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OZET

Bu ¢aligmada yeni bir oksim ligandinin homodiniikleer bakir (K1), heterodiniikleer
bakir-mangan (K2) ve homotriniikleer bakir (K3) komplekslerinin niikleolitik 6zellikleri,
nétral agaroz elektroforezi ve goériiniir bolge spektrofotometrisi yardimiyla arastiriidi. Her
ii¢ kompleksin de MMPP yoklugunda, ayrica MMPP’nin de yalmiz bagina pCYTEXP
plazmid DNA’s1 iizerinde bir etki yapmadigi, dolayisiyla kompleks ve MMPP varliginda
g6zlenen aktivitenin komplekslerden kaynaklandig: sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Ozellikle 0.1 uM’dan daha diisiik konsantrasyonlarda K1 ve K2 siipersarmal DNA
lizerinde kiriklar olusturmug, 0.1 pM ve daha yukansindaki konsantrasyonlarda ise
dogrusal DNA formlarinin baskin oldugu gorilmistir. K3 ise boyle bir nikleolitik
aktiviteyi ancak 100 uM civarinda saglamast K3iin diger iki komplekse gore daha zayif
bir kimyasal niikleaz olabilecefi sonucunu gostermektedir. Konsantrasyon bagimh bu
niikkleolitik 6zellikler, komplekslerin etkin konsantrasyonlarinda ve ilk 5 dakikahk
reaksiyon siirelerinde siipersarmal DNA formunun tamamen kink formuna dontigmesi ve
ilerleyen siirelerde bu form iizerinden dogrusal formun olugtugunun gozlenmesi, her ¢
kompleksin de benzer mekanizmalarla etkinlik gosterdigini ortaya koymaktadir.
Komplekslerin niikleolitik etkinliklerinin pH bagimliliklan incelendifinde yine K1 ve
K2’nin oldukg¢a benzer davranig gosterdikleri gériilmiistiir. K3 ise yine K1 ve K2’den daha
farkl bir pH bagiml niikleolitik etkinlik gostermigtir.

pCYTEXP DNA’s1 iizerinde calisgilan komplekslerin niikleolitik etkinlikieri
spektroskopi ile de tespit edilmigtir. Bu komplekslerin goériiniir bolge spektrumlarindaki
bazi sinyallerde DNA ilavesi ile kaymalarin olmasi ve absorbanstaki degisimler
kompleksler ile DNA arasinda bir interkalasyon ihtimalinin zayif oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, diniikleer kompleksler (K1 ve K2) oldukga benzer kimyasal yapilar
da dikkate alinarak birbirine yakin ve muhtemelen benzer mekanizmalarla nitkleolitik
etkinlik gosterdikleri ortaya ¢ikmigtir. Daha ¢ok bir fizibilite niteliginde olmasina ragmen
elde edilen sonuglarin oksim esasli DNA pargalayan molekiillerin ve antikanser maddelerin

dizayminda yeni diigiincelerin ortaya ¢ikmasin: saglayacag agiktir.

Anahtar Kelimeler:Oksim, Niikleik Asit, Bakir(IT), Supersarmal DNA, Niikleaz
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SUMMARY
Desing of Nucleolytic Synzymes and Their Interactions with Nucleic Acids

In this study, nucleolytic capabilities of the complexes of a novel oxime-type
ligand, homodinuclear copper (K1), heterodinuclear copper-manganese (K2) and
homotrinuclear copper (K3) complexes were investigated by neutral agarose gel
electrophoresis and visible spectrophotometry. All the complexes in the absence of MMPP
had no nucleolytic activity on the pCYTEXP. Therefore, it is obvious that the observed
nucleolytic activities in the presence of MMPP were originated from the nature of the
complexes.

K1 and K2 especially at below 0.1 uM nick the supercoiled DNA however at their
greater concentrations linear forms were dominant. K3, however, has shown such
nucleolytic activity at approximately 100 uM indicating that its activity is weaker than the
other two complexes. At efficient concentrations of the complexes, within the first
5 minutes of reaction period all the supercoiled form transformed to the nicked form and
then linear forms were formed. These results show that all of the complexes perform their
nucleolytic activities by similar mechanisms. K1 and K2 have also shown very similar pH-
dependent nucleolytic profiles but different than K3.

The nucleolytic efficiencies of the examined complexes on the pPCYTEXP DNA
were also investigated by spectroscopy. Absorbance changes and very small shifts of some
specific signals on the visible spectra of all the complexes indicate a weak possibility of
intercalation with the DNA.

It can be concluded by taking the chemical structures of the complexes into
consideration that the complexes K1 and K2 possess potential nucleolytic efficiences by
similar mechanisms. The results obtained in this preliminary study should give new ideas
on the molecular design of DNA cleaving molecules and anticancer agents having oxime

functionalities.

Key Words: Oxime, Nucleic Acid, Copper(Il), Supercoiled DNA, Nuclease



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No

Sekil 1. DNA ve RNA niikleotitlerinin genel yapisi.............ccocoveeieeniencceniiennereneeenne 3
Sekil 2. DNA ve RNA’da bulunan purin ve pirimidin bazlarinin kimyasal yapilar..... 4
Sekil 3. NUKIEOttIErin YapIsi........cccvveeiiieiieiieeieeiie ettt eee e e eese e eee 4
Sekil 4. Bir RNA zincirinin kiiglk bir par¢asi.............cccoevveeveerverrerenceeeieeneesvee e 5
Sekil 5. DNA molekiiliinde uygun bazlarin birbirleri ile hidrojen baglar

vasitasiyla etkilegimleri sonucu olugan ¢ift zincirli sekonder yapa................. 6
Sekil 6. DNA’nin Watson-Crick modeli..............cccoveiiiiniiiiiienieeiecieceneceeeceee 7
Sekil 7. DNA molekiillerinin gesitli halleri.................ccooooiiiiiierieeciciereeeeeeee 8

Sekil 8. DNA’ya baglanan Cro, A repressor ve CAP proteinlerinin dimerik yapilari . 9
Sekil 9. EcoRlI ve Hpal tarafindan DNA sarmalinin zincirlerinin kargilikli
olarak ve spesifik niikleotitlerden taminmasi ve zit yonde pargalanmasit......... 10

Sekil 10. DNA polimerazlar tarafindan katalizlenen niikleotit zincir biiyiime

REAKSIVOMU. .......oviiiieiiieiiiieciieetie et e et e te et e e aeessaeeseessseeseessneemeaesbeeeasnenas 12
Sekil 11. DNA polimeraz I’in 5'—3' ekzoniikleaz ve 3'>5' ekzoniikleaz

AKLIVITEST. ....eeiieieitieieeee ettt et e ste et e et e eate e eeeeaeeeseesseeaneeseeaneennesanens 13
Sekil 12. E. coli topoizomeraz II (DNA giraz)’nin gemberimsi DNA’nin

baglanma sayisini deZistirmesinin gematik olarak gosteriligi.............cc........ 15
Sekil 13. DNA ile kiigiik molekiillerin etkilegim tiirlerinin gematik gosterilisi ............ 16
Sekil 14. Cesitli tiirden etkilesimlerle DNA’ya baglanabilen molekiller..................... 17
Sekil 15. Distamisinin kimyasal YapiS1.............cccveerviereierieienrieieeecieeeeceeeereeeeeeeens 21
Sekil 16. SN 6999 ve klorkinin kimyasal yapulari..............ccooceeviiniincinincicenn 22
Sekil 17. DNA ile interkalatif baglanma yapabilen daunorrubisin, doksorubisin,

elliptisin ve mitoksantronun kimyasal yapilart ..............ccocoovvenieininncnnca. 24
Sekil 18. Etidyum bromiiriin DNA ile interkalasyonu..............cccooeveeienienincnnnnnenne. 25
Sekil 19. Interkalasyon yolu ile DNA ile etkilesebilen platin kompleksleri................. 26
Sekil 20. Cesitli bisinterkalatorlerin kimyasal yapisi............coocceeeeneninencncnnceennenne. 26
Sekil 21. Bisinterkalasyon yapan bir daunorubisin tiirevinin kimyasal yapist.............. 27
Sekil 22. Bisinterkalatérlerin muhtemel baglanma modelleri............cocooceeeiceninnne. 28
Sekil 23. Sentetik baz1 kimyasal niikleazlarin yapilart ............ccccoeoeecieniinninniienncens 30

VIl



Sekil 24, Plazmid DNA’mn stipersarmal, kirik ve dogrusal formlari........................... 33
Sekil 25. 3-{2-[2-(2-hidroksiimino-1-metil-propilideneamino)-etilamino]- etilimino}-
butan-2-on oksim ligandinin bakir ve/veya mangan igeren homoniikleer
bakir (II) (K1), heterodiniikleer bakir- mangan (K2) ve triniikleer bakir (II)

(K3) komplekslerinin onerilen kimyasal yapilar...................co.cooenienenn 44
Sekil 26. K1 kompleksinin MMPP varliginda ve yoklugunda DNA siipersarmal

YaPIS1 UZETINE €tKiST .....c..oovieiiiiiiiiiiiiieiecieiecreet et eaeens 45
Sekil 27. K2 kompleksinin MMPP varliginda ve yoklugunda DNA siipersarmal

Yap1S1 UZETINE €KIST ......oveirreiieiiiicieete ettt sese e 46
Sekil 28. K3 kompleksinin MMPP varliginda ve yoklugunda DNA stipersarmal

YapIS GZETNe €tKIST .........cooeiiiiiiiieie ettt eaeens 46

Sekil 29. K1 kompleksinin MMPP varhginda DNA siipersarmal yapis: lizerine

EEKIST. ..ottt ettt sre e e 47
Sekil 30. K2 kompleksinin MMPP varlifinda DNA siipersarmal yapis: {izerine

EEKEST. ..ot eee ettt et e e et e e e e e te e tee e e e e s sbe e taesabe e s e e baesareennaeenne 47
Sekil 31. K3 kompleksinin MMPP varliginda DNA siipersarmal yapisi tizerine

BEKIST. ..ottt ettt eae 48
Sekil 32. Komplekslerin MMPP varhiginda diigiik konsantrasyonlarinin 10 dakikalik

reaksiyon siirelerinde DNA siipersarmal yapisi tizerine etkisi ...................... 49
Sekil 33. Komplekslerin MMPP varliinda yiiksek konsantrasyonlarimin 10 dakikalik

reaksiyon siirelerinde DNA siipersarmal yapis: tizerine etkisi ...................... 49
Sekil 34. K1 varliginda DNA formlarinin dagilimi..........ocoooiiiinininnniinnn 50
Sekil 35. K2 varliginda DNA formlarinin dagilimi............cooooooiiiiiiiniiiiniiee. 51
Sekil 36. K3 varliinda DNA formlarinin dagilimi ..o 52
Sekil 37. K1 kompleksinin MMPP varliginda ¢esitli reaksiyon siirelerinde

DNA siipersarmal yapis1 Gzerine etkisi ...........cccoeoeeeieeriieeneeneeeneenieeeeenne 53
Sekil 38. K1 varhgindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimhiligy.......................... 54
Sekil 39. K2 kompleksinin MMPP varhiginda gesitli reaksiyon siirelerinde

DNA siipersarmal yapisi izerine etkisi............coccoeeieeiiviiiniernienicceeen, 55
Sekil 40. K2 varligindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimlilig1........................ 56
Sekil 41. K3 kompleksinin MMPP varliginda gesitli reaksiyon siirelerinde

DNA siipersarmal yapisi lizerine etkisi...........c.ccccoevveeiiiierncnieninniccceee. 56



Sekil 42. K1 kompleksinin MMPP varliginda gesitli pH degerlerine sahip reaksiyon

ortamlarinda 1 saatlik reaksiyon siiresinde DNA siipersarmal yapisi

UZEMNE ELKISE .. .coviveurenietieiiieieietee ettt ettt er e re et ereens 57
Sekil 43. K1 varhigindaki niikleolitik ativitenin pH bagimliligt...............ccocoeeennne. 58

Sekil 44. K2 kompleksinin MMPP varliginda cesitli pH degerlerine sahip reaksiyon
ortamlarinda 1 saatlik reaksiyon siiresinde DNA siipersarmal yapist

UZETINE EKISE ....eovevieeniiietieiiieiecec ettt ettt ens 59
Sekil 45. K2 varligindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimliligi................coccooveeeeee. 60

Sekil 46. K3 kompleksinin MMPP varliginda gesitli pH degerlerine sahip reaksiyon
ortamlarinda 1 saatlik reaksiyon siiresinde DNA siipersarmal yapisi

