriboniikleaz 1. Genel Deoksiriboniikleazlar II. Endoniikleazlar
II. Endoriboniikleaz a) Ekzodeoksiriboniikleazlar

b) Endodeoksiriboniikleazlar

II. Restriksiyon Endoniikleazlar

I11. Hasar Spesifik

Deoksiriboniikleazlar

IV. Topoizomerazlar

V. Rekombinaz

1.3.2. DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, orijinal DNA molekiiliiniin eksiksiz bir kopyasinin iiretilmesiyle
sonuclanan kalip—bagimli bir siiregte niikleotitlerden deoksiriboniikleik asit sentezini
yoneten molekiiler motorlardir. Bu nedenle bu enzimler yasayan organizmalarin genetik
kodunu tiretmek ve manipiile etmek i¢in gereklidirler [22,23].

DNA polimerlerini bir kerede bir niikleotid uzatmak icin gerceklesen niikleotidil
transferinin kimyas1 temelde geneldir ve tim polimerazlarin DNA sentezi i¢in benzer bir
katalitik mekanizmadan yararlandigi goriiliir. Yine de, DNA polimerazlarin, sadece farkli
organizmalar arasinda degil aym organizma iginde sira dis1 bir farkliligs vardir. Ornegin
Saccharomyces cerevisiae’da sekiz farkli DNA polimerazin oldugu kesfedilmistir. Bu
enzimler tek baslarina veya yardimci faktorlerle g¢alisirlar. DNA polimerazlar sadece
genomik DNA replikasyonu igin gerekli degil, DNA hasarinin tamiri, DNA
rekombinasyonu i¢in oldugu kadar bu siireclerle hiicre devir regiilasyonu arasinda bir bag
kurmak i¢in de gereklidir [22].

Fonksiyonlarina bagli olarak DNA polimerazlar, replikatif DNA polimerazlar (DNA

replikazlar) ve tamir polimerazlar1 olarak iki gruba ayrilir.
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Replikatif DNA polimerazlar, DNA’y1 yiiksek bir hizda ve yiiksek dogrulukla
sentezlerler ve hiicre boliinmesinde ogul hiicrelerin genetik kodun gergek bir kopyasini
almasini saglarlar. Genelde bu DNA replikazlar verimli DNA replikasyonu i¢in birlikte
calisan cesitli proteinlerin kompleks makromolekiiler topluluklaridir.

DNA replikazlarin tersine DNA tamir polimerazlar1 genellikle daha basit bir yapiya
sahiptir ve DNA hasarinin oldugu bolgelerde DNA sentezi i¢in dizayn edildigi goriiliir.
Tamir polimerazlar1 bu 6zelliklerini 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesi ve 5'—3' ekzoniikleaz
aktivitesi ile saglarlar (Sekil 6). 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesi zincirin 3'- ucundan baglanip
5'- ucuna dogru niikleotidlerin basamakli hidrolizini igerir. Ancak enzim ¢ift sarmalin bir
parcasi olmayan ve 3'- ucunda serbest olarak bulunan bir niikleotide ihtiya¢ duyar. 5'—3'
aktivitesi ise DNA ¢ift sarmalinin bir parcasit olan ve zincirdeki bir 3'-5' fosfodiester

baginin hidrolizini katalizler [21,22].

(A)

5'—3"
Ekzoniikleaz
hidroliz bélgesi

Yanhs eslesmis
bazlar

Ekzoniikleaz %
hidroliz bélgesi

Sekil 6. (A) DNA polimerazin 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesi
(B) DNA polimerazin 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesi [24]
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1.3.3. Topoizomerazlar

DNA topoizomerazlar, hiicrede DNA’nin konumsal durumunu yoneten harikulade
molekiiler makinelerdir. Bu enzimler, bu ustaliklarini, DNA’nin bir zincirini karsi
zincirdeki bir kingin i¢inden gecgirerek veya DNA ¢ift sarmalinin bir bolgesini DNA’ nin
¢ift zincirinde olusturulan bir bosluktan gecirerek yerine getirir [25].

Topoizomerazlarin karakterizasyonunun, Escherichia coli DNA topoizomeraz I ve
E. Coli DNA girazin kesfedildigi yillar olan 1970’lere kadar uzandig1 bilinmektedir. Bu
tarihten beri topoizomerazlarin, DNA metabolizmasinin hemen hemen tim durumlarinda
onemli oldugu gosterilmistir [26].

Topoizomerazlar tarafindan gerceklestirilen DNA kesimi, proteindeki bir tirozin yan
zinciri ve kirik zincirin ug¢larinin biri arasinda gegici bir fosfodiester baginin olusumuyla
gerceklesir. DNA’y1 sadece bir zincirden kesen bu enzimler Tip I olarak adlandirilirlar. Bu
enzimleri daha ileri diizeyde simiflandiracak olursak, 5’—fosfat ucuna baglanan
Topoizomerazlar Tip IA alt ailesi olarak, 3’—fosfat ucuna baglanan topoizomerazlar Tip 1B
alt ailesi olarak siniflandirabilirler. Cakigsmayacak derecede diizenlenmis ¢ift zincir kirigi
olusturmak tiizere her iki zinciri kesen topoizomerazlar Tip II alt aileleri olarak birlikte
gruplandirilmistir.  Alt ailelerin daha ileri smiflandirilmalart  yapisal nedenlere

dayanmaktadir [25].

1.4. DNA ile Kiiciik Molekiillerin Etkilesimi

Genetik bilginin tasiyicist olan DNA, hiicre biiyiimesi ve boliinmesinde ana basamak
olan DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna engel olabilme yeteneklerinden dolay1 ilag
etkilesimlerinin ana hedefidir [27].

Bazi kanser, viral ve parasitik hastaliklara kars1 kemoterapinin ve ila¢ gelistirmenin
en onemli yollarindan biri de niikleik asitlerle geri doniisiimlii olarak etkilesen maddeler
bulmay1 gerektirir [3]. Cesitli diisiik molekiiler agirlikli maddelerin DNA ile olan
etkilesimleri hiicresel dongiide dogal olarak uygun mekanizmalardir ve bu yilizden tibbi
tedavide de kullanilirlar [28].

Adrinamisin gibi dogal ve amsakrin gibi yapay, niikleik asitlerle etkilesebilen
antibiyotikler, neoplastik hastalik tiirlerinin klinik tedavisinde biiytlik 6l¢tide kullanilmistir.

Sentetik oligopeptitler ve niikleotitler, yiiksek sira 6zgiinliigiine sahip potansiyel niikleazlar
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ve niikleik asit tamiyan ilaglar gibi yeni imkanlar sunar. Nikleik asitlerle kiigiik
molekiillerin arasindaki iliski, niikleik asit baglanma 06zgiinligli, ligand indiikli
konformasyonel degisimler, baglanmadaki kooperativitenin molekiiler temelleri, aminoasit
yan zincirlerinin niikleik asitlerle olan etkilesimleri ve diger niikleik asit etkilesimlerinin ve
kimyasinin kritik 6zellikleri hakkinda bilgi saglamistir [3].

Molekiiller ve iyonlar ¢ift zincirli DNA ile birbirinden oldukc¢a farkli baglica 3 yolla
etkilesirler [27].
e Genel olarak non—spesifik ve esasen elektrostatik etkilesimler araciligi ile sarmalin dig
ylizeyi boyunca baglanma
e Niikleik asitlerin oluklarinin herhangi birinde baz c¢iftlerinin kdseleri ile baglanan
molekiiliin spesifik oluga baglanma etkilesimleri
e Baz ciftleri ile diizlemsel veya yaklasik olarak diizlemsel aromatik halka sistemleri
arasindaki interkalasyon etkilesimi [27].

Hem molekiiliin hem de DNA’nin yapisal 6zelliklerine bagl olarak pek ¢ok molekiil
DNA ile birden fazla etkilesim gosterir [29].

Cesitli baglanma sekilleri olmasina ragmen DNA bosluklarinda esas olarak
interkalasyon ve spesifik baglanma etkilesimleri olmak iizere iki ¢esit baglanma tiirii

vardir [29].

1.4.1. D1s Elektrostatik Etkilesimler

Niikleik asitler, her fosfatta bir negatif yilikiin bulundugu yiiksek derecede ytiklii poli
elektrolitlerdir. Bu nedenle hiicre i¢i ortamda iyonlarla 6zellikle de katyonlarla kuvvetlice
etkilesebilirler [3,30].

Her ne kadar metal iyonlarinin DNA’ya baglanmasi uzun yillardir arastirma konusu
olmugsa da baglanma mekanizmasi hala bilinmemektedir. Pozitif yiiklii metal iyonlar
yuksek elektron yogunlugu veya DNA’nin negatif yiiklii kalintilar1 olarak karakterize
edilmis bolgeleri ile dogrudan ya da dolayl olarak etkilesirler [31].

Her iki zincirin omurgasinin fosfatlar1 ve bazlarin N ve O gibi elektron donor
atomlar1 gibi bolgeler negatif yiikle yiiklenmis olabilir. Hakim olan metal baglanma modu
Guaninin N7 ve O6 ve adeninin N7 ve N1 ve de pirimidinlerin N3 atomlar1 {izerinden
gerceklesir. Metal baglanmasinin muhtemel yollar1 Sekil 7°de gosterilmistir. Metal iyonlari

ya kismi dehidratize ya da tamamen hidratize olmus olarak DNA’ya sikica baglanabilirler
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ve bu baglanma dogrudan ya da dolayli olabilir. Metal iyonlar1 viicutta ya bagh ya da
serbest halde bulunurlar. Viicut sivilarinda serbest halde hegzahidratize seklinde “serbest”,

kovalent baglarla kompleksler olusturdugu zamanlarda da “bagli” olurlar [31].

Fosfodiester
bag

Zincirler aras
M

P 4 Hidrojen bag

Zincir kesimi
_ M+ Tek veya cift zineir kesimi

@

Sekil 7. (I) DNA’ya Metal Baglanmasinin Muhtemel Yollari
(II) DNA ile magnezyum iyonunun etkilesimi (A) yalnizca hidrojen baglariyla
hegzahidratize, (B) hidrojen baglar1 ve koordine olarak baglanan pentahidratize,
(C) kopriilii hegzahidratize ve hidrojen bag: ile bagli [31]

Gecis metalleri kismi olarak dolu d—orbitallerine sahiptir. Boylece serbest radikal
olusturabilirler. Gegis metalleri ikiden daha fazla bolgesiyle DNA ile etkilesebilirler ve bu
etkilesimler ¢cok karmasiktir. Gegis metalleri, su molekiillerini kolaylikla verebilir ve i¢
kiire koordine kompleksler olusturabilir. Gegis metalleri genellikle bazlarla dogrudan
etkilesirken fosfat gruplarina dolayl olarak baglanir [31].

Gegis metallerinin ¢ogu plirin bazlarinin N7 ile veya pirimidin bazlariin N3 atomu
ile kimyasal olarak reaksiyona girerler ve ¢ift sarmali bozarlar. Gegis metallerinin G—-C
bolgelerine mahsus baglanmalari, H»O, kaynakli oksidasyonun sebep oldugu radikal
olusumu tizerinden DNA’da hasara sebep olur [31].

Su molekiilleri de niikleik asitlerin dis yilizeyi boyunca baglanir. Su molekiillerinin

yuklii fosfat gruplart ile spesifik etkilesimleri kadar, bazlardaki polar gruplarla ve
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sekerlerle spesifik etkilesimleri de niikleik asit konformasyonlarinin kararliligi ig¢in
gereklidir. Niikleik asidin spesifik bir bolgesine bir ligandin giigliice baglanmasi ile suyun
saliverilmesi, baglanma serbest enerjisine hem uygun hemde uygun olmayan katkilarda
bulunur. Bu katkilarin bagil biiyiikliigii, saliverilen su molekiillerinin sayisina ve kompleks

olusumu boyunca kirilan etkilesimlerin tiiriine baglidir [3].

1.4.2. Oluga Baglanma Etkilesimleri

Oluga baglanma etkilesimleri, niikleik asitlerin biiyiik veya kiigiik oluklarinin birinde
yer alan baz ¢iftlerinin oluga bakan yiizeydeki fonksiyonel gruplar1 ile diger molekiillerin
dogrudan etkilesimi seklinde gergeklesir [3].

Oluga baglanma hayli giiclii bir baglanma ¢esididir ve bu baglanma bir molekiil,
DNA’nin oluklarinin birine uygun biiyiikliik ve sekilde ise gergeklesir [32].

Oluga baglanma, interkalasyonun aksine DNA’da biiylik konformasyonel degisimlere
yol agmaz ve ligand—makromolekiiler baglanma i¢in standart kilit-anahtar modeline
benzer bir model gbz oniinde tutulabilir. Oluga baglanan molekiiller genellikle DNA’nin
kiigiik oluguna baglanan hilal seklindeki molekiillerdir (Sekil 8). Molekiil i¢i etkilesimlerle
tipik olarak kararli kilinirlar [33].

Belirgin bir bicimde, kiigiik oluga baglanan molekiiller donebilme 6zelligine sahip
baglarla baglanmis pirol, furan veya benzen gibi ¢esitli aromatik halkalara sahiptirler. Bu
durum uygun bir biikiilme ile bilesiklerin, suyun oluktan ¢ikarilmasinin ardindan kii¢iik
olugun kavisine girebilmesini saglar. DNA’nin kii¢iik olugu genel olarak A ve T zengin
bolgelerinde, G ve C bolgelerine nazaran daha dardir. Oluga baglanan molekiillerin
interkalatorlerde olmayan bir yetenegi, bu molekiillerin oluk boyunca baz ciftlerine
uyabilmek icin genisledigi ve niikleik asitleri ¢ok yiiksek derecede sira 6zgiin taniyabilme

0zelligine sahip oldugudur [3].
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Sekil 8. Oluga baglanan ajanlar; sirasiyla netropsin ve distamisinin kimyasal yapilart ve
oluga baglanma sekilleri [29,32]

1.4.3. interkalasyon Etkilesimleri

1960’larin baslarinda Lerman, diizlemsel aromatik katyonlarla DNA’nin etkilesimleri
lizerine bir takim ¢aligmalara rehberlik etti ve kendisinin “interkalasyon” olarak
adlandirdig1 bir siirecle diizlemsel aromatik molekiillerin DNA’ya dik bir sekilde girerek
kovalent baglar olusturmaksizin baglanabilecegini acikladi [27,34]. Interkalasyon
siirecinde, aromatik bilesigi bazlar arasi bosluga uydurmak icin seker—fosfat baglarina ait
biikiilme (torsiyonel) acilarinda degisiklikler meydana gelir. DNA omurgasindaki
torsiyonel baglarin rotasyonunun bir sonucu olarak interkalasyon bdlgesinin olusumu,
interkalasyon bolgesindeki helikal donmenin azalmasi ve ¢ift sarmalin uzamasi ile baz

ciftlerinin ayrilmasina neden olur (Sekil 9) [27].
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Etidiyum Bromur

ﬁ

Sekil 9. Etidyum bromiiriin interkalasyonu [35]

Klasik interkalatdrler, yan zincirlerinde ve/veya halka sistemlerinin kendisinde pozitif

yukle yiiklenmis yapisik halkali aromatik molekiillerdir. Tipik 6rnekleri proflavin kloriir

iceren akridinyum tuzlar1 (1) ve fenantridinum tuzlari, etidyum bromiir (2) ve propidyum

iyodiirdiir (3) (Sekil 10) [29].

Proflavin kloriir
1

Etidyum bromiir
2

Et Et

Propidyum iyodiir
3

H
N,
e
om®
Z OMe

(5,

Diterkalinyum
4

Sekil 10. interkalasyon yapan ajanlarin temsili kimyasal yapilar1 [29]
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Interkalasyonun, baz ciftlerinin hidrojen baglarina engel olmaksizin gergeklestigi
bilinir. DNA, interkalatorlerle doyuruldugu zaman, heliks {izerindeki her bir ikinci
interkalasyon bolgesi bos kalir. “En yakin komsuyu hari¢ tutma” (nearest neighbourhood
exclusion) prensibi, ¢ift zincir DNA ile diterkaliniyum (4) kompleksinin interkalasyonu

Sekil 11°da gosterilmistir[29].

Sekil 11. Bis—interkalatér ila¢ diterkalaniyumun kristal
yapisinin sekli [29]

1 ve 3’ln interkalasyonu kii¢iik olukta gerceklesirken, 4’un interkalasyonu biiytlik
olukta gerceklesir.

Interkalasyonun meydana gelmesi igin, baz ciftleri arasina giren diizlemsel ligand i¢in
bir kavite olusturmak iizere DNA baz ¢ifti 3.4 A ayrilir. B—form DNA’nin normal bir
dontisti 36° dir (10 baz g¢iftinde 1 tam doniis saglar, 360°’nin bir doniisiine 10 baz ¢ifti).
Ligand: oluga sigdirmak i¢in bu dénmede bir azalma meydana gelir. Ornegin 2’nin
fenantrium halka sisteminin girmesi 36°’lik donilis acisinda bir azalmaya sebep olur.
Boylece 26°’lik gevseme agisi yaratilir. Diger interkalatorler daha kii¢iik gevseme agist
gerektirebilir [29].

Interkalasyon yapan kompleksler icin bilinen yapisal verilerin zenginligine ragmen
interkalasyon gii¢lerinin orijini tam olarak anlasilamamustir. interkalasyonda genel olarak,
hidrofobik bir molekiiliin —interkalatoriin—, icinde bulundugu hidrofilik ortamdan, baz
ciftlerinin hidrofobik c¢evresine —interkalatériin— ¢ekilmesi sonucu gergeklestigi goz
oniinde tutulmaktadir. Aromatik interkalator, bir katyon oldugunda kompleks kararliliginda

bir artig gozlenir [29].
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Klasik olmayan interkalasyonda interkalatorler, belirgin bir bigimde protonlanmis N
atomlar1 igeren veya halka sistemine bagli protonlanmis yan zincirlere sahip olan bitisik
poliaromatik sistemlerdir. DAPI (4',6—diamidino—2—fenilindol) (6) bilesikleri bu sinif bir
ornektir (Sekil 12). DAPI’nin baglanma seklinin DNA sira bagimli oldugu bulunmustur.
DAPI, kiigiik oluk bolgesinde ii¢ ya da daha fazla ardisik AT baz giftlerine ¢ok kuvvetlice
baglanir. Bununla birlikte daha az ardistk AT baz cifti varsa veya ozellikle saf GC
bolgeleri mevcutsa bu defa, DAPI interkalasyon yolu ile DNA’ya baglanir [29].

Sekil 12. DAPI’nin kimyasal yapisi [29]

Yapilarina bagl olarak katyonik ayrik poliaromatik bilesikler tercihen ya oluga
baglanma ile ya da interkalasyon ile DNA’ya baglanirlar.

Pirimidin tlirevleri (7—12) klasik olmayan interkalatorlerin 6rnekleridir (Sekil 13).

NMez 9 NMez 10

N
~ J
©)\ Z)\@
s !
MezN NMCZ

11: X=N, Z=CH
12: X=CH, Z=N

Sekil 13. Klasik olmayan interkalatorlerin kimyasal yapilar1 [29]
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Ozellikle 7 ve 8’nin her ikisi DNAya interkalasyon yolu ile baglanir [29].

1.5. interkalatorlerin Yapilarimn ve DNA ile Etkilesimlerinin Teorik
Incelenmesi

Interkalasyon  siirecinin ve DNA-interkalator ~ komplekslerinin  molekiiler
ozelliklerinin hesaplanmasinda teorik metodlar 6nemli 6l¢lide kullanilmaktadir.

Interkalatér bilesiklerin geometrilerinin, elektron yapilarinin, konformasyonlarinin ve
DNA ile interkalasyon mekanizmasi ile olusturduklari molekiiler komplekslerin yap1 ve
kararliliginin kuantum kimyasal incelemeleri 6nemli aragtirma konularidir. Bu arastirmalar
yiiksek antitimor ozelliklere sahip yeni bilesiklerin sentezinin maksada uygun bir sekilde
gerceklestirilmesi ve onlarin biyolojik etkisinin molekiiler kokeninin anlasilmasi i¢in ayri

bir 6neme sahiptir [36,37,38].

1.6. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Bu ¢alisma, yeni oksim tipi ligandlarin ¢esitli Cu ve Ni komplekslerinin DNA ile
etkilesimlerini incelemeyi amaglamistir.

Bu ¢aligma kapsaminda;
e Cu ve Ni komplekslerinin oksidatif sartlar altinda DNA’y1 pargalayabilme
yeteneklerinin olup olmadigi,
o Kompleks—DNA etkilesimlerinin; metal iyonuna, zamana, ¢esitli ortam sartlarina ve
kompleks konsantrasyonuna bagimli olup olmadigi,
o Kompleks—DNA etkilesiminin 6zgiin olup olmadigi, incelenmistir.