UZETINE €LKISI. ... ..o.eiveieeccciiiieee et 60
Sekil 47. K3 varhigindaki niikleolitik ativitenin pH bagimliligt...............coceeevennenne. 61
Sekil 48. 330 uM K1 kompleksinin 1.2 yM DNA ile 50 mM potasyum

fosfat tamponundaki etkilegimi ...................ocoovviiiiiiiiieeeee, 62
Sekil 49. 22.5 pM K2 kompleksinin 7.6 uM DNA ile 50 mM potasyum fosfat

tamponundaki etkilegimi...................ccoveeriiiiiiiiee e 63
Sekil 50. 225 uM K3 kompleksinin 7.6 uM DNA ile 50 mM potasyum fosfat

tamponundaki etkile§imi............c.cccoevvieiiiiiiiicce e 64




TABLOLAR DiZziNi

Sayfa No

Tablo 1. Baz1 kusitlayici (restriksiyon) endoniikleazlar ve bunlarin

dizi OZGUNIUKIETI......c.eoviiiieiieieeiie ettt ettt 11
Tablo 2. K1 varhiginda DNA formlarmm dagilimi.............ccccoooveiiiiiiiiieieieeieeen, 50
Tablo 3. K2 varliginda DNA formlarmin dagilimi.............ccccocoovveeiiiiieiinienenieee, 51
Tablo 4. K3 varliginda DNA formlarimn dagilima.................cccoooooeiiiiiiiniieiicee. 52
Tablo 5. K1 varligindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimlilig........................... 53
Tablo 6. K2 varligindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimlilig........................... 55
Tablo 7. K1 varlifindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimlilifi.................c.cceeeneeeee. 58
Tablo 8. K2 varlifindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimliligs...........c.cc.cooceeinenene. 59
Tablo 9. K3 varlifindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimliligi.............ccccevveenennnene. 61



SEMBOLLER DiZiNi

A : Adenin

Abs. : Absorbans

C : Sitozin

CAP : Katabolit gen aktivatér proteini

Cro : Repressor ve diger genlerin kontroliinii saglayan protein

dATP  : Deoksiadenozin trifosfat
dCTP  : Deoksisitidin trifosfat
dGTP  : Deoksiguanozin trifosfat
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit
dNTP  : Deoksiniikleozit trifosfat
dTTP  : Deoksitimidin trifosfat
EDTA : Etilendiamintetraasetikasit

G : Guanin

kb : Kilo baz

Kd : Ara (iriin ayngma sabiti

LB : Luria-Bertani besiyeri

MMPP : Monomagnezyum peroksiftalat

Naz : Niikleaz

nm : Nanometre

NMR  : Niikleer manyetik rezonans

pH : Hidrojen iyonu konsantrasyonunun negatif logaritmasi
PP; : Pirofosfat

RNA : Riboniikleik asit

T : Timin

TAE : Tris-asetik asit-etilendiamintetraasetikasit
tRNA  : Transfer ribontkleik asit

u : Urasil

uv : Ultraviyole

A : Angstrom



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Yaklagik son 20 yil iginde deoksiriboniikleik asit (DNA) makromolekiilii ile hiicre
proteinlerinin genetik bir program dahilinde nasil bir iletigim kurduklart konusu iizerine
ilgi olduk¢a artmugtir. Bunun sebeplerinden birisi de canhi organizmalarin biiyime ve
gelisme diizenlerini ve mekanizmalarin1 ortaya koymaktir. Pek ¢ok proteinin niikleik
asitlerle kovalent olmayan yollarla etkilestikleri bilinmektedir. Bu etkilegimlerde proteinler
ya okaryotik kromatinde gérev yapan histonlar geklinde yapisal elemanlar olarak ya da
DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve rekombinasyonu gibi olduk¢a 6nemli biyolojik
islemlerde goérev yapan kompleks hiicre sistemlerinin birer elemam olarak rol oynarlar.
DNA-histon etkilegimleri daha ziyade histon molekiillerindeki bazik pozitif yiikli amino
asit yan zincirleri ile nikleik asit zincirinin negatif yikli seker-fosfat iskeleti arasinda
gergeklesirler. Ancak, kalitim ve genetik bilginin se¢imli bir gekilde okunmas: i¢in gerekli
olan proteinlerin DNA ile etkilesimleri ise olduk¢a dizi-bagimlidir. Bu dizi-bagimh
etkilesimler ise polipeptit zinciri ile DNA molekiiliiniin kiigiik (minor) ve biyiik (major)
oluklarindaki baz ¢iftlerinin disari dogru uzanan kisimlan arasinda dogrudan temas ile
gerceklesirler (Papavassiliou, 1995). DNA molekiillerinin proteinlerle olan temasi,
DNA’da mevcut olan niikleotit dizisine de bagimli olmak iizere hidrojen bagi, van der
Waals, elektrostatik ve hidrofobik etkilegsimler gibi kovalent olmayan etkilesimlerle
saglanir. Proteinlerle bu tirden dogrudan etkilegimlere bagli olarak DNA zincirlerinde
biikiilme veya efilme olarak tamimlanan gesitli konformasyonel degisimler gergeklesir
(Lehninger, vd., 1993). DNA yapisimt ve konformasyonunu saglayan deoksiriboz
konformasyonu ve fosfat-fosfat mesafesi (oluk hacmi) gibi pek ¢ok parametre proteinlerle
olan etkilesimler sonucu énemli derecede degisime ugrar.

Proteinlerle etkilegimlerinin bir sonucu olarak niikleik asitler tizerinde gergeklesen
yapisal degigsimlerin belirlenmesi protein-DNA komplekslerinin biyolojik fonksiyonlarinin
ve mekanizmalannin aydinlatilmast agisindan olduk¢a 6énem arz eder. Bu molekiiler
yapilarin ve degisikliklerin ortaya konmasi kristalografik ve/veya NMR analizlerini
gerektirir. Ancak son yillarda DNA iskeletini dogrudan veya dolaylt olarak kirma

yetenegine sahip olan enzim gibi katalitik Ozellik gosteren kimyasal maddelerin



geligtirilmesi ve uygulanmas: ile gesitli DNA-protein sistemlerinin detayl yapisal resimleri
elde edilebilmigtir. “Ayakizi analizi” olarak tanimlanan bu teknikte protein ile etkilegymis
DNA bir kimyasal niikleaz ile daha kiigiik pargalara aynlir ve bu oligoniikleotit pargalari
jel elektroforezi ile analiz edilip boylece DNA-protein kompleksinin olugjumunda 6zel
oneme sahip DNA bolgeleri tespit edilir (Sigman, Chen, 1990; Papavassiliou, 1995).

Niikleik asitler proteinler yaminda; su, kiigiik organik molekiiller, metal iyonlan ve
komplekslerini de igeren pek ¢ok kimyasal tir ile doniigimlii olarak etkilesirler. Bu
doniigimlii etkilesimler DNA yap1 ve fonksiyonu igin oldukg¢a onemlidirler ve nikleik
asitlerin gesitli konformasyonlarinin kararli yapilmasi bu molekiillerle saglanir. Dolayistyla
DNA ile etkilesen suyun konsantrasyonu, tuz konsantrasyonundaki (iyonik giig)
degismeler ve organik molekiillerle etkilegimler sonucu niikleik asitlerde olaganiistii
yapisal degigimler olur (Blackburn, Gait, 1990).

Giinimiizde kanser ile bazi viral hastaliklara kargi uygulanan ilag geligtirme ve
kemoterapi iglemlerinde kullanilan gesitli ilaglar, karsinojenler ve kompleks antibiyotikler
genellikle niikleik asitlerle déniigiimlii etkilesirler. DNA ile etkilesen daunorubisin gibi
dogal antibiyotikler ve mitoksantron gibi sentetik ilaglar gegitli kanserlerin tedavisinde
yaygin olarak kullamilmaktadir. Nikleik asitlerle etkilesimlerin aragtinlmasinda mevcut
ilaglarin etki seklini anlamak ve daha etkin ilaglarin geligtirilmesini saglamak siiriicii gii¢
olmugtur. Niikleik asitleri tamiyan ilaglar ve ylksek dizeyde dizi 6zgiinliigii gosteren
potansiyel niikleazlar olarak sentetik oligopeptitler ve oligoniikleotitlerin dizayn edilmesi
oldukgea ilgi ¢ekmektedir. Kiigiik molekiillerle etkilesiminin basitliginden dolay1 niikleik
asitlere baglanma Ozgiinliigi, ligandla-indiiklenmis konformasyonel degigimler,
baglanmada kooperativitenin molekiiler temeli, aromatik amino asit yan zincirlerinin
nikkleik asit bazlari ile etkilesimi ve difer niikleik asit etkilegimlerinin 6zellikleri
konusunda olduk¢a kapsamli bilgiler elde edilmigtir (Barton, 1986; Blackburn, Gait, 1990;
Krugh, 1994; Kaim, Schwederski, 1994).

1.2. Niikleik Asitler ve Niikleik Asitlerle Etkilesimler

Genetik madde hiicre fonksiyonu igin olduk¢a onemlidir ve hiicrenin yapisi,
fonksiyonu ve g¢ogalmas: igin gerekli olan bir takim temel hiicre gereksinimlerini yerine
getirecek bilgileri icermek zorundadir. Bu bilgi genetik maddenin niikleotit baz1 olarak
tamimlanan yapr bloklarindan kodlanmaktadir. Genetik maddenin dogru bir sekilde



kopyalanmasi miimkiin olmahdir. Hiicrelerin yapisi ve fonksiyonu igin gerekli molekilleri
tretmek igin genetik maddede kodlanan bilgi desifre edilebilir olmaldir. DNA ve
riboniikleik asit (RNA) biitiin bu temel gereksinimleri kargilamaktadir (Lehninger, vd.,
1993).

1.2.1. Niikleik Asitlerin Yap: Elemanlan ve Ozellikleri

DNA ve RNA seklindeki niikleik asitler monomerik niikleotit iinitelerinden
olusturulan lineer polimerik makromolekiillerdir. Bir niikleotit ti¢ bilesenden olusur.
Bunlar; bir purin veya pirimidin tiirevi olan azot igeren bir baz, bir pentoz gekeri ve bir
veya birden fazla fosfat grubudur. Bu polimerik yapilarda heterohalkali purin veya
pirimidin bazlar, bir fosfat veya polifosfat grubuna fosfoester kopriisii ile bagh bir pentoz
sekerine bir glikozil bag ile baghdir ($ekil 1) (Lehninger, vd., 1993).
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Sekil 1. DNA ve RNA nikleotitlerinin genel yapisi. A) Deoksiribonikleozit 5°-
monofosfat (DNA’nin monomerik initesi), B) Riboniikleozit 5’-monofosfat
(RNA’nin monomerik {initesi)

Azot igeren purinler adenin (A) ve guanin (G) iken, pirimidinler ise sitozin (C), timin
(T) ve urasil (U)’dir ($ekil 2). DNA molekiilleri bu bazlardan adenin, guanin, sitozin ve
timini; RNA molekiilleri ise adenin, guanin, sitozin ve urasili igerir. Bu bazlar niikleik
asitlerdeki temel bazlar olmasina ragmen bazi mikroorganizma, bakteri ve viriis transfer
RNA (tRNA) molekiillerinde az miktarlarda da olsa bazi purin ve pirimidin tiirevleri
bulunmaktadir. DNA molekiiliindeki bazlar ve baz siralar1 genetik bilgiyi belirler ve
fonksiyonel bir biyolojik molekiiliin sentezi i¢in gerekli olan bilgiyi iceren DNA pargasina
“gen” denir (Lehninger, vd., 1993).
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Ademn, A Guanin, G Sitozin, C Timin, T Urasil, U

Sekil 2. DNA ve RNA’da bulunan purin ve pirimidin bazlarimn kimyasal yapilan

Niikleotitler bazlar yaninda D-riboz veya D-2-deoksiriboz ad: verilen iki tiir seker
bileseninden birini de igerirler. D-2-deoksiriboz molekiiliiniin 2 pozisyonunda hidroksil
grubu yerine bir hidrojen atomu bulunur. RNA molekiilleri riboz, DNA molekiilleri ise
deoksiriboz molekiillerini igerirler. Bir niikleotit molekiilii ribozun veya deoksiribozun
genellikle 5" pozisyonundaki alkol grubu ile esterlesmis bir veya daha fazla fosfat grubu
igerir (Sekil 3).
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Sekil 3. Niikleotitlerin yapisi. A) Riboniikleozit 5 ' -fosfat, B) Deoksiriboniikleozit 5’-fosfat

Genetik bilgi DNA molekiillerinin primer yapisinda depolanir. Niikleik asitlerin
primer yapisi nikleotit sirasi ve niikleotit monomerlerin 5'—3" yoniinde kovalent
baglarla birbirine baglanmalan ile olugur. Primer yapidaki kovalent fosfodiester baglar
ardarda gelen niikleotidleri birbirine baglar. Spesifik olarak bir niikleotit birimindeki 5°-
hidroksil grubu bir sonraki niikleotidin 3'-hidroksil grubu ile fosfodiester baglan
vasitasiyla birlestirilir (Sekil 4) (Lehninger, vd., 1993).