Ayrica kompleks—DNA etkilesiminin aydinlatilabilmesi i¢in teorik molekiiler
modelleme ¢aligmalarinin yapilmasi amaglanmaistir.

Bu ¢alisma, ilerleyen zamanlarda bu komplekslerin DNA ile etkilesebilen birer anti—

kanserojen ilaglar olmasi yolunda atilan ilk adimdir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Cihazlar

Gece kiiltiirlerinin biiyiitiilmesinde Memmert Sv—1422 calkalayicili ve sabit sicaklikl
su banyosu kullanildi. Inkiibasyon islemleri, Niive EN 400 kuru havali inkiibator
kullanilarak gerceklestirildi. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda pH 6l¢timleri igin WTW
inoLab 720 model pH metre kullanildi. Cozeltilerin karistirllmasinda, Velp RX model
vorteks kullanildi. Tartim iglemlerinin yapilmasinda, Gec Avery VA/WA analitik terazi
kullanildi. Plazmid DNA izolasyonunda, ¢oktiirme islemleri Sigma 1-14 model
mikrosantifiirijde yapildi. Agaroz jellerin hazirlanmasinda, Regal RDD-17 mikrodalga
firn kullamldi. 1zole edilen plazmidlerin konsantrasyonlari, Ati Unicam UV2-100 model
¢ift 151n yollu ve hiicre kalinligt 10 mm kuvarz hiicreli ultraviyole—goriiniir bolge
spektrofotometresi kullanilarak Slgiildii.

Elektroforez islemleri, Owl B1A model elektroforez cihazinda Mevag IP—17 model
giic kaynagi kullanilarak gerceklestirildi. Agaroz jellerin goriintiilerinin alinmasinda
Kodak Gel Logic 200 Imaging System kullanildi.

Pipetleme islemleri, Socorex Acura 825 model 0,5-2 pL, 1-10 pL, 10-100 pL, 100—
1000 pL hacimlerindeki pipetler kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sterilizasyon islemleri i¢in Tomy SS—325 model otoklav kullanilmastir.

Molekiiler modelleme ¢aligmalarinda Hyperchem programi  kullanilmigtir.

Molekiillerin optimizasyonu Bio+Charm yontemi ile yapilmistir.

2.2. Kimyasal Maddeler

Merck A.G. (Darmstadt, Germany)’den sodyum hidroksit, sodyum kloriir,
potasyumdihidrojen fosfat ve bromfenol mavisi temin edildi.

Fluka Chemie (Steinheim, Germany)’den magnezyummonoperoksiftalat, nikel (II)
perklorat hegzahidrat ve dimetil formamid temin edildi.

Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)’den etidyum bromiir, gliserin, f—merkapto

etanol, etilendiamin tetra asetik asit, Trizma baz ve ksilen siyanol temin edildi.
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Sigma—Aldrich Chemie (Steinheim, Germany)’den bakir (II) perklorat hegzahidrat
temin edildi.

Lab. M. (Lancashire, UK)’dan tripton ve maya ekstragi temin edildi.

J. T. Baker (Dewenter, Holland)’dan dipotasyum hidrojen fosfat temin edildi.

Lab. Kim. Perpa (Okmaydani, Istanbul)’dan glasiyal asetik asit temin edildi.

pUCI18 plazmid izolasyonunda Promega Corporation Wizard Plus Sv Minipreps
DNA Purification Systems (Medison, USA) kiti kullanildi.

2.3. Model Sus ve Bilesikler

In vitro calismalarda kullanilan Eschericha coli JM 101 susu New England
Biolabs’dan temin edildi. Bu susun genotip ozellikleri; F* traD36 lac? A (lacz) M15 pro
A"B'/supE thi A (lac-proAB) (BIOLABS) seklindedir. pUC18 plazmid DNA’s1 Promega
Corp. Medison USA’den temin edildi.

In vitro c¢alismalarda kullanilan niikleaz mimigi olabilecek, (2E,3E)-3—[(6—
{[{(1E,2E)—2—(hidroksiimino)—1—metilpropiliden]amino} piridin—2—il)imino]biitan—2—on
oksim ligandinin bakir ve/veya nikel igeren homo dintikleer bakir (II) K1, hetero dintikleer
bakir (IT)-nikel (II) K2, ve 2—(hidroksiimino)—I-metilpropilidenaminofeniliminobiitan—2—
on oksim ligandinin bakir ve/veya nikel iceren mononiikleer bakir (II) K3, hetero dintikleer
nikel (II)-bakir (II) K4, homo diniikleer bakir (II) K5, homo triniikleer bakir (II) K6
kompleksleri (Sekil 14), Prof. Dr. Serdar KARABOCEK’in (K.T.U., Fen Edebiyat

Fakiiltesi, Kimya Boliimii) caligma grubu tarafindan sentez edilmistir [39,40].
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Sekil 14. K1-K6 komplekslerinin kimyasal yapilar1 [39,40]

2.4. Luria—Bertani (LB) Besiyerinin Hazirlanmasi

1 L’de 10 g tripton, 5 g maya ekstragi ve 5 g sodyum kloriir igeren besiyerinin pH
degeri sodyum hidroksit ile pH 7.5’e ayarland1 ve otoklavda 121 °C’de 1.1 atm basing
altinda 15 dakika bekletilip steril edildi.

2.5. Gece Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

pUCI18 plazmidini iceren E.coli JM 101 susu Spg/mL oraninda amfisilin igeren LB
besiyerinin 3 mL’sine ekildi ve 37 °C’de 200 rpm’de c¢alkalayicili su banyosunda bir gece
biiyiitildi.
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2.6. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.6.1. Elektroforetik Calismalarda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Farkli pH degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0, 7.5) 250 mM potasyum fosfat tamponlar1 soyle
hazirlandi; 43.5 g K,HPO4 1 L saf suda ¢oziinerek dibazik fosfat ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra 34 g KH,PO4 1 L saf suda ¢ozlinerek hazirlanan monobazik fosfat ¢ozeltisiyle ayri
ayr1 pH 6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5 oluncaya kadar dibazik fosfat ¢cozeltisi titre edildi.

Farkli pH’larda (pH 8.0, 8.5, 9.0, 10.0) 100 mM Tris—asetat tamponlarin1 hazirlamak
icin, 1 L saf suda 12.11 g trizma—bazin ¢oziinmesi ile hazirlanan ¢ozelti 1 L’de yaklasik
5.7 mL glasiyal asetik asit iceren ¢ozelti ile yukarida belirtilen pH’lara ulasilincaya kadar
ayri ayr1 titre edildi.

Tris—asetik asit-EDTA (TAE) tamponu, 242 g trizma—baz, 57.1 mL glasiyal asetik
asit ve 100 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)’nin saf su ile 1 L’ye tamamlanmas ile hazirlandu.
Bu ¢ozelti daha sonra 1/50 oraninda seyreltilerek kullanildi.

10 mM MMPP c¢ozeltisi, 10 mL saf suda yaklagik 0.05 g magnezyum mono
peroksiftalatin  ¢oziinmesi ile hazirlandi.  Yiritme boyasi, %0.25 oraninda
bromofenolmavisi, %25 oraninda ksilen siyanol ve %30 oraninda gliseroliin saf su i¢inde
¢Ozlinmesi ile hazirland.

Sonlandirma ¢ozeltisi, 1 M B—merkaptoetanolden 10 pL, %80’lik gliserolden 250 uL,
0.5 M EDTA ¢ozeltisinden (pH 8.0) 50 pL ve yiirlitme boyasindan 80 pL alinip saf su ile
1000 pL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Elektroforetik deneylerde kontrol olarak kullanilan bakir ve nikel tuzlarinin saf
sudaki ¢ozeltileri soyle hazirlandi. 100 mM bakir perklorat ¢ozeltisi, yaklasik 0.3700 g
Cu(ClO4),.6H,0’nun saf suda ¢oziiniip, 10 mL’ye tamamlanmas1 ile hazirlandi. 100 mM
nikel perklorat ¢ozeltisi, yaklasik 0.3650 g Niy(ClO4).6H,O’nun saf suda ¢oziiniip,
10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Daha sonraki seyreltme islemleri bu stoklar
kullanilarak yapildi.

Elektroforetik calismalar icin komplekslerin stok ¢ozeltileri asagida anlatildigi gibi
hazirlanmistir. Komplekslerin 50 mM stok ¢ozeltileri; K1’den 9.7 mg, K2’den 9.6 mg,
K3’den 6.7 mg, K4’den 9.6 mg, K5’den 9.7 mg ve K6’dan 11.6 mg tartilip, 250 pL
DMF’de coziinmeleri ile hazirlandi. Biitiin seyreltme islemleri bu stoklar kullanilarak

yapildi.
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Elektroforetik caligmalarda %1°lik notral agaroz jeller kullanildi ve bu jeller
asagidaki gibi hazirlandi. 0.3 g agaroz tartilip 30 mL TAE tamponu icine aktarildi ve
mikrodalga firinda yaklagik 1 dakika kaynatildi. Karisim 50-60 °C’ye kadar sogutulup
icine 3 pL etidyum bromiir ¢ozeltisi ilave edilip elektroforez cihazinin jel kabina dokiilerek

hazirlandi.

2.7. Niikleolitik Aktivite Deneyleri

2.7.1. Agaroz jel Elektroforezi ile Komplekslerin Niikleaz Etkinliklerinin
Incelenmesi

Komplekslerin niikleaz aktiviteleri, agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak
kontrol edildi. Komplekslerin kesim etkinligi, stipersarmal DNA’y1 (Form I), kirik form
(Form II) ve lineer form (Form III) DNA’ya doniistiirme yetenekleri belirlenerek tespit
edildi. Plazmid DNA, elektroforeze tabi tutuldugunda, bozulmamis siipersarmal form
(Form 1) i¢in nispeten hizli go¢ etme egilimi gézlenecektir. Eger DNA’nin bir zincirinde
bir kesim meydana gelirse, siipersarmal form, daha yavas hareket eden ac¢ik halkasal form
(Form II) iiretmek lizere gevseyecektir. Eger iki zincirde kesilirse Form 1 ve Form II

arasinda go¢ eden bir lineer form (Form III) tiretilecektir [16,41,42] (Sekil 15).