Hem DNA hem de RNA zincirleri hidrofiliktir. Seker birimlerindeki hidroksil
gruplari su molekiilleri ile hidrojen baglan olugturur. Polar zincirdeki fosfat gruplan disiik

pK, degerine sahip olduklarindan pH 7’de tamamen iyonize halde bulunurlar ve negatif



olarak vyiiklenirler. Bu negatif yiikler oOzellikle proteinlerin, metal iyonlarinin ve
poliaminlerin pozitif yikleri ile iyonik etkilesimler yaparak nétrallegirler (Lehninger, vd.,
1993).
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Sekil 4. Bir RNA zincirinin kiigtik bir pargasi

Her canl:i hiicresinde adenin, guanin, sitozin ve timin bazlarindan belirli miktarlarda
bulunmaktadir. Uygun bazlar hidrojen baglar1 ile birbirlerine baglanarak eglesirler.
Sekonder yapimin meydana gelmesinde baz eglesmeleri en biyiik etkendir. DNA
molekiillerinde birbirleriyle eslesen bazlar, A=T ve G=C ¢iftleridir ($ekil 5).

Purin ve pirimidin halkalan aromatiktir ve diizlemsel yapiya sahip olduklarindan baz
eslesmesi ile meydana gelen sistemin de tiimii diizlemseldir. Bazlarin arasindaki hidrojen
baglarinin uzunlugu yaklagtk 0.30’nm dir. Burada olugan hidrojen baglari, diger
bilegiklerin verdikleri hidrojen baglarindan daha kararhidir. Sisteme azot atomlarindan
baglanan riboz halkalan da diizlemseldir. Ancak riboz halka diizlemi ile hidrojen bagh
eslesmis baz diizlemi arasinda yaklagik 90°’lik ag1 vardir. Yani bu iki diizlem yaklagik
olarak birbirlerine diktir (Lehninger, vd., 1993).



Sekil 5. DNA molekiilinde uygun bazlarin birbirleri ile hidrojen baglan vasitasiyla
etkilesimleri sonucu olugan ¢ift zincirli sekonder yapi

Watson ve Crick, DNA’mn x-1ginlari fotograflarini inceleyip, DNA hakkinda mevcut
diger bilgileri de g6z 6niine alarak ¢ift zincirli DNA’nin tersiyer yapist hakkinda bir uzay
modeli 6nermiglerdir (Watson, 1953). Bu modele gore DNA molekiilii bir ¢ift sarmal
halinde iki uzun deoksiriboniikleotit zincirinden olugmaktadir. Bu ¢ift zincirde fosfat-
deoksiriboz iskeleti hidrofilik oldugundan sulu ortam ile etkilesecek gekilde ¢ift sarmalin
disinda yer alir. Birbirleri ile hidrojen baglanyla eslesen purin ve pirimidin bazlan ise
sarmalin i¢ kisminda, sarmalin uzun eksenine dik bir diizlem iizerinde ve her bir eglesmis
baz ¢ifti birbiri iizerine istiflenmis olarak diizenlenirler. Béyle bir istiflenme ise eglesmis
bazlarin kuvvetli van der Waals etkilegimleri yapmalarim saglar. Ayrica, sarmalda yer alan
iki zincir birbirine gére antiparalel olarak yonlenmiglerdir. Bu diizende, her iki zincirdeki
purin ve pirimidin bazlar1 aralarindaki hidrojen baglar ile bir arada tutulurlar ve birbirine
baglh bu iki DNA iplik¢igi uzayda sag-sarmal geklinde bikiilmisgtiir. Dier DNA tiirleri de
bulunduktan sonra bu DNA yapisina B-DNA denilmigtir. Bu ¢ift iplikli sarmalda, biri
kiigiik digeri biiyilkk olmak iizere iki sarmal olugu vardir. Bilyiikk sarmal olugu
3.4 nm’dir, 10 deoksiriboniikleotit birimi igerir ve sarmalin ¢ap1 2.0 nm’dir (Sekil 6)
(Lehninger, vd., 1993).



3.6 nm

(A) (B)

Sekil 6. DNA’nin Watson-Crick modeli. A) Sarmalin sematik gésterimi, B) Sarmalin 3-
boyutlu gésterimi

Bu B-DNA halinin diginda A-DNA ve Z-DNA olarak tanimlanan iki hali daha vardir
(Sekil 7). A-DNA sag-sarmal yapidadir ve bir sarmal adiminda 11 deoksiriboniikleotit
bulunur. Kiigiik ve biiytik sarmal oluklan birbirine B-DNA’dakinden daha yakindir.
B-DNA’da baz eglesme dizlemleri sarmal eksenine dik durumda iken, A-DNA’da
aralaninda yaklagik 20°’lik bir ag1 vardir. Béylece, B-DNA’da eslesmis bazlar sarmalin
merkezinde bulunurken, A-DNA’da merkezden kenarlara dogru kaymis durumdadir. Z-
DNA ise sol sarmal yapidadir ve bir sarmal adiminda 12 deoksiriboniikleotit birimi
bulunur (Lehninger, vd. 1993).

Okaryotlarda DNA’lar niikleoproteinler halinde proteinlerle baglanmis haldedir. Bu
yapilarda RNA’lar da bulunur ve buna “kromatin” denir. Kromatinlerin olugturdugu
kuaterner yapilara “kromozom” denilir ve niikleusta bulunur. Prokaryotlarda ise DNA ¢ift
sarmah kiiglik bir RNA iizerine sarilmig ve bir ucundan hiicre membranina baglanmig

durumdadir ve belirli bir diizene sahip olmaksizin sitoplazmada bulunur.
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Sekil 7. DNA molekiillerinin gesitli halleri. A) A-DNA, B) B-DNA ve C) Z-DNA

1.2.2. DNA-Protein Etkilesimleri ve Niikleolitik Enzimler

DNA ile spesifik olarak etkilesen proteinler genellikle genetik bilginin replikasyonu
ve ekspresyonunda rol oynadiklarindan oldukga 6nemlidirler. Bu proteinlerden pek ¢ogu
DNA iizerinde A, T, C ve G seklindeki dort niikleotidin 6zel dizileri ile tammlanan gok
ozel bolgelere baglanirlar. Bir proteinin ¢ift zincirli DNA molekiliindeki farkli niikleotit
zincirleri taniyabilmesi antiparalel zincirlerdeki niikleotitler baz-eglesmesi (A-T, T-A, G-C,
C-G) seklinde ve ¢ift sarmalin i¢ kisminda yer aldigindan dogrudan gergeklesmez. Cift
sarmalin dig yiizeyi ise sadece geker-fosfat iskeletinden olugur ve hemen hemen niikleotit
dizisinden bagimsizdir. Cift sarmalli DNA zincirinin tersiyer yapisindaki bir dizisinin
proteinler dahil diger molekiiller tarafindan taminabilmesi sarmal boyunca yer alan biyiik
ve kiiciik oluklarda baz ¢iftlerinin organizasyonu ile saglanir. Sarmalin 6zellikle biiyik
olugundaki eslesmis niikleotitlerin sadece dis yiizeye bakan kisimlari ¢oziicii ve proteinle
karst karsiya gelir. Bu bolgelerde niikleotitler birbirlerinden esasen igerdikleri polar
gruplarla ayirt edilirler. Her bir baz ¢iftinin bu diga yonelik kisimlari bir proteinin



tamyabilecegi gruplarin farkli bir diizenini saglar ve bu gruplar komplementer baz
eslesmesinde kullamlmazlar (Lehninger, vd., 1993).

Niikleik asitlerde oldugu gibi proteinlerin biyolojik fonksiyonlari bu molekiillerin
dogrudan difer molekiillerle fiziksel etkilegsimlerine baglidir. Gergekte hiicrenin temas
haline geldigi her bir madde, baz1 proteinler tarafindan tanmir ve baglamr. Ozellikle
niikleik asitlerle replikasyon ve ekspresyon asamalarinda daha biyiikk kompleksler
olusturarak ¢ok siki ve 6zgiin bir gekilde baglamirlar. Bir bakteri iizerinde biiyiiyen lamda
(A) viriisiiniin repressor proteini, Cro adi verilen bir regilatér proteini ve CAP adl
katabolit gen aktivator proteini ile DNA arasindaki etkilesimler tizerinde en gok caligilan
orneklerdir (Sekil 8) (Ptashne, 1987, Creighton, 1993).

A) ®) ©

Sekil 8. DNA’ya baglanan ii¢ proteinin dimerik yapilari. A) Cro, B) A repressor, C) CAP

Nikleik asit molekilleri hiicrelerde ¢ok gesitli tiirden reaksiyonlara maruz kalirlar.
Genellikle bu molekiillerin modifiye edildigi veya modifikasyonun uzaklagtirildig: transfer
reaksiyonlari, polimerizasyon ve depolimerizasyon reaksiyonlari, hidroliz reaksiyonlar
veya yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlart gibi iglemlerin pek ¢ogu cesitli enzimlerle
gergeklestirilir. Niikleik asitlerle etkilesip 6zellikle pargalanma reaksiyonlarimi katalizleyen
en yaygin 6rnekler niikleazlar, polimerazlar ve topoizomerazlardir.
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1.2.2.1. Niikleazlar

Niikleik asitlerle etkilesip pargalayabilme yetenegi olan enzimlere “niikleaz” adi
verilir. Niikleazlar cesitli sekilde siniflandinilabilirler. Deoksiriboniikleik asitleri spesifik
olarak hidroliz eden niikleazlara “deoksiriboniikleazlar”, riboniikleik asitleri spesifik olarak
hidroliz edenlere ise “riboniikleazlar” denir. Bu her iki sinifta ya 3'-hidroksil ve 5'-
fosforil uglarim veya 5'-hidroksil ve 3'-fosforil uglarim olugturmak igin internal
fosfodiester baglarim parcalayabilen enzimler mevcuttur. Bunlara “endoniikleazlar” denir.
Bazi niikleazlar ¢ift sarmalin her iki zincirini de hidroliz edebilirken, bazilar1 da nukleik
asitlerin sadece bir tek zincirini hidroliz edebilir. DNA molekiiliindeki spesifik zincirleri ya
da zincirin spesifik bélgelerini tanmyan endoniikleazlar mevcuttur ve “restriksiyon
endoniikleazlar” olarak adlandinlan bu enzimlerin ¢ogu son yillarda molekiiler genetikte
ve tibbi bilimlerde 6nemli bir kullanim alan1 bulmustur (Tablo 1) (Winnacker, 1987). Bu
enzimler birka¢ niikleotit uzunlugundaki palindromik 6zel DNA dizilerini tamr ve
DNA’nin her iki zincirini de 3 " -hidroksil ve 5" -fosforil uglarini verecek gekilde kirarlar.
Meseld, EcoRI endoniikleazi, palindromik olan GAATTC dizisini (Sekil 9A) ve Hpal ise
GTTAAC dizisini (Sekil 9B) farkl zincir uglan olugturacak sekilde kargihklt olarak zit
yonlerden her iki zinciri de tanima ve diziyi karsihkli olarak dizinin simetrik olmadan

niikleotitler arasindaki fosfoester bagin: kirabilme yetenegine sahiptirler.

§ —G—A—A—T—T—C— 3’ s —G A—A—T—T—C— 3
} ) : ; H i EcoRl } ]
A — i + ;
3 —C—T—T—A—A—G— § —C—T—T—A—A G— ¢
(A)
$ —G—T—T—A—A—C— 3 g, §—G—T—T A—A—C— ¢
A —— A A R A
RO ) Y W S S S § —C—h—h |
(B)

Sekil 9. EcoRI (A) ve Hpal (B) tarafindan DNA sarmalinin zincirlerinin karsilikli olarak
ve spesifik niikleotitlerden taninmasi ve zit yonde pargalanmasi
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Tablo 1. Baz kisitlayici (restriksiyon) endoniikleazlar ve bunlarin dizi 6zgiinlikleri

Ekzoniikleaz

Parcalanan DNA Dizisi

Bakteriyal Kaynak

Bam HI

EcoRI

Eco RII

Hind 111

Hhal

Hpal

Pstl

Taq I

N
GGATCC
CCTAGG

T

\
GAATTC
CTTAAG

T

\
CCTGG
GGACC

T

\
AAGCTT
TTCGAA

T

\
GCGC
CGCG

T

\
GTTAAC
CAATTG

1\

S
CTGCAG
GACGTC

0

\
TCGA
AGCT

T

Bacillus amyloliquefaciens H

Escherichia coli RY13

Escherichia coli R245

Haemophilus influenzae Ry

Haemophilus haemolyticus

Haemophilus parainfluenzae

Providencia stuartii 164

Thermus aquaticus YTI

1.2.2.2. DNA Polimerazlar

Baz1 niikleazlar, sadece bir niikleik asit molekiilii zincirinin sonunda bulunan

niikkleotidi hidroliz ederler ve bu enzimler “ekzoniikleazlar” olarak adlandirilirlar.

Ekzoniikleazlar genellikle bir yoénde (ya 3'—5'

ya da 5'—3") etkindirler
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(Winnacker, 1987, Lehninger, vd., 1993). DNA polimeraz (deoksiniikleotidiltransferaz) adi
verilen enzimler bu tirden fonksiyon gosterebilmektedirler. DNA’nin replikasyonu
sirasinda yeni DNA zincirlerinin sentezlenmesinde en 6nemli rolii bu enzim oynar. DNA
polimeraz I, yeni bazlann ilavesi i¢in bir kalip gorevi géren DNA ¢ift sarmalimn bir
zincirine ihtiya¢ duyar. Yeni DNA sentezi igin ayrica deoksiriboniikleozit trifosfatlara
(dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), bir RNA primerine ve Mg*? iyonlarina ihtiyag vardir.
DNA polimeraz I mononiikleotit birimlerinin yeni ve biiyiiyen DNA zincirinin serbest olan
3" -pozisyonlarina basamakli bir gekilde katilmasini yani polimerizasyonunu katalizler ve
bu sentez iglemi 5'—3' yoniinde gergeklesir (Sekil 10). Bir sentez iglemi oldugundan
endergonik bu katilma reaksiyonu icin gerekli enerji deoksiriboniikleotit trifosfatlardan
pirofosfat (PP;) ayrilmasiyla agia ¢ikan enerjiden saglanir.

)t
CH [ ]
*o. [zl
K
A
L
HO 1
O ?
0
Il // Z
0—P-0—P—0-P7 i
| Yo N
O C
| i
CH, R
-----
HO

Sekil 10. DNA polimerazlar tarafindan katalizlenen niikleotit zincir biiylime reaksiyonu

DNA polimeraz I ayrica iki ilave enzim aktivitesine daha sahiptir ve bunlar 3" —5"
ekzoniikleaz aktivitesi ile 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesidir (Sekil 11). 3'—5°
Ekzoniikleaz aktivitesi zincirin 3'-ucundan baglanip 5'-ucuna dogru niikleotitlerin
basamakli hidrolizini icerir. Ancak enzim ¢ift sarmalin bir par¢asi olmayan ve 3 ' -ucunda
serbest olarak bulunan bir niikleotite gereksinim duyar. Bu ekzoniikleaz, biiyiyen DNA
zincirine ilave edilen yeni bazlarin dogrulugunu kontrol etme 6zelligi vardir. 5 —3'

Aktivitesi ise DNA ¢ift sarmalinin bir pargasi olan ve zincirdeki bir 3', 5'-fosfodiester
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baginin hidrolizini katalizler. 5" —3" Ekzoniikleaz aktivitesi 3" —5" aktivitesinden birkag
noktada farklidir. Bunlardan biri hidrolizlenen bag, DNA’nin ¢ift sarmalli bolgelerinde
bulunur. Digeri ise, hidrolizlenme 5'-ucundaki fosfodiester baginda veya zincirin ig
kisimlarinda bulunan serbest bir hidroksil grubu igeren bir bagda meydana gelebilir. Ayrica
bu aktivite o anda gergeklesen DNA sentezi ile arttirilir. Difer bir 6zelligi de, bu aktiviteyi
saglayan bolgenin enzim iizerindeki diger iki aktif bélgeden (polimeraz ve ekzoniikleaz)
farkli bir bélgede olmasidir. 5' —3 " Aktivitesinin bu 6zellikleri ile polimeraz enzimi DNA
replikasyonunda hatayt bulup onu diizelten bir 6zellik gosterir. Kisaca bu enzim DNA
zincirlerinin polimerizasyonunu Kkatalizledigi gibi DNA iizerinde bulunan bir par¢anin

onarim iglemi geregince uzaklagtirilmasim da saglar.

s 3 s 3
C A T i A—]
C -
~ — T un A—]
TunA—
X. - }—Tllll A
L TiuA—
Tun A—
TuuA—
A
—TuuA—
—TinA — A—
3 5 5
(A ®B)

Sekil 11. DNA polimeraz I’in (A) 5'—>3' ekzonikleaz ve (B) 3'—>5' ekzoniikleaz
aktivitesi

E. coli’de bu enzime ilave olarak DNA polimeraz II ve III ad: verilen iki polimeraz
daha bulunur. Yapilan in vitro galigmalarda bu enzimlerin DNA polimeraz ile ortak bazi
ozelliklerinin oldugu bulunmustur. Bunlar; 1) Bir kaliba bagli olarak ANTP’den DNA’nin
sentezini katalizlerler. 2) Bu iglemlerde serbest 3 '-ucuna sahip bir primer gereklidir.
3) Sentez iglemi 5'—>3' yoniinde gergeklesir. 4) Bu enzimler 3'—>5' ekzoniikleaz
aktivitesine sahiptirler.
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1.2.2.3. Topoizomerazlar

Niikleik asit molekiillerinin normal biyolojik fonksiyonu sadece uygun bir topolijik
hali saglandifinda gergeklegir. RNA transkripsiyonu, DNA replikasyonu ve genetik
rekombinasyon gibi temel biyolojik iglemlerde bir baz dizisinin tamnmasi1 komplementer
poliniikleotit zincirin bolgesel ayrilmasim gerektirir. Eger DNA uygun siipersarmal
baskidan yoksun ise yukarida verilen hayati islemler olduk¢a yavas gerceklesir veya hig
gergeklesmez,

Stipersarmal yap1, kovalent olarak kapali gemberimsi ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin
biyolojik olarak 6nemli topolojik 6zelliklerinden birisidir. Siipersarmal DNA ¢ift sarmalin
farkhi bolgelerinin birbiri iizerine sarilmasi ile olusan gok genel bir DNA tersiyer yapisi
olarak tammlamr. Her hiicrede, DNA siipersarmal yapisit DNA metabolizmasim bir ¢ok
bakimdan etkileyen tam olarak diizenlenmis bir yapidir. Dolayisiyla siipersarmallik
DNA’min tersiyer halini tamamen degigtirir. Siipersarmal bir DNA molekiili ayni
uzunluktaki gevsek halinden daha siki bir halde bulundugundan santrifiij edildiginde veya
elektroforezinde ¢ok daha hizh hareket eder.

Cemberimsi bir DNA molekiiliiniin ana topolojik 6zelligi ¢ift sarmalda bulunan bir
zincirin diBeri etrafinda sag-el yoniinde yaptigi tam bir déniis sayis1 (L)’dir. Sadece bu
donlis sayist agisindan farkliik gosteren molekiiller “topolojik izomerler” veya
“topoizomerler” olarak bilinirler. DNA topoizomerleri sadece bir veya her iki DNA
zincirinin  kesilmesiyle birbirlerine doniigtiiriilebilirler.  Siipersarmal DNA, ¢esitli
endontikleazlarla ¢ift sarmal DNA’mn bir poliniikleotit zincirindeki fosfodiester bagimn
hidrolizlenmesiyle gevsek (relaxed) gember hallerine doéniistiiriilebilir. Bir zincirdeki tek
bir kirik siipersarmal bir DNA’y1 gevsetmek igin yeterlidir. DNA’mn siipersarmalligini
kontrol eden enzimler “topoizomerazlar” olarak bilinirler. Bu enzimler esasen ¢emberimsi
DNA’nin kovalent yapisim degistirmeden topolojik halini degistirirler. Her bir hiicrede tek
amact DNA’y1 agmak veya gevsetmek olan bu enzimler DNA’nin gevseme derecesini
arttiran veya azaltan yeteneklere sahiptirler. Bu enzimler $zellikle replikasyon olaylarinda
onemli bir rol oynarlar. Iki sinif topoizomeraz vardir. Tip I topoizomerazlar, iki DNA
zincirinden birisini kisa siireli olarak kirarak, bu kirik uglardan bir tanesini kirilmamig
zincirin gevresinde dondiiriip kirik uglan tekrar baglar. Béylece bu topoizomerazlar ¢ift
sarmalda bulunan bir zincirin digeri etrafinda yaptig1 tam bir doniig sayisim degistirirler.

Tip II topoizomerazlar ise her iki DNA zincirini de kirarlar ve bunlarda déniis sayisim
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degistirirler (Lehninger, vd., 1993). DNA giraz olarak da bilinen bu topoizomerazlar
endergonik bir iglemi katalizlediklerinden ATP hidrolizine gereksinim duyarlar ve boyle
bir enerji kaynagi varlifinda DNA’nin siipersarmal derecesini basamakli bir gekilde
degistirirler. ATP yoklugunda ise bu iglem olduk¢a yavas gergeklesir.

Sekil 12. E. coli topoizomeraz II (DNA giraz)’nin ¢emberimsi DNA’nin diigiim sayisini
degistirmesinin gematik olarak gosteriligi

Bir E. coli hiicresinin DNA replikasyonunda; replikasyon orjinine baglanan farkli
enzimler ve proteinler vasitasiyla DNA ¢ift sarmal agilir. Oncelikle replikasyon orjinine
DNA A proteinleri baglanir ve daha sonra DNA B proteini ile DNA C proteinine bu
bolgeye baglamr. DNA B proteini iki replikasyon gatali olugturarak DNA’y1 agar. DNA
giraz (topoizomeraz II) bu replikasyon igleminde DNA B proteiniyle sarmalin agilmast
sonucu agilmayan tarafta olusan sarmal baskiy: giderir (Voet, Voet, 1990).

1.2.3. DNA ile Kiiciik Molekiillerin Tersinir Etkilesimleri

Niikleik asitler su, metal iyonlann ve bu iyonlarin kompleksleri, kiigiik organik
molekiiller ve proteinlerle kovalent olmayan etkilegimlerle tersinir olarak etkilesirler. Bu
molekiillerin molekiil agirliklan genellikle binden daha azdir. Bu gruptaki molekiillere ve
iyonlara ¢esitli metal kompleksleri, antikarsinojen ve antiviral ilaglann ile kompleks
antibiyotikler ek olarak verilebilir (Krugh, 1994; Blackburn, Gait, 1990; Spiro, 1980).

Niikleik asit yapis1 ve fonksiyonu iizerinde tersinir etkilegsimlerin 6nemi oldukg¢a
buytiktiir, Birinci 6nemi, mevcut olan biitiin kompleks niikleik asit konformasyonlan su,
metal iyonlart veya organik katyonlarla tersinir etkilesimlerle dengelenir. Niikleik
asitlerdeki yapisal degisiklikler, su aktivitesindeki, tuz konsantrasyonundaki (iyonik giig)

TS YUESEKGORETE KTkb b
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degisiklerle ve organik molekiillerle etkilesimlerle oldukg¢a degisir. Ikinci onemi, viral
bastaliklar ve kansere karg1 geligtirilen ve kullamlan ilaglarin en 6nemlileri niikleik asitlerle
tersinir etkilesen ilaglardir. Ugiincii 6nemi ise, bu maddelerin basit kullanimindan dolay
niikleik asitlerle karg:i bu kiigiik molekiillerin ilgileri niikleik asitlerle olan etkilesimleri
hakkinda ¢ok detayli ve faydah bilgiler verir. Niikleik asitlerle kiigiik molekiillerin
etkilesimi izerine yapilan ¢aligmalara DNA’min bu molekiillerle etkilesimi RNA’nin bu
molekiillerle etkilesimlerinden daha fazla rehberlik etmektedir. Bunun nedeni anti-kanser
ilaglart i¢in DNA’nin hedef molekiil olmasindan kaynaklanir (Bailly, 2000; Pindur, vd.,
1993; Kaim, Schwederski, 1994).