Form Il
-
@ == Form IlI
IO
Form |

Sekil 15. Sirkiiler DNA Formlar1 ve agaroz jeldeki goriintiileri [21]

K1-K6 komplekslerinin farkli konsantrasyonlarda (0.1-1000 uM), sabit sicaklikta
(37 °C), farkli pH degerlerinde (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 10.0) ve farkli zaman
araliklarinda (10-60 dakika) niikleaz etkinlikleri arastirildi. Bu arastirma, reaksiyon

karisiminda bilesenlerin uygun nihai konsantrasyonlarin1 saglayacak sekilde, stok
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kompleks c¢ozeltilerinin 1 pL’sini, tampon c¢ozeltilerin 2 pL’sini, On ylikseltgeyici
(MMPP)’nin 1 pL’sini ve konsantrasyonu belirli plazmid DNA’nin 6 uL’sini igeren ve son
hacmi 10 pL olan reaksiyon karisimlarinda gergeklestirildi.

Belirli konsantrasyon, pH ve reaksiyon peryotlar1 i¢in yapilan niikleaz aktivitesi
deneylerinde reaksiyon siiresi sonunda, reaksiyonu sonlandirmak i¢in sonlandirma
cozeltisinden 5 pL ilave edildi. Sonlandirilan reaksiyon karigimlart ve kontroller %1°lik
notral agaroz jellere yiiklendi ve yaklasik 30 dakika 100 Voltluk bir gerilim uygulanarak
elektroforez islemi gerceklestirildi. Jellerin goriintiileri Kodak Gel Logic 200 Imaging

System ile alindu.

2.7.2. Niikleaz Etkinligi Gosteren Kompleksler icin Uygun Sartlarin
Belirlenmesi

2.7.2.1. Kompleks Konsantrasyonlarimin Niikleaz Etkinligi Uzerine Etkisi

Bunun i¢in K1-K6 komplekslerinin, pH 7.0’da, 37 °C’de ve 1 saatlik inkiibasyon
zamaninda 0.1-1000 pM’lik konsantrasyon araliginda niikleolitik etkinlikleri incelendi.
Her bir kompleksten 10 pL’lik final reaksiyon karisimina esit miktarlarda (1 puL) kompleks
cozeltisi katip, 0.1-1000 uM araliginda nihai kompleks konsantrasyonunu saglayabilmek
i¢in, ara stok ¢ozeltiler hazirlandi ve reaksiyon karigimlarinin hazirlanmasinda bu ¢ozeltiler
kullanildi. Uzerine nihai konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde pH 7.0’daki 250 mM’lik
potasyum fosfat tamponundan 2 pL, nihai konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 10 mM’lik
MMPP ¢ozeltisinden 1 pL ve konsantrasyonu bilinen pUC18 plazmid DNA’sindan 6 pL
ilave edilip 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda her bir reaksiyon
karistmina 5 pL sonlandirma c¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra reaksiyon karigimlari
%1’lik notral agaroz jelinin kuyularma yiiklendi. Kontrol olarak, iki ayr1 kuyuya, icinde
yiiriitme boyasi bulunan pUC18 plazmid DNA’s1 ve BamHI restriksiyon enzimi ile kesilen
pUCI18 plazmid DNA’s1 yiiklenmistir. Jellere, yaklasik 30 dakika 100 Voltluk bir gerilim

uyguland1 ve sonuglar UV lambasi altinda gézlemlenip, jellerin goriintiileri alindi.

2.7.2.2. inkiibasyon Zamanmn Niikleaz Etkinligi Uzerine Etkisi

K1-K6 komplekslerinin pUC18 plazmid DNA’si1 kestigi uygun konsantrasyonlar

kullanilarak belirli pH ve sicaklik degerinde farkli inkiibasyon zamanlarindaki niikleolitik
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aktiviteleri incelendi. K1, K2, K4, K5 ve K6 kompleksleri i¢in nihai konsantrasyonu
10 uM, K3 kompleksi i¢in ise nihai konsantrasyonu 25 uM olacak sekilde uygun reaksiyon
karisimlar1 hazirlandi. Reaksiyon karisimlart nihai konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde
250 uM’lik pH degeri 7.0 olan potasyum fosfat tamponundan 2 pL, nihai konsantrasyonu
1 mM olacak sekilde 10 mM’lik MMPP ¢ozeltisinden 1 pL ve konsantrasyonu bilinen
pUCI18 plazmid DNA’sindan 6 pL ilave edildikten sonra bu reaksiyon karigimlar: 37 °C’de
0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalik zaman araliklarinda inkiibasyona birakildi. Bu
stirelerin sonunda her bir reaksiyon karistmina 5 pL sonlandirma ¢ozeltisi ilave edildi.
Daha sonra reaksiyon karisimlar1 %1°lik nétral agaroz jelinin kuyularina yiiklendi. Kontrol
olarak iki ayr1 kuyuya i¢inde yiiriitme boyasi bulunan pUC18 plazmid DNA’s1 ve BamHI
restriksiyon enzimi ile kesilen pUC18 plazmid DNA’s1 yiiklenmigtir. Jellere yaklasik 30
dakika 100 Voltluk bir gerilim uygulandi ve sonuglar UV lambasi altinda gdzlemlenip,

jellerin goriintiileri alind1.

2.7.2.3. Reaksiyon Karisiminin pH Degerinin Niikleaz Etkinligi Uzerine Etkisi

K1-K6 komplekslerinin pUC18 plazmid DNA’sin1 kestigi uygun konsantrasyonlarda,
37 °C’de ve 1 saatlik inkiibasyon siiresindeki niikleaz aktiviteleri farkli pH degerlerinde
incelendi. K1, K2, K4, K5 ve K6 kompleksleri i¢in nihai konsantrasyonu 10 pM ve K3
kompleksi i¢in ise nihai konsantrasyonu 25 uM olacak sekilde uygun reaksiyon karigimlari
hazirlandi. Reaksiyon karisimlarina nihai konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 10 mM’lik
MMPP ¢ozeltisinden 1 pL, farkli pH degerlerini saglamak amaciyla pH degeri 6.0, 6.5, 7.0
ve 7.5 olan 250 uM’lik potasyum fosfat tamponlarindan nihai konsantrasyonu 50 uM
olacak sekilde 2 pL, pH degeri 8.0, 8.5, 9.0 ve 10 olan 100 uM’lik tris—asetat
tamponlarindan nihai konsantrasyonlar1 20 uM olacak sekilde 2 pL ve konsantrasyonu
bilinen pUC18 plazmid DNA’sindan 6 pL ilave edildi. Bu reaksiyon karisimlar1 37°°de 1
saat bekletildi. Bu siirenin sonunda her bir reaksiyon karisimina 5 pL. sonlandirma ¢ozeltisi
ilave edildi. Daha sonra 6rnekler %1°lik nétral agaroz jelinin kuyularina yiiklendi. Kontrol
olarak iki ayr1 kuyuya i¢inde yiiriitme boyasi bulunan pUC18 plazmid DNA’s1 ve BamHI
restriksiyon enzimi ile kesilen pUC18 plazmid DNA’s1 yliklenmistir. Jellere yaklasik 30
dakika 100 Voltluk bir gerilim uygulandi ve sonuglar UV lambasi altinda gdzlemlenip,

jellerin goriintiileri alind1.
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2.8. Molekiiler Modelleme Calismalar:

Kuantum kimyasinin metodlarinin yardimi ile molekiiler sistemlerin yiik ve elektron
yogunlugunun dagilimini, molekiillerin elektrostatik potansiyelini, HOMO ve LUMO
orbitallerinde elektron dagilimini hesaplamak ve onlarin bilgisayar grafiklerinin ¢izilerek
bilgisayar ekraninda goriintiilemek miimkiindiir. Ayn1 zamanda DNA’nin biiylik yada
kiiciik olugunda interkalatorlerin oryantasyonlarmin ve etkilesimlerinin modelleri
cizilebilir. Son zamanlarda, interkalatorlerin baglanma sabitleri, bolge secigiligi, molekiil
ici enerjileri, konformasyonel degisikliklerin ve molekiil i¢i ligand—poli niikleotid etkilesim
enerjileri 6zel algoritmalarin yardim ile hesaplanmaktadir [36,37,38].

Molekiiler modelleme ¢aligmalari, sentez edilen komplekslerin, NMR, IR ve UV-Vis
spektroskopisi  yontemleriyle ortaya konulan geometrik yapist dikkate alinarak,

BIO+CHARM yontemi ile HYPERCHEM programinda yapilmustir.



3. BULGULAR

In vitro caligmalarda kullanilan niikleaz mimigi olabilecek (2E,3E)-3—[(6—{[
(1E,2E)—2—(hidroksiimino)—1-metilpropiliden]amino} piridin—2—il)imino]biitan—2—on
oksim ligandinin bakir ve/veya nikel iceren, homo diniikleer bakir (IT) K1, hetero dintikleer
bakir (ITy—nikel (I1) K2 kompleksleri ile 2—(hidroksiimino)—1—
metilpropilidenaminofenilimino biitan—2—on oksim ligandinin bakir ve/veya nikel igeren,
mononiikleer bakir (IT) K3, hetero diniikleer nikel (IT)-bakir (I) K4, homo diniikleer bakir
(IT) K5, homo triniikleer bakir (II) K6 komplekslerinin (Sekil 14) DNA ile olabilecek
etkilesimleri, bir kooksidan olan magnezyummonoperoksiftalat (MMPP) yoklugunda ve
varliginda, pUC18 (2686 bp) plazmidinin siipersarmal formu kullanilarak gergeklestirildi.
Cesitli kontrol deneyleri ile MMPP’nin, serbest ligandlarin, dimetil formamidin (DMF)
(komplekslerin stok c¢ozeltilerini hazirlanmasinda ¢oziicii olarak kullanilmistir) ve
perklorat metal tuzlarinin (¢aligilan tiim kompleksler perklorat tuzlari halinde oldugundan
dolay1) DNA’y1 kesip kesmedikleri arastirilmistir. Buna gére, MMPP, serbest ligandlarin
ve DMF’nin DNA iizerinde yapisal bir degisime sebep olmadig1 goriilmiistiir. Perklorat
tuzlarmin 50 pM ve Tlizeri konsantrasyonlarda (kompleksler DNA’y1 daha diisiik

konsantrasyonlarda kesebiliyorken) DNA’y1 kestigi gézlemlenmistir.