Molekiillerin ve iyonlarin ¢ift sarmal niikleik asitlerle etkilegimi ti¢ sinifa ayrilir. Dig
elektrostatik etkilesimler; sarmalin diginda genellikle spesifik olmayan ve baglica
elektrostatik etkilesimleri igeren baglanmalardir (Sekil 13A). Alkali ve toprak alkali metal
iyonlar1 ile c¢esitli organik molekiillerin katyonlan DNA ile dig iskelet iizerinden
elektrostatik olarak etkilegirler (Sekil 14A). Oluga baglanma etkilesimleri, niikleik asitlerin
buyilk veya kigiik oluklarinda yer alan baz ¢iftlerinin disa yonelik kisimlanyla
molekiillerin dogrudan etkilegimlerini igerirler (Sekil 13B) ve ¢esitli fonksiyonel gruplara
sahip organik sistemler DNA ile bu tiirden etkilesim gosterirler (Sekil 14B). Interkalasyon
ya da istiflenme ile gergeklesen etkilesimler ise baz ciftleri arasina diizlemsel veya
diizlemsele yakin aromatik halkali sistemlerin veya béyle geometriye sahip metal
komplekslerinin girmesi ile meydana gelirler (Sekil 13C ve Sekil 14C) (Blackburn, Gait,
1990).

(Aa) ®) ©

Sekil 13. DNA ile kiigiik molekiillerin etkilesim tiirlerinin gematik gosteriligi. A) Dig
elektrostatik etkilegim, B) oluBa baglanma ve C) interkalasyon (istiflenme)
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Sekil 14. Cesitli tiirden etkilesimlerle DNA’ya baglabilen molekiiller. A) Dig elektrostatik
etkilesimle baglanabilen sodyum ve potasyum iyonu ile 1,3-diaminopropan
katyonu, B) oluga baglanma ile etkilegen netropsin molekiilii ve C) interkalasyon
yoluyla etkilesen proflavin molekiiliiniin kimyasal yapilan

Ik iki baglanma tiirii niikleik asitte bir konformasyonel degisiklige neden olmaz,
fakat kompleks olusumunda yapisal gegisleri igerebilir. Interkalasyonun gergeklesebilmesi
i¢in komgu baz giftlerinin arasindaki mesafenin interkalasyon yapacak molekiiliinii
girebilecegi uygun bir mesafeye (yaklagik 3.4 A) kadar ayrilmasim gerektirecek sekilde
seker-fosfat zincirinin gerilme agilarinda degigikliklere neden olur. Bu konformasyonel
degismeleri takiben agilma ve biikiilme gibi difer sarmal parametrelerinde de degisiklikler
gergeklesir.

1.2.3.1. Dis Elektrostatik Etkilesimler

Niikleik asitler oldukga yiiksekge yiiklii polielektrotlardir ve anyonik fosfat gruplarn
yapilarim ve etkilegimlerini 6nemli derecede etkiler. Alkali metaller gibi basit iyonlarin
poliniikleotitteki yilk yogunlugunun bir fonksiyonu olarak niikleik asitlerle etkilestikleri
bilinmektedir (Manning, 1978). Omegin, B-DNA da, eger fosforil gruplan iizerindeki
negatif yiikler esit aralikli bir sira halinde poliniikleotit tizerinde dizilmis ise her bir 1.7 A
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lik mesafede bir iyonik yiik vardir( her bir baz ¢iftinde iki yiik ve yaklagik sarmalin her bir
doniigiinde on baz giftine karsilik gelecektir). Eger dizilen yiik sirast yaklagik 7 A’den daha
az olursa molekiil kararsiz olur. Bu yiizden yiiklerin daha yakin olarak siralandif1 polimer
konformasyonlan1 kararlilifa ulagmak igin g¢ozeltideki karst (pozitif) yiklii iyonlarla
birlegirler. Iyonlarin polielektrotlarla birlesmesi karst iyon kondenzasyonu olarak
isimlendirilir ve tiim polimerin konformasyonel serbest enerji toplaminda uygun olmayan
bir diizensizlik durumuna sebep olur. Yiik yogunlugu her bir 7 A’luk mesafede yaklagik bir
yiik kararhilik seviyesine diigiiriilene kadar kargt iyonlar yani niikleik asit molekiila ve
pozitif iyonlar etkilesirler ve biraraya gelirler. Spesifik bir niikleik asit konformasyonu igin
yiik yogunlugu ve yogunlagan kars1 iyonun miktan sabittir (Blackburn, Gait, 1990).

Iyonlar polielektrolidin genel yikk yogunlugu ile birlestigi ve spesifik bolgelere
baglanmadig igin kars1 iyonlarin baglangigtaki etkilesimi kondenzasyon olarak bilinir.
Iyonlar kendi i¢ gevre hidrasyon suyunu tutarlar ve DNA’nin seker fosfat zinciri boyunca
hizlica hareket ederler. Hem polielektrolidin hem de karst iyonun ikincil hidrasyon
tabakalar1 bu etkilesimlerden etkilenir. Eer DNA’nin fosfat yiikleri kimyasal bir
modifikasyon ile ortadan kaldirilirsa, DNA molekiilleri B-DNA ¢ift sarmal halini korurken
beklendigi gibi normal B-DNA’nin tuz-bagimh 6zelliklerini gostermez. DNA’min B-hali
sarmal yapisi ile kondenzasyon teorisi her bir fosfat grubu basina ortalama 0.76
monovalent karg1 iyonun (Na* gibi) baglanabildigini gostermigtir. Diger teorik yontemlerle
de benzer sayilara ulasilmigtir (Blackburn, Gait, 1990).

Birlesmis karg1i iyonlar niikleik asit Gzerindeki etkin yiikii azaltir ve polimerin
baglanma etkilesimlerini ve ¢ozelti dzelliklerini énemli 6igiide etkiler. Kiigiik katyonlardan
buyiik proteinlere kadar ¢esitli iyonik tiirlerin baglanma serbest enerjisinin 6nemli bir
kismi kompleksteki niikleik asit yiiklerinin notralleymesinden ve karsi iyonlarin
saliverilmesine uygun entropik etkiden kaynaklanabilir. Sabit bir sicaklikta, karsi iyonun
saliverilmesine sebep olan bu entropik etki niikleik asit denatiirasyonuna ve ayrica
¢ozeltinin tuz konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak katyonik ligandlarin artan
baglanmasina yol acar. Bu sebeple hem niikleik asitlerin erime sicaklifn ve hem de
katyonik ligandlarin baglanmas: i¢in elde edilen denge sabiti tuz konsantrasyonuna
oldukga baglidir (Record, vd., 1976).

Mg*? gibi ok yiiklii olan basit katyonlar ve 1,3-diaminopropan gibi basit organik
aminlerin katyonlan (Sekil 14A) DNA ile monovalent katyonlardan (Na’, K') daha
kuvvetli olarak etkilesirler ve DNA ile bu tek yiiklii katyonlarin ekilegimlerini zayiflatarak
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molekiilden monokatyonlan uzaklagtirirlar. Bu basit ¢ok yiiklii katyonlarin niikleik asitlerle
etkilesimleri genellikle kondenzasyon tipi etkilesimlerle olur. Cinko, bakir, civa gibi diger
metal katyonlar1 kismen spesifik olmayan baglanmalarla DNA ile etkilesirler, fakat bu
daha kompleks metal tiirleri aym1 zamanda belirli bir bolgeye baglanabilen bir kompleks
olusturmak igin baz ¢iftlerine dogrudan baglanabilirler (Kaim, Schwederski, 1994;
Blackburn, Gait, 1990).

Su molekiilleri de niikleik asitlerin dig yiizeyi boyunca baglamr. Su molekiillerinin
ytuikli fosfat gruplan ile spesifik etkilegimleri kadar bazlardaki polar gruplarla ve gekerlerle
spesifik etkilesimleri de niikleik asit konformasyonlarinin kararhlifn igin gereklidir.
Nikleik asidin spesifik bir bolgesine ligandin giigliice baglanmasi ile suyun saliverilmesi,
baglanma serbest enerjisine hem uygun hem de uygun olmayan katkilarda bulunur. Bu
katkilarin bagl buyiklagi, saliverilen su molekiillerinin sayisina ve kompleks olusumu
boyunca kirilan etkilesimlerin tiriine baghidir (Blackburn, Gait, 1990).

Diger bir dis elektrostatik etkilesim turii de spesifik olmayan etkilegimlerdir.
Diizlemsel aromatik molekiiller ve dimerler daha yiiksek yigimnlar olugturmak igin
birbirlerinin istiine istiflenebilirler. Bir madde molekiilleri yiiklii oldugunda, elektrostatik
olarak birbirlerini iterler. Oysaki, eger katyonlar anyonik DNA seker-fosfat zinciri ile
etkileserek zincir ekseni boyunca istiflenirse yiik itmesi azalir ve bu tip baglanma ¢ift
zincir boyunca diizlemsel katyonlarin spesifik olmayan dig istiflenmelerine sebep olur. Bu
tiir istiflenmeler bir ¢ok yiik etkilesimi ile saglanir ve kondenzasyon ile etkilesen karsi
iyonlarin saliverilmesini saglar. Bu sebeple, DNA dig yiizeyinde saglanan elektrostatik
istiflenme etkilesimleri tuz konsantrasyonuna oldukga bagimlidir ve genellikle 0.1 M ve
yukansindaki tuz konsantrasyonlarinda oldukga zayiftir (Blackburn, Gait, 1990,
Papavassiliou, 1995).

1.2.3.2. Oluga Baglanma Etkilesimleri

Oluga baglanma etkilegimleri, niikleik asitlerin biiyiik veya kiigiik oluklarinin birinde
yer alan baz ciftlerinin oluga bakan fonksiyonel gruplarin olugturdugu kisimlan ile diger
molekiillerin dogrudan etkilegimlerini igerir. Netropsin (Sekil 14B), niikleik asitlerle bu
mekanizma vasitast ile etkilegsen tipik bir molekiildiir. Kigiik ve bilyiik oluklar;
elektrostatik potansiyelleri, hidrojen bag: olusturma 6zellikleri, sterik etkiler ve hidrasyon
ozellikleri bakimindan 6nemli olgiide birbirlerinden farklidir. Oluga baglanan kiigiik
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molekiller genellikle kiigiikk olugu tercih ederlerken, bir ¢ok protein ve oligoniikleotit
molekiilleri baghca biyitk oluk etkilesimleri vasitasi ile niikleik asitlere baglanma
Ozgunligi gosterirler (Blackburn, Gait, 1990).

Tipik olarak, kii¢iik oluga baglanan molekiiller pirrol, furan veya benzen gibi basit
aromatik halka sistemlerine sahiptirler. Molekiildeki bu halkalarin uygun bir sekilde
biikiilmesi ve su ile yer degistirmesi sonucu kiigiik olugun sarmal seklindeki kavisine
uyabilirler. Kiigiik olukta bulunan A:T bolgeleri geniglik agisindan daha uygun oldugundan
aromatik molekiiller A:T dizilerine G:C dizilerinden daha iyi uyabilirler. Aromatik
halkalan dogru olarak biikiilmiis olan bir molekiil kiigiik oluga rahat¢a uyabilir ve olugun
dis yliizeyini olugturan sarmal zincirlerle van der Waals etkilesimleri yapar. Baglanmadaki
her hangi bir 6zgiinliik, bagli molekiil ve oluktaki baz ¢iftlerinin oluga yonelik kenarlan
arasindaki etkilegimlerden kaynaklamir. Hidrojen baglan A:T baz ¢iftindeki A’nin N-3
azotu ya da T’nin C-2 karbonil oksijeni ile bagh molekiil arasinda gergeklesir. Benzer
gruplar G:C baz ¢iftlerinde de olmasina ragmen, G’nin amino grubu C’nin C-2 karbonili ve
G’nin N-3 azotu ile hidrojen bag: olusumuna sterik bir engelleme yapar. G:C baz
giftlerindeki G’nin amino grubu ve C’nin karbonil oksijeni arasindaki hidrojen bag: kiigiik
oluk iginde bulunur ve sterik olarak molekiiliin bu olugun i¢indeki G:C’ce zengin bolgelere
girmesini onler. Bu sebeple, oluSa baglanan molekiillerin aromatik halkalarimin gogu
DNA’nin kiigiik olugundaki A-H protonlann ile yakin bir etkilesim kurar. Negatif
elektrostatik potansiyelin DNA’nin kiigiik olugundaki A:T bolgelerinde G:C bolgelerinden
daha biyik oldugu gosterilmigtir. Bu tespit, katyonlarnin A:T spesifik kiigiik oluga
baglanmasinin sebebini agiklayan 6nemli bir kaynaktir (Laverey, vd., 1986).

Interkalatérlerde mevcut olmayan fakat oluga baglanan molekiillerin sahip oldugu bir
ozellik de oluk boyunca bir ¢ok baz ¢iftlerine uymak i¢in bu molekiillerin genigleyebilme
yetenekleridir. Bu molekiiller niikleik asitlere baglanmada yiiksek dizi o6zgiinliklerine
sahiptirler (Blackburn, Gait, 1990). Minor oluga baglanan ve baglanma mekanizmasi
bilinen molekiillerden birisi netropsindir (Sekil 14B). Dickerson ve arkadaglari DNA
dubleksinin d(CGCGAATTCGCG) bolgesine baglanmig halde netropsinin kristal yapisini
elde etmiglerdir (Pjura, vd., 1987). Bu yap: kiigiik oluktaki kompleks olusumu hakkinda
detayl: bilgiler saglamistir.

Distamisin ($ekil 15) adli molekiil de netropsine benzer yapisal ve¢ DNA-baglanma
Ozginlugi gosterir. Ayrica DNA ile olugturdugu kompleksteki bir gok 6zelliiyle netropsin
kompleksine olduk¢a benzemektedir. Bir oligoniikleotit olan d(CGCA;T3GCG) ile
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distamisinin olugturdugu kompleksin kristal yapisi tespit edilmistir (Coll, vd., 1987).
Distamisin, ilacin baglanma yeri olan kiigiikk olugun egriligine uyan bir hilal seklindedir.
Molekiil kiigiik olugun dogal sarmal bikiilmesine uyacak sekilde bikilmigtir.
Netropsinde oldugu gibi, molekiil kiigik olufun yiizeyindeki gruplarla yakin van der

Waals etkilegimleri yapar.
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Sekil 15. Distamisinin kimyasal yapisi

Bes —-NH grubu distamisin hildlinin i¢ kisminda yer alir ve bu gruplar T’nin O-2 ve
A’nin N-3 azotu ile hidrojen baglan olustururlar. Distamisindeki —NH gruplannin
geometrik diizeni, DNA’nin A:T baz ¢iftlerin sarmal yapisina tam olarak uymadig: igin
distamisinin -NH gruplarinin hepsi ayn1 anda optimum hidrojen bagi olusturmazlar.
Distamisin molekiilii ti¢ pirrol halkasina sahiptir ve bes A:T baz ¢iftini sarar. G’nin amino
grubu distamisinin kiigiik olukta hidrojen bagi olusturmasim engeller ve bunun sonucu
olarak da distamisinin G:C baz ¢ifti bolgelerine baglanmasi daha zayif olur. Kiigiik oluk
A:T’ce zengin bolgelerde daha dar oldugu i¢in hem distamisin hem de netropsinin van der
Waals etkilesimleri DNA’nin A:T bélgelerinde G:C bolgelerindekinden daha 6zgiindiir
(Blackburn, Gait, 1990).

Bu simftan diger bir molekiil SN 6999 ticari ismiyle bilinen ilagtir. Bu madde ile
yapilan galigmalar sonucu bu molekiilin yiksek A:T 6zgiinligi ile kiciik oluBa baglandigt
tespit edilmigtir. Birbirine bagh iki halkali bir kinolin halka sistemine sahip olmasi
agisindan ilging bir molekiildiir (Leupin, vd., 1986) (Sekil 16A).
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Sekil 16. Oluga baglanan SN 6999 bilesiginin (A) ve benzer yapilara ragmen bir
interkalator olan klorkin adli maddenin (B) kimyasal yapilar1.

2-Boyutlu NMR metodu niikleik asitler ve kompleksleri hakkinda detayli yapisal
bilgiler saglamigtir. Yapilan caligmalar sonucu SN 6999 molekiiliinin kiigiik oluga
baglandif1 ve kinolin halkasi olmasina ramen interkalasyon yapmadift goriilmiigtiir.
Diger oluga baglanan molekiillerde oldugu gibi SN 6999 molekiilii de oligomer dizisinin
merkezi A:T baz ciftleri ile etkilesim yapmaktadir. Tlacin sarmal kii¢iik olugun igine
uymak ve diger kiigiik oluga baglanan molekiiller gibi A:T baz ¢iftleri ile hidrojen baglan
olugturmak uzere hildl seklinde bikilerek olukla etkilesim yaptigi tespit edilmistir
(Leupin, vd., 1986).

Interkalasyon ve oluga baglanma etkilesimleri arasindaki segimi hangi yapisal
kritelerin belirledigi oldukgea ilgingtir. Kimyasal yapilar benzer olan SN 6999 (Sekil 16A)
ve klorokin (Sekil 16B) molekiillerinden SN 6999 oluga baglamrken klorkin ise
interkalasyon yapar. Caligmalar sonucu olusturulan modele dayanarak SN 6999
molekiiliiniin kinolin halkasinin DNA baz ciftleri ile uygun etkilesimler yapabildigi ve
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belki de bir interkalasyon kompleksi halinde DNA fosfat gruplanyla elektrostatik
etkilesimler yapabilecegi soylenmektedir. Oluga baglanmada hidrojen bag: olusumundan,
olugun yiizeyi ile kovalent olmayan etkilesimlerden ve oluktan g¢éziiciiniin ayrilmasindan
dolay: 6nemli bir serbest enerji kaybedilir. Ayn1 durum netropsin, distamisin ve diger
benzer oluga baglanan molekiiller igin de gegerlidir. En azindan bu tip yapilar i¢in kiigiik
oluga baglanma interkalasyondan daha uygundur. Diger taraftan, klorkin oluk etkilegimleri
icin uygun yapiya sahip degildir ve bir interkalasyon kompleksi olugturacak gekilde
DNA’ya baglamir. Béyle olmasina ragmen klorkinin interkalasyon baglanma
sabiti dagtiktir ve zayif bir DNA’ya baglanan molekiil olarak smiflandinlir
(Blackburn, Gait, 1990).

1.2.3.3. interkalasyon Etkilegimleri

Yaklagtk son kwk wil iginde planar aromatik katyonlann DNA ile olan
etkilesimlerinin ortaya konmas: i¢in gergeklestirilen gesitli fiziksel metotlarla elde edilen
bilgiler planar aromatik molekiillerin DNA ile “interkalasyon™ adi verilen bir etkilesimle
baglandin sonucunu ortaya koymugtur. Interkalasyonun kelime anlam, istiflenmis olan iki
baz ¢ifti arasina molekiiliin diizlemsel (kromoforik) pargasimin girmesidir. Bu islem
esnasinda DNA’nin primer ve sekonder yapilari bozulmaz. DNA’nin tersiyer (sarmal)
yapisi, orijinal yapisi ile karsilagtirldifinda kismen uzar ve bu yiizden biraz agilir (Barton,
1986, Pindur, vd., 1993). Interkalasyon esnasinda baz ¢iftleri arasindaki aynima 3.4 A’dan
yaklagik 7-8 A’a kadar biiyiir. DNA mn ii¢ boyutlu yapisindaki veya diger bir deyisle
topolojisindeki bu degisikliklerden dolayn DNA’nin temel fonksiyonlarinda biyokimyasal
olarak bir simrlama olur. Meseld bdyle bir konformasyonel degisim sonucunda, RNA
polimeraz veya topoizomeraz II’nin inhibisyonu gerg¢eklesir (Blackburn, Gait, 1990).

Kiigiik molekiillerin DNA ile interkalasyonu molekiiliin diizlemselligi, aromatikligi
ve molekiillerin etkilesen kisimlarinin yiizeysel yayilmas: gibi gesitli faktorlere baglh olan
kovalent olmayan etkilegimlerle saglamir. Oligoniikleotitlerle olusturulan gesitli
interkalasyon kompleksleri ile yapilan yap1 analizi g¢aligmalani interkalasyonun;
elektrostatik, van der Waals ve hidrofobik etkilesimlerle oldugunu goéstermistir. Cesitli
fiziksel ¢aligmalar da bir molekiiliin DNA ile interkalatif baglanmasindaki yapisal kriterleri
konusunda faydal: bilgiler saglamigtir. Viskozimetri, UV spektrometri ve elektroforez gibi
yontemler yamnda ve x-i5im yapi analizi, ¢esitli NMR teknikleri gibi molekiiler
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spektroskopideki modern metotlarla komplekslerin konfigiirasyon ve konformasyonu gibi
geometrik 6zellikleri aragtinlmugtir (Pindur, vd., 1993).

Cesitli molekiler spektroskopik caligmalarla beraber bilgisayarlarla molekiiler
modelleme ¢aligmalar daunorubisin ve doksorubisin gibi antrasiklin antibiyotikler yaninda
bir karbazol tirevi olan elliptisin gibi alkaloidler yaninda antrakinon sistemine sahip
mitoksantron ve gibi pek ¢ok sentetik ilacin DNA ile interkalatif etkilegimleri incelenmigtir
(Sekil 17).

OH OH
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Sekil 17. DNA ile interkalatif baglanma yapabilen bazi maddelerin kimyasal yapilari. A)
Daunorubisin, B) doksorubisin, C) elliptisin ve D) mitoksantron

Etidiyum bromiir gibi heterohalkali organik sistemlerin DNA’ya interkalasyon
yoluyla baglandifr bilinmektedir (Lippard, Berg, 1994). Bu molekiilin doygun
konsantrasyonu ile DNA interkalasyonunda her bir baz ¢ifti arasin1 doldurdugu x-151m yap1
caligmalari ile ortaya konmustur ve bu etkilesimde etidiyum bromiir molekiillerinin eglesen
baz ciftleri arasindaki 10.2 A’luk bir boglugu doldurdugu tespit edilmistir (Sekil 18).

L FUKSER G Ko Kiabid
SYON
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Sekil 18. Etidiyum bromiiriin DNA ile interkalasyonu

Diizlemsel aromatik heterohalkali organik yapilar yaninda azot igeren heterohalkal
ligandlann dizlemsel katyonik metal komplekslerinin de DNA ile interkalasyon yaptifi
tespit edilmigtir (Lippard, Berg 1994). Bunlardan en bilinen 6rnekler platin kompleksleridir
ve igerdikleri halka sistemleri DNA ile interkalasyon yoluyla baglanmay: kolaylagtirr
(Sekil 19). Ayrica DNA ile interkalasyon i¢in uygun yapisal fonksiyonlara ve geometrilere
sahip, rutenyum, bakir ve mangan igeren komplekslerin bu o6zellikleri de ¢esitli

yontemlerle analiz edilmigtir.
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Sekil 19. interkalasyon yoluyla DNA ile etkilegebilen platin kompleksleri

Bisinterkalatorler iki ayn interkalasyon yapan diizlemsel (kromofor) halka sistemine
sahiptirler ve halka sistemleri birbirlerine uzunluk ve mijitlikge degigebilen zincirlerle
baglanirlar (Sekil 20). Interkalasyon yapan molekiillerin farmasétik 6zelliklerinden dolay:
benzer sekilde i¢ veya daha fazla halka sistemi i¢eren molekiiller de dizayn edilmigtir.
DNA baz ¢iftleri ile halka sistemlerinin etkilegimi biiyiik 6l¢iide zinciri olusturan gruplarin
Ozellikleri ile kontrol edilir (Blackburn, Gait, 1990; Pindur, vd., 1993; Leng, vd., 1998).

N N 3ﬁ\/\ﬁ I 5 O
( :‘ (:‘ = g
s P Q
g ;
(A) B)

Sekil 20. Cesitli bisinterkalatorlerin kimyasal yapisi. A) Basit ve esnek akridin
bisinterkalatorleri, B) daha az esnek akridin bisinterkalatorii

Bisinterkalatorlerin monomerik olanlara gore cesitli potansiyel avantajlan vardir.
Interkalasyonu saglayan birimlerin sayis1 DNA ile baglanma ilgisini olduk¢a artirir ve
kabaca bisinterkalatériin  baglanma sabiti monomerinkinin karesi kadardir.



27

Bisinterkalatoriin baglanma hacimi monomerinkine gore bagil olarak artar. Boyle bir
artigin dizi segicilifini de artirdifn bisinterkalasyon yapan daunorubisin tiirevleri
durumunda gézlenmistir (Chaires, vd., 1997; Leng, vd., 1998) (Sekil 21).