3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Calismalar:

Kompleks—DNA etkilesiminin varligini ortaya koymak icin ¢esitli kontrol deneyleri
yapildi. Kontrol deneylerinde, DNA, kooksidan olan magnezyummonoperoksiftalat
(MMPP), ligand ve komplekslerde mevcut olan metallerin tuzlarimin c¢ozeltileri ile
muamele edildi ve siipersarmal DNA’nin bagil oranlarinda degismeye sebep olup olmadig:
kontrol edildi. MMPP varliginda ve kompleks yoklugunda, DNA iizerinde herhangi bir
elektroforetik degisim gozlenmedi. Komplekslerin DNA iizerinde degisim yaptiklari
konsantrasyon degerlerinde bakir (II) klorat (T1) ve nikel (II) kloratin (T2) bir degisime

sebep olmadig1 gozlendi.
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Sekil 16. Kontrol deneyleri. 1, DNA-ligand I; 2, DNA-ligand [+MMPP; 3, DNA-MMPP;
4, DNA; 5, DNA-BamHI; 6, DNA-ligand II; 7, DNA-ligand II+MMPP; 8,
DNA-MMPP; 9, DNA+40 mM T1+40 mM T2; 10, DNA+40 mM TI1; 11,
DNA+40 mM T1+MMPP; 12, DNA+40 mM T2; 13, DNA+40 mM T2+MMPP;
14, DNA+DMF; 15, DNA+DMF+MMPP

Ligand I ve ligand II, MMPP varliginda ve yoklugunda DNA ile bir etkilesim
gostermemistir. Coziicli olarak kullanilan DMF’nin MMPP varliginda ve yoklugunda DNA
iizerinde elektroforetik bir degisime sebep olmadigr gorilmiistiir.  Yiiksek
konsantrasyonlarda metal tuzlar1 MMPP’siz  ortamda bir niikleolitik aktivite
gosterememislerken, MMPP’li ortamda aktivite gostermislerdir (Sekil 16). Bundan dolay1
MMPP’li ortamda metal tuzlarinin hangi konsantrasyon araliginda aktivite gosterdigini

anlamak i¢in tekrar bir kontrol deneyi yapilmuistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Sekil 17. T1 ve T2 nin MMPP’li ortamda DNA’nin siipersarmal yapist
iizerine etkisi. 1, DNA; 2, DNA-BamHI; 3, 10 uM T1; 4, 25
uM T1; 5, 50 uM T1; 6, 75 uM T1; 7, 100 uM T1; 8, 10 uM
T2;9,25uM T2; 10, 50 uM T2; 11, 75 uM T2; 12, 100 uM T2

Sekil 17’dan goriildigii lizere 1 saatlik reaksiyon siiresinde T2’nin 100 pM
konsantrasyona kadar DNA {izerinde higbir elektroforetik degisime sebep olmadigi
goriilmektedir. T1’in ise 50 uM ve daha yiiksek konsantrasyonlarda siipersarmal DNA’y1

tamamen form II ve form III e doniistiirdiigli goriilmektedir.
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3.2. Komplekslerin Niikleolitik Aktivitelerinin incelenmesi
3.2.1. K0’in Niikleolitik Aktivitesinin incelenmesi
3.2.1.1. K1-DNA Etkilesiminin Kompleks Konsantrasyonuna Bagimhihg:

K1 kompleksinin DNA ile etkilesebilecegi en uygun konsantrasyon degerini bulmak
icin konsantrasyon gradienti denemesi, 0.1-1000 pM konsantrasyon araliginda
gergeklestirilmistir.

Sekil 18’de, 125 ng/uL. DNA ile K1’in, 37 °C’de 60 dakikalik reaksiyon periyodunda
ve pH degeri 7.0’daki fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonu sonucu olusan DNA
formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde edilen

elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 18. K1 kompleksinin MMPP varliginda DNA’nin siipersarmal
yapist iizerine etkisi. 1, DNA (kontrol); 2, DNA-BamHI
(kontrol); 3, 0.1 uM K1; 4, 1 uM K2; 5, 10 uM K1; 6, 100
uM K1; 7, 500 pM K1; 8, 1000 pM K1

Sekil 18’de, MMPP varliginda ve 1 saatlik reaksiyon siiresince, K1’in 10 uM
konsantrasyonda DNA’y1 tamamen Form II ve Form III’e donistiirdiigii goriillmektedir.
Ayrica bu konsantrasyonda K1 kompleksinin DNA’y1, Form III ve Form II disinda Form
I[I’den daha kiigik DNA parcaciklarina doniistiirdiigi  elektroforetik  olarak
gozlemlenmistir. 500 uM ve 1000 pM gibi yiliksek konsantrasyonlarda ise K1’in
¢Oziiniirliik problemi gostermesi sebebiyle (kompleks bu konsantrasyonlarda ¢oktiigl igin
yukleme kuyusunda kaldigindan dolayi) DNA’nin yapisal bir de§isime maruz kalip
kalmadig1 anlasilamamaktadir.

Yapilan kontrol deneyinde, T1’in yanlizca 50 puM ve {izeri konsantrasyon

degerlerinde etkin bir niikleolitik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Boylelikle 10 uM
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K1 konsantrasyonunda goriilen yapisal degisimlerden kompleksin tamamen kendisinin

sorumlu oldugu sonucu ortaya ¢ikmaistir.

3.2.1.2. K1-DNA Etkilesiminin pH Bagimhhg:

K1 kompleksinin DNA ile etkilestigi en uygun konsantrasyon degerinde kompleksin
DNA ile etkilesebilecegi optimum pH degerini bulmak i¢in pH gradienti denemesi pH 6.0
ile pH 10.0 arasinda incelenmistir.

Sekil 19°da, 250 ng/uL DNA ile K1’in (10 uM konsantrasyonda), 37 °C’de ve
degisik pH degerlerinde 60 dakikalik reaksiyon siirecinde gergeklestirilen reaksiyonu
sonucu olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile

elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 19. 10 uM KI1 kompleksi ve MMPP varliginda DNA’nin
slipersarmal yapist lizerine ortamin pH’inin etkisi. 1, DNA

(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, pH 6.0; 4,
pH 6.5; 5, pH 7.0; 6, pH 7.5; 7, pH 8.0; 8, pH 8.5; 9, pH 9.0;
10, pH 10.0

Sekil 19°da goriildiigi gibi, 10 uM K1 kompleksi ve MMPP varliginda ¢aligilan tim
pH degerlerinde niikleolitik aktivite gozlenmistir ve DNA tamamen Form II’ye ve Form
II’e doniistiirtilmiistiir. Ancak sadece pH degeri 6.0’da bir miktar DNA’nin Form 1
seklinde doniismeden kaldig1 goriilmektedir.

K1 i¢in elde edilen elektroforetik veriler ve kontrol deneyleri géz oniine alindiginda,
K1 i¢in yapilan pH gradienti denemesinde, hemen hemen c¢alisilan her pH degerinde

ylksek derecede bir niikleolitik aktivitenin varligi ortaya ¢ikmistir.
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3.2.1.3. K1-DNA Etkilesiminin Zaman Bagimlihg:

K1 kompleksinin DNA ile etkilesip etkin bir niikleolitik aktivitenin gozlendigi zaman
dilimini saptamak i¢in 0 dakika ile 60 dakika zaman araliklarinda zaman gradienti
denemesi yapilmistir.

Sekil 20°’de, 175 ng/uL DNA ile 10 uM K1 konsantrasyonunda, 37 °C’de ve pH
7.0’da 10’ar dakikalik artiglarla 0—60 dakika zaman araliginda gergeklestirilen reaksiyonlar
sonucu olusgan DNA formlarmin 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile

elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 20. K1 kompleksinin, belirli konsantrasyon ve pH degeri niikleaz
aktivitesi lizerine zamanin etkisi. 1, DNA (kontrol);
2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0. Dakika; 4, 10. Dakika; 5, 20.
Dakika; 6, 30. Dakika; 7, 40. Dakika; 8, 50. Dakika; 9, 60.
Dakika

Sekil 20’den K1’in, 10. Dakikadan itibaren DNA’y1 Form I’den, Form II ve Form
[IT’e doniistiirmeye basladigir gdziikmektedir. 20. Dakikadan sonra ise DNA’nin tamamen

Form II ve Form III’e doniistigii saptanmustir.

3.2.2. K2’nin Niikleolitik Aktivitesinin incelenmesi
3.2.2.1. K2-DNA Etkilesiminin Kompleks Konsantrasyonuna Bagimlihg:

K2 kompleksinin DNA ile etkilesebilecegi en uygun konsantrasyon degerini bulmak
icin konsantrasyon gradienti denemesi, 0.1-1000 pM konsantrasyon araliginda
gercgeklestirildi.

Sekil 21°de, 125 ng/uL DNA ile K2’nin, 37 °C’de 60 dakikalik reaksiyon

periyodunda ve pH 7.0°daki fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonu sonucu olusan
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DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde edilen

elektroforetik jelin fotografi gériilmektedir.

Sekil 21. K2 kompleksinin MMPP varliginda DNA’nin siipersarmal
yapist lizerine etkisi. 1, DNA (kontrol); 2, DNA—BamHI
(kontrol); 3,0.1 uM K2; 4, 1 uM K2; 5, 10 uM K2; 6,
100 uM K2; 7,500 uM K2; 8, 1000 uM K2

Sekil 21°de MMPP varliginda ve 1 saatlik reaksiyon siiresince K2’nin 10 pM
konsantrasyonda  niikleaz  aktivitesi  gosterdigi = goriilmektedir. K2,  yiiksek

konsantrasyonlarda K1 ile benzer ¢6ziiniirliik problemleri gostermistir.

3.2.2.2. K2-DNA Etkilesiminin pH Bagimlihg

K2 kompleksinin DNA ile etkilestigi en uygun konsantrasyon degerinde kompleksin
DNA ile etkilesebilecegi en uygun pH degerini bulmak i¢in pH gradienti denemesi pH 6.0
ile pH 10.0 arasinda incelenmistir.

Sekil 22’de, 250 ng/uL DNA ile K2’nin (10 uM konsantrasyonda), 37 °C’de ve
degisen pH degerlerinde 60 dakikalik reaksiyon siiresince gerceklestirilen reaksiyonu
sonucu olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile

elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 22. 10 uM K2 kompleksi ve  MMPP varliginda, DNA’nin
siipersarmal yapisi iizerine ortamin pH’imin etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, pH 6.0; 4, pH 6.5; 5,
pH 7.0; 6, pH 7.5; 7, pH 8.0; 8, pH 8.5; 9, pH 9.0; 10, pH 10
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Sekil 22°de goriildigi iizere, 10 uM K2 kompleksi ve MMPP varliginda calisilan
tim pH degerlerinde niikleolitik aktivite gézlenmistir ve DNA’nin biiylik bir cogunlugu
Form II’ye ve Form III’e doniigmiis, bir kismida Form I olarak kalmistir.

K2 i¢in elde edilen elektroforetik veriler ve kontrol deneyleri géz oniine alindiginda,
K2 i¢in yapilan pH gradienti denemesinde, hemen hemen c¢alisilan her pH degerinde

niikleolitik aktivitenin varlig1 ortaya ¢ikmustir.

3.2.2.3. K2-DNA Etkilesiminin Zaman Bagimhihg:

K2 kompleksinin DNA ile etkilesip etkin bir niikleolitik aktivitenin gdzlendigi zaman
dilimini saptamak i¢in O dakika ile 60 dakika zaman araliklarinda zaman gradienti
denemesi yapilmistir.

Sekil 23’de, 175 ng/ul. DNA ile 10 uM K2 konsantrasyonunda 37 °C’de ve pH
7.0°da 10’ar dakikalik artiglarla 0—60 dakika zaman araliklarinda gergeklestirilen
reaksiyonlar sonucu olusan DNA formlarmin 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika

yiirtitiilmesi ile elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 23. K2 kompleksinin belirli konsantrasyon ve pH degeri
niikleaz aktivitesi tlzerine zamanin etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0. Dakika; 4, 10.
Dakika; 5, 20. Dakika; 6, 30. Dakika; 7, 40. Dakika; 8,
50. Dakika; 9, 60. Dakika

Sekil 23’de, 10 uM K2 mevcudiyetinde ve pH 7.0’da yapilan zaman gradienti
denemesinde, 10. Dakikadan itibaren DNA’nin, Form I’den Form II ve Form III’e

doniisiimiiniin bagladig goriilmektedir.
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3.2.3. K3’iin Niikleolitik Aktivitesinin Incelenmesi
3.2.3.1. K3-DNA Etkilesiminin Kompleks Konsantrasyona Bagimlihgi

K3 kompleksinin DNA ile etkilesebilecegi en uygun konsantrasyon degerini bulmak
icin konsantrasyon gradienti denemesi, 1-25 pM konsantrasyon araliginda gergeklestirildi.
Sekil 24°de 125 ng/uL. DNA ile K3’iin, 37 °C’de 60 dakikalik reaksiyon peryodunda
ve pH 7.0°daki fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonu sonucu olusan DNA
formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde edilen

elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 24. K3 kompleksinin MMPP varliginda DNA’nin
siipersarmal yapist lizerine etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 1 uM K3;
4,10 uM K3; 5,25 uM K3

Sekil 24°’de MMPP varliginda ve 1 saatlik reaksiyon siiresince K3’iin 25 uM

konsantrasyonda niikleolitik aktivite gosterdigi goriilmektedir.

3.2.3.2. K3—DNA Etkilesiminin pH Bagimhhg:

K3 kompleksinin DNA ile etkilestigi konsantrasyon degerinde kompleksin DNA ile
etkilesebilecegi en uygun pH degerini bulmak i¢in pH gradienti denemesi pH 6.0 ile pH
10.0 arasinda incelenmistir.

Sekil 25°de, 250 ng/uL DNA ile K3’lin (25 puM konsantrasyonda), 37 °C’de ve
degisen pH degerlerinde 60 dakikalik reaksiyon siiresince gerceklestirilen reaksiyonla
olusan DNA formlarmin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde

edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.
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Sekil 25. K3 kompleksi ve MMPP varliginda, DNA’nin siipersarmal
yapist iizerine ortamin pH’inin etkisi. 1, DNA (kontrol); 2,
DNA-BamHI (kontrol); 3, pH 6.0; 4, pH 6.5; 5, pH 7.0; 6,
pH 7.5; 7, pH 8.0; 8, pH 8.5; 9, pH 9.0; 10, pH 10.0

Sekil 25°de, 25 uM K3 kompleksi ve MMPP varliginda calisilan tim pH degerlerinde
niikleolitik aktivite gézlenmistir ve DNA’nin biiyiik bir ¢ogunlugu Form II’ye ve Form
III’e donilismiis, bir kism1 da Form I olarak kalmustir.

K3 i¢in elde edilen elektroforetik veriler ve kontrol deneyleri goz 6niine alindiginda,
K3 i¢in yapilan pH gradienti denemesinde, hemen hemen ¢alisilan her pH degerinde

niikleolitik aktivitenin varlig1 ortaya ¢ikmistir.

3.2.3.3. K3-DNA Etkilesiminin Zaman Bagimhihg:

K3 kompleksinin DNA ile etkilesip etkin bir niikleolitik aktivitenin gdzlendigi zaman
dilimini saptamak i¢in O dakika ile 60 dakika zaman araliklarinda zaman gradienti
denemesi yapilmustir.

Sekil 26’da, 175 ng/uL. DNA ile 10 uM K3 konsantrasyonunda 37 °C’de ve pH
7.0’da 10’ar dakikalik artiglarla 0-60 dakika zaman araliklarinda gergeklestirilen
reaksiyonlar sonucu olusan DNA formlarimin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika

yiirtitiilmesi ile elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 26. K3 kompleksinin belirli konsantrasyon ve pH degeri niikleaz
aktivitesi lizerine zamanin etkisi. 1, DNA (kontrol); 2,
DNA-BamHI (kontrol); 3, 0. Dakika; 4, 10. Dakika; 5, 20.
Dakika; 6, 30. Dakika; 7, 40. Dakika; 8, 50. Dakika; 9, 60.
Dakika
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Sekil 26’da 10 uM K3 mevcudiyetinde ve pH 7.0’da yapilan zaman gradienti
denemesinde, 20. Dakikadan itibaren DNA’nin Form I’den Form II ve Form III’e
doniisiimiinlin bagladig1 goriilmektedir. Fakat bu degisim Onceki komplekslere nazaran
biraz daha yavas olmaktadir. 60. Dakikada DNA’nin tamamen Form II ve Form IIl’e

doniistiigli saptanmustir.

3.2.4. K4’iin Niikleolitik Aktivitesinin Incelenmesi
3.2.4.1. K4-DNA Etkilesiminin Kompleks Konsantrasyona Bagimlihig:

K4 kompleksinin DNA ile etkilesebilecegi en uygun konsantrasyon degerini bulmak
icin konsantrasyon gradienti denemesi, 1-25 pM konsantrasyon araliginda gergeklestirildi.
Sekil 27°de, 250 ng/uL. DNA ile K4’iin, 37 °C’de 60 dakikalik reaksiyon peryodunda
ve pH 7.0’daki fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonu sonucu olusan DNA
formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitilmesi ile elde edilen

lektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 27. K4 kompleksinin MMPP varliginda DNA’nin
slipersarmal yapis1 iizerine etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 1 uM
K4; 4,10 uM K4; 5, 25 uM K4

Sekil 27°de MMPP varliginda ve 1 saatlik reaksiyon siiresince K4’tiin 10 uM

konsantrasyonda niikleaz aktivitesi gosterdigi goriilmektedir.
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3.2.4.2. K4-DNA Etkilesiminin pH Bagimhihig

K4 kompleksinin DNA ile etkilestigi konsantrasyon degerinde kompleksin DNA ile
etkilesebilecegi en uygun pH degerini bulmak i¢in pH gradienti denemesi pH 6.0 ile pH
10.0 arasinda incelenmistir.

Sekil 28’de, 250 ng/uL DNA ile K4’tin (10 pM konsantrasyonda), 37 °C’de ve
degisen pH degerlerinde 60 dakikalik reaksiyon siiresince gerceklestirilen reaksiyonla
olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde

edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 28. 10 uM K4 kompleksi ve MMPP varliginda DNA’nin
slipersarmal yapist iizerine ortamin pH’iin etkisi. 1,
DNA (kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, pH 6.0; 4,
pH 6.5; 5, pH 7.0; 6, pH 7.5; 7, pH 8.0; 8, pH 8.5; 9, pH
9.0; 10, pH 10

Sekil 28’den goriildiigli tlizere, 10 uM konsantrasyonda K4 kompleksi ve MMPP
varhiginda calisilan tiim pH degerlerinde niikleolitik aktivite goézlenmistir ve DNA

tamamen Form II’ye ve Form III’e doniistiiriilmiistiir.

3.2.4.3. K4-DNA Etkilesiminin Zaman Bagimhihgi

K4 kompleksinin DNA ile etkilesip etkin bir niikleolitik aktivitenin gdzlendigi zaman
dilimini saptamak i¢in O dakika ile 60 dakika zaman araliklarinda zaman gradienti
denemesi yapilmustir.

Sekil 29’da, 250 ng/uLL. DNA ile 10 uM K4 konsantrasyonunda 37 °C’de ve pH
7.0’da 10’ar dakikalik artislarla 0-60 dakika zaman araliklarinda gergeklestirilen
reaksiyonlar sonucu olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika

yiiriitiilmesi ile elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriillmektedir.
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Sekil 29. K4 kompleksinin belirli konsantrasyon ve pH degeri
niikkleaz aktivitesi ilizerine zamanin etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0. Dakika; 4, 10.
Dakika; 5, 20. Dakika; 6, 30. Dakika; 7, 40. Dakika; 8,
50. Dakika; 9, 60. Dakika

Sekil 29°da, 10. Dakikadan itibaren, DNA’nin, Form I’den Form II ve Form III’e

doniismeye basladig1 goriilmektedir. 20. Dakikadan sonra ise DNA’nin tamamen Form II

ve Form III’e doniistiigii saptanmistir.

3.2.5. K5’in Niikleolitik Aktivitesinin Incelenmesi
3.2.5.1. K5—-DNA Etkilesiminin Kompleks Konsantrasyona Bagimhhgi

K5 kompleksinin DNA ile etkilesebilecegi en uygun konsantrasyon degerini bulmak
icin konsantrasyon gradienti denemesi, 0.1-1000 pM konsantrasyon araliginda
gerceklestirildi.

Sekil 30°da 175 ng/uL. DNA ile K5’in, 37 °C’de 60 dakikalik reaksiyon periyodunda
ve pH 7.0’daki fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonu sonucu olusan DNA

formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitilmesi ile elde edilen

lektroforetik jelin fotografi gériilmektedir.

Sekil 30. K5 kompleksinin MMPP varliginda DNA’nin
stipersarmal yapisi lizerine etkisi. 1, DNA (kontrol);
2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0.1 uM KS5; 4, 1 uM
KS5; 5, 10 uM K5; 6, 100 uM K5; 7, 500 uM K5; 8,
1000 uM K5
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Sekil 30°da, MMPP varliginda ve 1 saatlik reaksiyon siiresince, K5’in, 1 puM, ve
10 uM konsantrasyonlarinda, DNA’y1 tamamen Form II ve Form III’e doniistiirdiigi

goriilmektedir.