Sekil 21. Bisinterkalasyon yapan bir daunorubisin tiirevinin kimyasal yapisi

Ekinomisin ve triostain gibi kinoksalin tiirevi antitiimor antibiyotikler x-151m1 yapi
analizi yoOntemiyle cahgilan olduk¢a kompleks yapili dogal antibiyotiklerdir. Bu
molekiillerin siipersarmal DNA ile olugturdugu yapilar incelendiginde ¢ift sarmal DNA’y1
40-50° kadar gevsettigi ve monointerkalatérlere gore DNA zincirinde iki kat daha fazla
uzamaya sebep olduklar1 gosterilmistir.

Bisinterkalatorlerin DNA molekiliindeki eglesmis bazlarla interkalasyonu gesitli
sekillerde gergeklegebilir (Blackburn, Gait, 1990). Bu molekiillerdeki baglayic1 zincir
uzunlugu metilenik gruplann sayis1 (n) degistirilerek gergeklestirilebilir (Sekil 20A).
Zincirin uzun olmasi (n>8) ile her iki planar halkanin interkalasyon yapabilecegi tespit
edilmigtir (Sekil 22A). Kisa bir zincir (n=6) durumunda ise halkalarin her ikisi de komgu
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bolgelerle etkilegirken bir sterik engelleme ile karsilagacaklardir (Sekil 22B). Metilenik
gruplarin daha az oldugu (n<4) tiirevler durumunda interkalator molekiiliin sadece bir
halkast yoluyla interkalasyonun saglandig gozlenmigtir (Sekil 22C).

(A) ®) ©

Sekil 22. Bisinterkalatorlerin muhtemel baglanma modelleri

1.2.4. Niikleaz Enzimleri Digindaki Niikleolitik Ozellikli Molekiiller

Biyolojik sistemlerde riboniikleazlar ve deoksiriboniikleazlar, SN-2 mekanizmas: ile
kesilecek bag tizerine niikleofilik saldirny1 katalizleyerek RNA ve DNA’mn fosfodiester
zincirlerinin kesimini saglayan enzimlerdir. Son yillarda enzimlerden ¢ok daha kiiciik ve
yaklagik olarak bin molekiiler agirlifa sahip DNA ile baglanabilme ve DNA zincirini
kirma yetenegine sahip pek ¢ok dogal ve sentetik molekiil izole edilerek veya
sentezlenerek karakterize edilmistir. Bu maddeler birer prob olarak DNA ve RNA’mn
konformasyonel degisimlerinin incelenmesinde de kullamlirlar. Ayrica belirli bir niikleik
asit yapisina kary1i yiiksek ilgiye sahip bir ligand ile kimyasal niikleaz aktivitesinin
birlegtirilmesiyle bolge-spesifik niikleolitik maddelerin dizaym1 miimkiin olabilmektedir
(Papavassiliou, 1995).

1.2.4.1. Dogal Niikleolitik Molekiiller

Yillardan beri DNA ile etkilesen ve onu kesen ilaglar dizayn edilmektedir.
Streptomyces susglarindan izole edilen iki iriin olan bleomisin ve neokarsinostatin hidrolitik
olmayan mekanizmalarla DNA min fosfodiester zincirlerini kesen maddelerdir. En ¢ok

caligilan dogal madde; bir glikopeptid antibiyotik ve anti-kanser ilaci olan bleomisin
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A2’dir. Bleomisin molekiiliiniin farkli mevkilerden modifikasyonu yapilarak g¢esitli
antibiyotik tiirevleri hazirlanmigtir (Blackburn, Gait, 1990; Pindur, vd. 1993; Kane, Hecht,
1994). Olduk¢a kompleks yapilan olan bu bleomisin tirevlerinin ortak ozelligi 2,4’-
bitiyazol halkalarim i¢ermeleridir. Bu halkalar genellikle bleomisin A2°deki bir katyonik
yiike sahip olan kiigiik yan zincire baglanir. Bitiyazollerin diSer yamndaki kisim ise DNA
zincirinin kesiminden sorumlu olan bir metalin komplekslegmesini saglayacak bir bdlgeye
sahiptir. NMR ve hidrodinamik galigmalar bitiyazol halkalarinin DNA’ya bir interkalasyon
kompleksi olugturarak baglanabildiini gostermigtir. Oysaki, diger ¢aligmalar gigliice
bitiyazollerin antibiyotiklerin bir pargcasi olduklarinda DNA’ya oluga baglanma
mekanizmas: vasitasi ile baglandifin1 6nermektedir. DNA’y1 kesmek amaciyla bleomisinin
bir ¢ok farkli metal iyonlar: ile kompleks olugturmus tiirevleri hazirlanabilir. Bu yondeki
caligmalarin ¢ogu Fe(II)-bleomisin tiirevleri ile yapilmgtir.

Bleomisinden oldukga farkli bir peptit antibiyotifi olan neokarsinostatin de
DNA’da zincir kirilmasina sebep olur. Antibiyotigin aktif kismi1 DNA ile interkalasyon
yapabilen bir substitute-naftalen karboksilik asit igeren protein olmayan bir kromofordur.
DNA’mn neokarsinostatin kromoforu ile kesimi O, ve baz1 prooksidanlarla aktiflegtirilir.
Kesimin DNA’daki 5'-hidrojenin deoksiriboz gruplarindan ayrilmasi vasitas: ile oldugu
Onerilmektedir (Blackburn, Gait, 1990).

1.2.4.2. Sentetik Kimyasal Niikleazlar

Son yillarda, fizyolojik pH ve sicaklikta deoksiriboz veya ribozun oksidasyonu
izerinden nikleik asitlerin fosfodiester zincirlerini kesen pek ¢ok redoks aktif
koordinasyon kompleksleri kesfedilmigtir. Bir liganda bagli bir metal genellikle niikleik
asit zincirlerinin pargalanma iglemini baglatir. Yiiksek diizeylerde DNA kirma yetenegine
sahip maddeler, DNA’ya kars1 biiyiik ilgiye sahip bir molekiile metal ile komplekslesecek
bir yapinin ilavesi sonucu elde edilebilirler (Blackburn, Gait, 1990; Papavassiliou, 1995;
Sigman, Chen, 1990).

Siipersarmal DNA iizerinde gevsemeyi sagladifi tespit edilen ilk sentetik
koordinasyon kompleksi bis(1,10-fenantrolin)-bakir iyonudur (Sigman, vd., 1979, Sigman,
1986). Ayrica EDTA-Fe (Sigman, Chen, 1990, Papavassiliou, 1995), c¢esitli
metaloporfirinler (Marzilli, vd., 1986, Groves, Farrell, 1989), diamino dikloro-platin
kompleksleri (Rosenberg, vd., 1969) ve fenatrolin-rutenyum komplekslerinin (Barton,
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1986; Lippard, Berg, 1994) de bu tirden niikleolitik 6zellik gosterdikleri bilinmektedir
(Sekil 23). Bu maddelerin DNA-protein etkilegimlerini ortaya koymada kullamilmalan
yaninda, birer kimyasal niikleaz olarak kromozomal DNA’nin bolgeye 6zgiin kesilmesi
amactyla da gegitli caligmalar gerceklestirilmigtir. Ayrica, platin komplekslerinin insan
kanseri tedavisinde etkin bir gekilde klinik olarak kullanimi, antikanser ozellik gdsteren
yeni metal komplekslerinin dizayn1 ve niikleik asitlerle etkilegimlerinin incelenmesine olan
ilgiyi daha da artirmigtir (Spiro, 1980; Kaim, Schwederski, 1994). Dolayisiyla, niikleik
asitlerle etkilesip zincirleri kirabilen yeni metal komplekslerinin geligtirilmesi ve DNA ile
olan etkilesim mekanizmalannin anlagilmasinin bu komplekslerin molekiiler biyoloji,
farmakoloji ve gen terapisi gibi farkli amaglar i¢in daha etkin kullammini saglayacag:
agikardir.
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Sekil 23.  Sentetik baz1 kimyasal niikleazlarin yapilari. A) cis-diamino dikloro-platin
kompleksi, B) EDTA-Fe kompleksi, C) (4,7-difenil-1,10-fenatrolin)-rutenyum
kompleksi, D) Metaloporfirin genel yapisi ve E) Bis(1,10-fenantrolin)-bakir
kompleksi
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Katalitik 6zellik gosteren ve birer kimyasal niikleaz olarak tanimlanan maddelerin
¢ogunlugu fizyolojik pH ve sicaklik sartlarinda DNA zincirlerinin fosfoester iskeletini
kiran redoks-aktif koordinasyon kompleksleridir. Bu komplekslerin niikleolitik aktivitesi
bunlarin DNA ile doniigiimlii baglanmalarini takiben gerceklesen kirma ya da pargalama
gibi bir hidrolitik reaksiyondan kaynaklanir ve bu etkinin bir sonucu olarak DNA ¢ift
zinciri ya kargilikli bolgelerden ya da tek bir zincirden kirilir. Béylece DNA nin yapis:
bozulur, DNA gevser veya ¢esitli tersiyer konformasyonlar olusur (Sombrook, vd., 1989;
Goodisman, vd., 1997).

Metal kompleksleri ¢ift sarmal DNA ile kovalent olmayan iki temel yolla etkilegir.
Bunlardan birisi dig bolgelerden baglanma digeri ise bazlar arasina girerek (istiflenerek)
baglanmadir. Haricen baglanma DNA ylizeyinde meydana gelen biitiin etkilegimleri igerir.
En basit olarak DNA biyopolimerinin iyonik yiizeyinde kompleksin etkilesmesiyle
gergeklesir. DNA oluklarina baglanma ¢ok daha kuvvetli bir etkilesimdir ve uygun
buyiklige, hacime ve sekle sahip bir molekiil DNA’nin biyiikk yada kiigiik oluklarina
yerlestiginde meydana gelir. Istiflenme biyopolimerin igerisindeki komsu iki baz arasina
diizgiin aromatik molekiilin girmesinden ibarettir. Oktahedral (sekiz yiizlii) ve tetrahedral
(dort yizlu) kompleksler interkalasyon igin uygun degillerdir ve bu molekiiller dis
yizeyden DNA ile etkilesirler. Aromatik gruplar igeren kare diizlem kompleksler igin ise
etkilesim interkalasyonla saglamr. Aromatik molekiillere hacimli gruplarin eklenmesi
DNA ile interkalasyonlarimi etkiler. Dolayisiyla kare diizlem komplekslere diizlem digi
gruplarin eklenmesiyle istiflenme ile baglanma yerine haricen baglanma gergeklesir
(Papavassiliou, 1995; Sigman, Chen, 1990).

Kimyasal niikleaz aktivitesi gésteren bir ¢ok kimyasal, DNA ile giicli veya zayif
kompleksler olugturarak kesimi gergeklestirir. Bu duruma istisna olan kompleks Fe(II)-
EDTA’dir (Sekil 23B). Bu kompleksin net negatif yiikiinden dolay: yiiksekge reaktif
difizlenebilen hidroksil radikallerini Grettifi ve kendisi DNA’ya baglanmadan hidroksil
radikalleri vasitas: ile DNA’y1 kestigi onerilmektedir (Papavassiliou, 1995; Sigman, Chen,
1990). Bir oksidan (H,0;) mevcudiyetinde demir-EDTA kompleksi DNA zincirini keser.
Bu iglemde DNA zincirinin kesilmesi igin ¢ bilegik gereklidir. Bunlar; [Fe'>(EDTA)?,
H;O, ve sodyum askorbattir (Sigman, Chen, 1990). Reaksiyonun yiriytsiinde,
EDTA Fe(I)’den bir elektron ayrilarak H,O’de ki O-O bagimi kirar ve EDTA Fe(III)
uiretilir ve bunun sonucunda da hidroksil iyonu ve reaktif hidroksil radikali (-OH) tretilir.
Askorbat iyonu Fe(Ill)’tin Fe(II)’ye doniigimiinii saglar. Bu gekilde olugan katalitik ¢evrim
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ile EDTA Fe(II)’nin kullanilan mikromolar konsantrasyonlar1 DNA kirilmasina neden olur.
Hem DNA hem de metal kompleksi negatif olarak yiiklii olduklan i¢in EDTA.Fe(II)
elektrostatik olarak itilir ve DNA molekiiliine baglanamaz. Bu nedenle DNA kesimine
sebep olan gergekte olusan hidroksil radikalleridir. Hidroksil radikali ¢ozelti boyunca
difizlenir ve biiyiik ihtimalle bir deoksiriboz hidrojen atomunu g¢ikararak DNA zincirine
saldirir. Bunun sonucu saldirilan bolgedeki baz ve seker ayrilir ve boyle bir gevrim ile
kompleksin oldukga diigiik konsantrasyonlarinda DNA kinlmasi gergeklesir.