3.2.5.2. K5-DNA Etkilesiminin pH Bagimlihg:

K5 kompleksinin DNA ile etkilestigi en uygunkonsantrasyon degerinde kompleksin
DNA ile etkilesebilecegi en uygun pH degerini bulmak i¢in pH gradienti denemesi pH 6.0
ile pH 10.0 arasinda incelenmistir.

Sekil 31°de, 250 ng/uL DNA ile K5’in 10 uM konsantrasyonda (diger komplekslerle
karsilagtirma yapilabilmesi i¢in 10 pM konsantrasyon degeri segilmistir), 37 °C’de ve
degisen pH degerlerinde 60 dakikalik reaksiyon siiresince gerceklestirilen reaksiyonla
olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde

edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 31. 10 uM K5 kompleksi ve belirli konsantrasyonda MMPP
varliginda DNA’nin silipersarmal yapisi {izerine ortamin
pH’mnin etkisi. 1, DNA (kontrol); 2, DNA-BamHI
(kontrol); 3, pH 6.0; 4, pH 6.5; 5, pH 7.0; 6, pH 7.5; 7, pH
8.0; 8, pH 8.5; 9, pH 9.0; 10, pH 10.0

Sekil 31°de gorildiigii lizere, 10 uM konsantrasyonda K5 kompleksi ve MMPP
varliginda calisilan tiim pH degerlerinde niikleolitik aktivite gozlenmistir ve DNA’nin

tamamen Form II’ye ve Form III’e doniistiigii goriilmektedir.
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3.2.5.3. K5-DNA Etkilesiminin Zaman Bagimhihg:

K5 kompleksinin DNA ile etkilesip etkin bir niikleolitik aktivitenin gézlendigi zaman
dilimini saptamak i¢in 0 dakika ile 60 dakika zaman araliklarinda zaman gradienti
denemesi yapilmistir.

Sekil 32°de, 175 ng/uL DNA ile 10 uM K5 konsantrasyonunda 37 °C’de ve pH 7°de
10’ar dakikalik artiglarla 0—60 dakika zaman araliginda gergeklestirilen reaksiyonlar
sonucu olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile

elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 32. K5 kompleksinin, belirli konsantrasyon ve pH degeri
niikleaz aktivitesi ilizerine zamanin etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0. Dakika; 4,
10. Dakika; 5, 20. Dakika; 6, 30. Dakika; 7, 40. Dakika;
8, 50. Dakika; 9, 60. Dakika

Sekil 32°de K5’in 10. Dakikadan itibaren DNA’y1 tamamen Form II ve Form III’e

doniistiirdiigii saptanmustir.

3.2.6. K6’min Niikleolitik Aktivitesinin incelenmesi
3.2.6.1. K6-DNA Etkilesiminin Kompleks Konsantrasyona Bagimhhgi

K6 kompleksinin DNA ile etkilesebilecegi en uygun konsantrasyon degerini bulmak
icin konsantrasyon gradienti denemesi, 0.1-1000 pM konsantrasyon araliginda
gerceklestirilmistir.

Sekil 33°de, 175 ng/pL DNA ile K6’nin, 37 °C’de 60 dakikalik reaksiyon peryodunda
ve pH 7.0’daki fosfat tamponunda gerceklestirilen reaksiyonu olusan DNA formlarinin,
100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile elde edilen elektroforetik jelin

fotografi goriilmektedir.
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Sekil 33. K6 kompleksinin MMPP varliginda DNA’nin
siipersarmal yapisi tlizerine etkisi. 1, DNA (kontrol);
2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0.1 uM K6; 4, 1 uM
K6; 5, 10 uM K6; 6, 100 uM K6; 7, 500 uM K6; 8,
1000 uM K6

Sekil 33’de MMPP varliginda ve 1 saatlik reaksiyon siiresince, K6’nin 10 pM

konsantrasyonunda niikleaz aktivitesi gosterdigi goriilmektedir.

3.2.6.2. K6-DNA Etkilesiminin pH Bagimlihig:

K6 kompleksinin, DNA ile etkilestigi en uygunkonsantrasyon degerinde kompleksin
DNA ile etkilesebilecegi en uygun pH degerini bulmak i¢in pH gradienti denemesi pH 6.0
ile pH 10.0 arasinda incelenmistir.

Sekil 34’de, 250 ng/uL DNA ile K6’in (10 uM konsantrasyonda), 37 °C’de ve
degisen pH degerlerinde 60 dakikalik reaksiyon siiresince gerceklestirilen reaksiyonu
sonucu olusan DNA formlarinin, 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika yiiriitiilmesi ile

elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

Sekil 34. K6 kompleksi ve MMPP varliginda, DNA’nin siipersarmal
yapisi iizerine ortamin pH’nin etkisi. 1, DNA (kontrol); 2,
DNA-BamHI (kontrol); 3, pH 6.0; 4, pH 6.5; 5, pH 7.0; 6,
pH 7.5; 7, pH 8.0; 8, pH 8.5; 9, pH 9.0; 10, pH 10
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Sekil 34°de goriildiigl iizere, 10 uM K6 kompleksi ve MMPP varliginda ¢alisilan
tiim pH degerlerinde niikleolitik aktivite gézlenmistir ve DNA’nin biiylik bir cogunlugu

Form II’ye ve Form III’e doniigmiis, bir kism1 da Form I olarak kalmaistir.

3.2.6.3. K6-DNA Etkilesiminin Zaman Bagimhihg:

K6 kompleksinin DNA ile etkilesip etkin bir niikleolitik aktivitenin gozlendigi zaman
dilimini saptamak i¢in O dakika ile 60 dakika zaman araliklarinda zaman gradienti
denemesi yapilmustir.

Sekil 35’de 175 ng/uL DNA ile 10 uM K6 konsantrasyonunda 37 °C’de ve pH degeri
7.0’da 10’ar dakikalik artislarla 0-60 dakika zaman araliklarinda gergeklestirilen
reaksiyonlar sonucu olusan DNA formlarinin 100 Voltluk bir potansiyelde 30 dakika

yiiriitiilmesi ile elde edilen elektroforetik jelin fotografi goriilmektedir.

12 3 45 6 7 8 9

Sekil 35. K6 kompleksinin, belirli konsantrasyon ve pH degeri
niikleaz aktivitesi lizerine zamanin etkisi. 1, DNA
(kontrol); 2, DNA-BamHI (kontrol); 3, 0. Dakika; 4,
10. Dakika; 5, 20. Dakika; 6, 30. Dakika; 7, 40.
Dakika; 8, 50. Dakika; 9, 60. Dakika

Sekil 35’de, K6’min 20. Dakikadan itibaren DNA’y1 Form I’den Form II'ye
doniistiirmeye bagladig1 goziikmektedir.

3.3. Komplekslerin Molekiiler Modelleme Calismalar:

Komplekslerin molekiiler modelleme ¢aligmalari, komplekslerin yapilarinin
benzerligi nedeniyle sadece K5 ve K6 kompleksleri iizerinde arastirilmustir. Oncelikle
komplekslerin etkileseceg§i DNA’nin molekiiler modellemesi yapilmistir. Bu modelde

d(GpC)2 dintikleotidi (Sekil 36) kullanilmistir. Daha sonra K5 (Sekil 37) ve K6 (Sekil 38)
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komplekslerinin  modellemeri yapilip d(GpC)® diniikleotidi ile olas1 etkilesimi

modellenmistir.

Sekil 37. K5 kompleksinin molekiiler modellemesi

Sekil 38. K6 kompleksinin molekiiler modellemesi
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K6 kompleksi ve d(GpC)® diniikleotidinin etkilesimi, oncelikle kompleksin
interkalasyon yapabilecek bir konumda d(GpC)* diniikleotidine yaklasip sonrada

interkalasyon yaparak d(GpC)® diniikleotidinin konformasyonunu bozmast ile gergeklesir.

Sekil 39. K6 kompleksinin interkalasyonu

K5 kompleksi ve d(GpC)® diniikleotidinin etkilesimi, K6 kompleksinin etkilesimi ile
temelde aynidir. Fakat K5 kompleksinin iki farkli ligand grubu oldugu i¢in bu iki grubun

ayr1 ayr1 interkalasyon yapacaklart muhtemeldir.
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Sekil 40. K5 kompleksinin Fenantrolin grubunun interkalasyonu

Sekil 41. K5 kompleksinin oksim ligandinin interkalasyonu
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3.4. DNA Kesiminin Mekanizmasi

Kimyasal niikleazlar, fizyolojik sartlar altinda niikleik asitlerin riboz veya
deoksiriboz birimlerine saldirarak onlar1 kesen redoks aktif koordinasyon kompleksleri
olarak tammlanirlar. 1,10—fenantrolin bakir (I) kompleksi ([(OP),Cu']) niikleolitik etkinligi
aciklanan ilk koordinasyon kompleksidir [44].

1,10—fenantrolin bakir (I) kompleksinin niikleolitik aktivitesi i¢in oksidatif kesimin

kinetik mekanizmasi Sekil 42°de sematize edilmistir [6].
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Sekil 42. 1,10—fenantrolin kompleksinin niikleolitik aktivitesinin kinetik mekanizmasinin
sematik gosterimi [6]

Birinci basamak, 1,10—fenantrolin bakir iyonu koordinasyon kompleksinin
olusumudur. DNA kesim siireci bir tiyoliin (burada 3—merkaptopropiyonik asit) veya
askorbik asitin hedef DNA’y1 igceren reaksiyon karigimina katilmasi ile baslatilir. Bu sartlar
altinda, bir siliperoksit arabirimi yolu ile H,O, liretmek i¢in molekiiler oksijen tarafindan

yiikseltgenen [(OP),Cu'"] kompleksi [(OP),Cu'] kompleksine indirgenir. H,O, kimyasal
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niikleaz aktivitesi i¢in olmazsa olmaz bir ko—reaktantdir. Hidrojen peroksit ya reaksiyon
ortaminda bakir kompleksinin molekiiler oksijen tarafindan yiikseltgenmesi ile olusur ya
da disaridan eklenebilir. Olusan tetrahedral bakir kompleksi, DNA’nin mindr oluguna
baglanir ve ovalent olmayan bir ara tirlin izerinden DNA kesim reaksiyonu gergeklesir [6].

Benzer sekilde fenantrolin igeren bakir komplekslerinin  DNA  kesim
mekanizmalarinin  oksidatif mekanizma {izerinden yiiriidiigiinii belirten c¢aligmalar
[6, 43, 44, 45, 46] mevcuttur.

Yapilan agaroz jel elektroforezi ve molekiiler modelleme g¢aligmalari géz Oniine
alindiginda ve oksidatif kesim i¢in O6nerilen bu mekanizmalarla karsilastirildiginda K1-K6

komplekslerinin de DNA’y1 oksidatif bir mekanizma ile kestigi sonucuna varilabilir.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada, (2E,3E)-3—[(6—{[(1E,2E)—2—(hidroksiimino)—1-metilpropiliden]
amino } piridin—2—il)imino]biitan—2—on oksim ligandinin iki farkli bakir ve/veya nikel
iceren homo diniikleer bakir (II) (K1), hetero diniikleer bakir (II)-nikel (II) (K2),
komplekslerinin ve 2- (hidroksiimino)—1-metilpropilidenaminofeniliminobiitan—2—on
oksim ligandinin bakir ve/veya nikel igeren mononiikleer bakir (IT) (K3), hetero diniikleer
nikel (II)-bakir (IT) (K4), homo diniikleer bakir (IT) (K5), homo triniikleer bakir (II) (K6)
komplekslerinin niikleolitik 6zellikleri, notral agaroz jel elektroforezi yontemi ile ortaya
konmustur. Bu yontem kullanilarak fenantrolin gruplari igeren mononiikleer bakir (II),
homodintikleer bakir (IT), heterodiniikleer bakir (II)-nikel (II) / bakir (II)-mangan (II)
komplekslerinin niikleolitik aktivitelerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur [47, 48, 49].
Ayrica fenantrolin iceren fotoaktif Rutenyum (II) komplekslerinin de niikleolitik aktivite
gosterdikleri bildirilmistir [46]. Bunlara ilaveten, g¢esitli amino asitlerle bakir (II)’nin
olusturdugu komplekslerin DNA’y1 kestigi bildirilmistir [S1, 52, 53].

Komplekslerin niikleolitik aktivitesi pUC18 plazmid DNA’s1 kullanilarak yapilmistir.
Benzer komplekslerle yapilan ¢aligmalarda, pCYTEXP [54], pUC19 [49, 52], pB 1I
KS'[55], pBR322, [56,57] ve pBluescript [58] gibi farkli plazmid DNA’lar kullanilmustir.

Niikleolitik aktivite deneyleri, Onylikseltgeyici monomagnezyumperoksiftalat
(MMPP) varliginda ve yoklugunda gerceklestirilmistir. MMPP yoklugunda gergeklestirilen
deneylerde kompleksler niikleolitik aktivite gdstermemislerdir. MMPP varliginda ise biitiin
kompleksler etkin bir sekilde DNA’y1 kesmislerdir. Benzer sekilde MMPP’li ortamda
oksim tipi ligandlarin komplekslerinin niikleolitik aktivite gosterdigi bildirilmistir [48].
Onyiikseltgeyici olarak askorbik asit [56], merkaptopropiyonik asit (MPA) [49], H,O, nin
[59] kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir.

Niikleolitik  aktivitenin kompleks konsantrasyonuna bagimliligt caligsmalari
sonucunda, homodiniikleer bakir (IT) ve heterodiniikleer Cu (II)-Ni (II) kompleksleri ve
homotrintikleer Cu (I) kompleksleri (K1, K2, K4, K5, K6) 10 uM konsantrasyonda
DNA’y1 keserken, mononiikleer bakir (II) kompleksi (K3) 25 uM konsantrasyonda
DNA’y1 kestigi goriilmiistiir. Benzer bir sekilde diniikleer bakir (II) kompleksi Cu'>(N4Sy)
(N4S4:1,2,4,5—tetrakis(1’—amino—3’—biitil)benzen)’in mononiikleer analoglarindan daha

biiylik bir oranda DNA kesimine sebep oldugu bildirilmistir [60]. Saglam’a [48] gore
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oksim tipi homodiniikleer bakir (IT) ve heterodiniikleer bakir (II)-mangan (IT) kompleksleri
MMPP’li ortamda 0.1 uM konsantrasyon degerinde niikleolitik aktivite gostermislerdir.
Fakat homotriniikleer bakir (II) kompleksi 300 uM konsantrasyon degerinde niikleolitik
aktivite gostermistir. Baska bir ¢caligmada, Ruiz [61], askorbat / H;O, ortaminda 9 pM ve
12 uM konsantrasyon degerlerinde bakir (II) komplekslerinin niikleolitik aktivitesinin
varhigimi ortaya koymustur. K1, K2, K4, K5 ve K6 kompleksleri Saglam’in [48]
calismasinda kullanilan komplekslerle karsilastirildiginda; homodiniikleer ve heterontikleer
bakir (II)-mangan (IT) komplekslerinin K1, K2 ve K4 komplekslerine nazaran yaklasik 100
kat, K5 kompleksine nazaran ise 10 kat diisiik konsantrasyonda niikleaz aktivitesi
gosterdigi anlagilmaktadir. Bununla birlikte homotriniikleer bakir (II) kompleksi K6
kompleksine nazaran 30 kat yiiksek konsantrasyonda niikleaz aktivitesi gosterdigi
goriilmektedir. K3 kompleksi, Ruiz’in [50] ¢aligmasinda kullanilan komplekslere nazaran
yaklagik 2 kat yiiksek konsantrasyonda niikleaz aktivitesi gdstermistir. Ote yandan Wang
[62], calismasinda, mononiikleer bakir (IT) kompleksinin 40 uM ve 60 uM konsantrasyon
degerlerinde niikleaz aktivitesi gosterdigini saptamistir. Boylelikle, K3 kompleksinin,
Wang’in [62], calistig1 komplekslere gore yaklasik 2 kat diigiik konsantrasyonda niikleaz
aktivitesi gosterdigi soylenebilir.

Niikleolitik aktivitenin reaksiyon ortaminin pH degerine bagimlilig1 calismalar1 pH
6.0-10.0 araliginda gerceklestirilmistir. Yapilan denemeler sonucunda, komplekslerin
tamaminin, ¢aligilan her pH degerinde niikleolitik aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu
nedenle komplekslerin niikleolitik aktivitelerinin pH’ya bagimli olmadig1i sonucuna
varilabilir. Benzer bir durum Song’un [46] c¢alismasinda nikel (II) kompleksi i¢in de
goriilmiistiir. Calisilan tiim pH degerlerinde, siipersarmal DNA’nin kirik ve lineer forma
doniistiigli goriilmiistiir. Saglam [48] yaptig1 calismalarla homodiniikleer bakir (II) ve
heterodiniikleer bakir (II)-mangan (II) kompleksleinin niikleolitik aktivitesinin pH artikca
azaldigini ortaya koymustur. Fakat triniikleer bakir (IT) kompleksinde ise boyle bir degisim
goriilmemistir.

Niikleolitik aktivitenin zamana bagimlilig1 incelendiginde K1, K2, K4 ve K5
komplekslerinin 10. Dakika ve sonrasinda tiim siipersarmal DNA’lar1 kirik ve lineer forma
dontstiirdiigi gortilmiistiir. K3 ve K6 ise niikleolitik aktivitelerini sirasiyla, 20. Dakika ve
30. Dakikadan itibaren gostermeye basladiklar1 saptanmistir. Diilger [54], yaptigi
calismada homotetraniikleer bakir (II) ve heterotetraniikleer bakir (II)-mangan (II) i¢in bu

stireleri 3 dakika ve 5 dakika olarak saptamistir. Saglam [48] ise, homoniikleer bakir (IT) ve
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heterodintikleer bakir (II)-mangan (II) i¢in 5 dakika, homotriniikleer bakir (IT) kompleksi
icin 10 dakika olarak saptamistir. Hirohima [59], fenantrolin tiirevli bakir (II)
kompleksleriyle yaptig1 ¢alismalarda, 15 dakikalik inkiibasyon zamaninda komplekslerin
stipersarmal DNA’y1 kirik forma donistiirdiigiinti saptamistir. Hirohima [59], bu siireyi 30
dakikaya c¢ikardiginda kirik form DNA’nin yaninda lineer formda DNA’larin varlig
goriilmistir. Wang [62], 40 uM kompleks konsantrasyonunda 30, 60 ve 120 dakikalik
inkiibasyon zamanlarinda yaptig1 ¢alismalarda 30. Dakikada siipersarmal DNA’nin kirik
forma doniistiigiinii gérmiistiir. 60. Dakikada ise kirik formun yaninda lineer formda
DNA’lara rastlanmistir. 120. Dakikada ise siipersarmal DNA formlarinin cogunun kirik ve
lineer forma donistiigii fakat bir kisim siipersarmal DNA’nin doniismeden kaldigi
goriilmektedir.

Komplekslerin geometrik optimizasyonu BIO+CHARM yontemi ile yapilmigtir.
Yapilan modelleme caligmalari, komplekslerin interkalasyon yaparak DNA’y1 kestigini
ortaya koymaktadir. Benzer modelleme ¢aligmalari elliptisin alkaloidi ve tlirevleri i¢in de
yapilmistir [63].

Gergeklestirilen agaroz elektroforezi ve molekiiler modelleme ¢aligmalarinin
sonuclar1 ve Fenantrolin gruplarini igceren bakir komplekslerinin DNA’y1 oksidatif olarak
kestigini ortaya koyan caligmalara [6, 44, 43, 46, 45] dayanarak K1-K6 kompleslerinin
oksidatif mekanizma ile DNA’y1 kestigini sOyleyebiliriz.

Sonug olarak, tim komplekslerin interkalasyon yaparak, oksidatif bir mekanizma
sonucu DNA’y1 kestigi, ayn1 sartlar altinda K2 ve K6 komplekslerinin diger komplekslere
nazaran daha zayif bir sekilde slipersarmal DNA’y1 kirik ve lineer forma doniistiirdiigl, di—
ve tri— niikleer komplekslerin, mono niikleer analoglarina nazaran daha diisiik
konsantrasyonlarda DNA’y1 oksidatif olarak kestigi ve bdylelikle bu komplekslerin

niikleaz olarak kullanilabilecekleri sonuglarina varilabilir.



5. ONERILER

Bu sonuglar bize bu komplekslerin birer antikanser ilag olabilecegi yoniinde fikir
vermistir. Boylelikle daha ileri ¢alismalarla bu komplekslerin anti-kanser ilag olabilme
yetenekleri arastirilabilir.

Ayrica bu komplekslerin anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral ve anti-oksidan

ozelliklerine  sahip olup olmadiklar1 yeni arastirmalar i¢in konu olabilir.
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