Bagka bir metal igeren kimyasal niikleaz 1,10-fenatrolin ile bakir (I) in olugturdugu
bis (1,10-fenantrolin)-bakir () kompleksidir (Papavassiliou, 1995; Sigman, Chen, 1990).
2:1 oraminda 1, 10-fenantrolin.Cu(I) kompleksi [(OP):Cu’] (Sekil 23E) deoksiriboz
halkasinin oksidasyonuyla fizyolojik sartlar altinda DNA’mn fosfodiester zincirlerini kiran
etkili bir kimyasal niikleazdir. Bu kompleks gerekli bir kovalent olmayan araci vasitas: ile
ilerleyen bir reaksiyonla DNA’y1 kestigi kesfedilen ilk kimyasal niikleazdir (Sigman, vd.,
1979). Bu bakir kompleksinin etkisi DNA’nin ikincil yapisina baghdir. Tek zincirli DNA
etkili bir substrat degildir ve B-DNA nispeten A-DNA’ya tercih edilir. Z-DNA, B-
DNA’nin kolayca kesildigi sartlar altinda belirlenebilir bir bigimde kesilemez. Bu ikincil
yap1, B-DNA’nin kiigiik olugunun tetrahedral koordinasyon kompleksi igin tercih edilen
bir baglanma yeri oldugunu gosterir.

Bir ¢ok kesim maddesi, kapali ¢ift zincir DNA molekiilleri ile etkilegerek
¢emberimsi ¢ift zincir DNA molekiillerini kapali dairesel formdan (form I) agik dairesel
forma (form II) ve lineer formlara (form IM) ve en sonunda da kiigiik DNA pargalarina
donugtiriir (Sekil 24) (Goodisman, vd., 1997). Cogu antikanser ilaglart hiicre DNA’s1 ile
etkileserek hiicre hasan1 gosterirler. Bu etkilesimler zayif veya kovalent baglanmalar
seklinde olabilir ve iglem DNA’nin geker-fosfat zincirinin kesimi ile sonuglanabilir. Eger
bir ilag, seker-fosfat zincirinde tek bir kirik olugturursa molekiil, kapali gemberimsi
formdan (form I) kirik ¢gemberimsi forma (form IT) veya dogrusal forma (form IIT) déniigir.
Eger ilk kinlmamn oldugu zincirin kargisindaki zincirde ilk kirilmaya yakin bir yerde
ikinci bir kirilma olursa DNA molekiilii dogrusal forma déniigiir. Dolayisiyla, her iki DNA
zincirini kargilikli zincirlerden kesen bir ilag, form I’in dogrudan form II’e d6éniigmesine

sebep olur.
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Sekil 24. Plazmid DNA’min A) siipersarmal, B) kirik ve C) dogrusal formlan

DNA’nin kendisini kesen bir ilagla muamelesinden 6nce ve sonraki ti¢ formun
miktarinin dlgiilmesinden bu iglemde olugan formlann oranlan hakkinda fikir edinilebilir.
Bu bagl oranlar aym zamanda madde tarafindan DNA kesim mekanizmasi ve dzgunlukleri
hakkinda bilgi verebilir. Mesela, eger kesim kimyasali belli bir zaman iginde yalnizca bir
zinciri kesiyorsa ve kesim 6zgiin degilse form II DNA’daki bir ¢ok kirnk form IIT’e
doniigiim igin 6nemli bir etken olacaktir. Bu sebeple, form I DNA’nin form II’ye donigiim
oran1 form IT’nin form I’e doniigiim oranindan daha bityiik olacak ve form I’in form IIl’e
déniigiimiiniin gériiniisteki oram kiigiik olacaktir. Kesim bu gekilde oldugunda kimyasalin
“tek zincir kesim kimyasal’” oldugu séylenir. Diger yandan, efer madde karsiikli iki
yerden DNA’y1 kesiyorsa form I’in form III DNA’ya déniigim oram 6nemli olacaktir.
Form I’den daha fazla ilag molekiilii igeren g¢oklu baglanma/kesme olaylan ile form III
olustugunda ¢ift zinciri kesimine denk bir durum agiga ¢ikar. Eger ilag yilksek diizeyde
dizi 6zgunliigiine sahip ise kesme DNA’nin birkag yeri ile sinirlandigi igin her iki zincirde
yakin yerlerde kirilma ihtimali yiiksek olacaktir. Mekanizmasina dikkat edilmeksizin,
form I'i dogrudan form IIl’¢ doniistiiren kesim kimyasallarina “¢ift zincir kesim
kimyasallari” denir (Goodisman, vd., 1997).

1.2.4.3. Kimyasal Niikleazlarn Kinetigi

Bir kimyasal niikleaz (Naz) ile kesimin kinetik semas: niikleolitik reaksiyonu takiben
doniigiimli bir kompleks olugumunu igerir (Sigman, Chen, 1990).
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Burada K ara {iriiniin ayrigma sabiti (k1/kz), k1 iz tayin basamagi hiz sabiti ve k2 de ara
Grtiniin  baglangic maddelerine doniiyme hiz sabitidir. Naz’in doygun olmayan
konsantrasyonlarinda, her hangi bir dizi pozisyonundan kesimin ikinci mertebeden hiz
sabiti (k2), ki/K4’ye esit olur.

Baglanma ve kataliz iglemlerinin birbirleriyle iligkili oldugu ger¢ek enzimlerin
aksine baglanma pargalanmay1 yonlendirir fakat parcalanmay aktiflendirmez. Kirilmadan
sorumlu kimyasal niikleazin redoks iglemleri, DNA molekiiliine bagli olsun ya da olmasin
¢ozeltide devam eder. Eger k; sabitse, Ky herhangi bir dizi pozisyonunun kesiminin ikinci

mertebeden hiz sabitini yonlendirir ve baglanma, 6zgiinliigiin temel tayin edici agamasidir.

1.2.5. Cahsmanin Bilimsel ve Pratik Onemi

Laboratuvarlarimizda yapilan 6n ¢aligmalarda metal komplekslerinin DNA ile
etkilesimi incelenmis, baz1 metal komplekslerinin poliniikleotit zincirler {izerinde kiriklar
olusturdugu tespit edilmig, bu etkilesimin bazi kompleksler durumunda zamana,
bazilarinda ise kompleksin  konsantrasyonuna bagimli oldugu  gozlenmistir
(yayimlanmamis bir c¢aligma). Dolayisiyla bu 6n c¢aligjmada bazi 6zel metal
komplekslerinin niikleaz mimigi olabilecegi sonucuna vanlmis ve ayrica niikleolitik
aktivite i¢in gerekli caliyma gartlar optimize edilmistir.

Bu c¢aliymada yeni bir Schiff-bazinin Cu(Il) ve/veya Mn(Il) metal iyonlan ile
olusturabilecegi komplekslerin deoksiriboniikleik asit (DNA) ile etkilesimi incelenmis ve
agagidaki amaglar planlanmigtir:

a) Bu ligandin metal komplekslerinin oksidatif gartlar altinda DNA’yi
pargalayabilme yeteneklerinin olup olmadig.

b) Bu etkigimin metal iyonuna, etkilesim periyoduna ve g¢esitli ortam sartlarina
bagimhilif.

c) Bu kompleksler niikleolitik olarak aktif ise DNA pargalama iglemlerinde bir
segiciliklerinin olup olmadig;.

d) Bu komplekslerin DNA ile etkilegimlerinin niteligi ve mekanizmasi.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cihazlar

Tampon cozeltilerinin hazirlanmasinda pH 6l¢iimleri Jenway 3010 pH metresi ile
gergeklestirildi. Gece kultiirlerinin biiyitillmesinde niive BM 102 model sallayic,
maddelerin tartilmasinda GEC AVERY VA124-1AAZM13AAE model terazi kullamlds.
Cozeltilerin kanstinlmasi niive NM 110 model vorteksle yapildi. Inkiibasyon iglemleri
nitve EN 500 model inkiibatérde gergeklestirildi. Plazmid DNA izolasyonunda ¢oktiirme
islemleri Hoefer MC 1400 model mikrosantrifiijde yapildi. Agaroz jellerin hazirlanmasinda
Vestel PS 3000-230 V model mikrodalga firin kullanild. Izole edilen plazmid DNA’larinin
konsantrasyonlar1 Pharmacia 80-2103-98 model UV/goriiniir bolge spektrofotometresi
kullanilarak o6lgtildii.

Elektroforez iglemleri Owl B1A model elektroforez aletinde Hoefer PS3000-230 V
model gii¢ kaynag kullanilarak gergeklestirildi. Jellerdeki bantlar Hoefer UVTM-19 model
UV 1sin kaynag kullamlarak gozlemlendi ve Hoefer Polaroid kamera ile fotograflan
alind1.

Spektrofotometrik galigmalarda 6lgiimler ATI Unicam UV2-100 model ¢ift 1gin
yollu ve hiicre kalinligi 10 mm olan kuvarz hiicreli ultraviyole-goriiniir bolge
spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirildi. Ayrica 1-10 uL ve 10-100 pL Socorex
model, 100-1000 puL Volac model ve 0.5-10 uL’lik Biohit model otomatik pipetleri
kullamld.

2.2, Kimyasal Maddeler

pCYTEXP plazmid izolasyonunda “‘Promega Corporation Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification Systems’” (Madison, USA) kiti kullanildi. Luria-Bertani (LB)
besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan bacto-tripton, bacto-maya ekstragi, sodyum kloriir
ve sodyum hidroksit Merck A. G. (Darmstadt, Germany) ’den sagland1.

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullamilan dipotasyum hidrojen fosfat,
potasyum dihidrojen fosfat, glasiyal asetik asit ve komplekslerin ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda kullanilan dimetil stilfoksit (DMSO) Merck A. G. (Darmstadt,
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Germany)’den temin edildi. Trizma-baz Sigma Chem. Co. (St Louis, MO, USA) ’den satin
alind1.

Elektroforetik ¢aligmalarda kullanilan etidiyum bromiir, gliserin, bromofenol
mavisi, monomagnezyum peroksiftalat (MMPP) ve agaroz Sigma Chem. Co. (St Louis,
MO, USA)’den, B-merkaptoetanol, etilendiamintetraasetikasit (EDTA), ksilen siyanol
Merck A. G. (Darmstadt, Germany)’den temin edildi. Biitiin reaktiflerin seyreltilmesi ve
¢Ozeltilerinin hazirlanmasi iglemlerinde destile su kullanilda.

2.3. Model Sus ve Model Bileyikler

In vitro caligmalarda kullanilan Escherichia coli M 101 susu new England
Biolabs’ dan temin edildi. Bu sugun genotipik 6zellikleri; F* raD36 lacl* A(lacz) M15 pro
A'B" /supE thi A ( lac-proAB) (Biolabs) seklindedir. pPCYTEXP plazmid DNA’s1 JE.G.
McCarthy (Gesellschaft fiir biotechnologische Forschung mbH, Braunschweig, Germany)
’den temin edildi.

In vitro c¢aligmalarda kullamilan nikleaz mimigi olabilecek 3-{2-[2-(2-
hidroksiimino-1-metil-propilideneamino)-etilamino]-etilimino}-butan-2-on oksim
ligandimin bakir ve/veya mangan igeren homodiniikleer bakir(I) (K1), heterodiniikleer
bakir-mangan (K2) ve triniikleer bakir(II) (K3) kompleksleri Dog. Dr. Serdar Karabocek
( KTU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii) *ten temin edildi.

2.4. Luria-Bertani Besiyerinin Hazirlanmasi

1 L de; 10 g bacto-tripton, 5 g bacto-maya ekstragi, 5 g sodyum kloriir igeren
besiyeri sodyum hidroksit ile pH 7.5’¢ ayarlandi ve otoklavda 121 °C’de 1.1 atm basing
altinda 15 dakika bekletilip steril edilerek hazirlandi.

2.5. Gece Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

pCTYEXP plazmidini igeren E. coli J]M 101 susundan bir koloni alimp 50 pg/mL
oraninda ampisilin igeren LB besiyerinin 3 mL’sine ekildi ve bir gece 37 °C’de 200 rpm’de
calkalanan sulu ¢alkalayicida 12-16 saat kadar buyiitiildii.
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2.6. pCYTEXP Plazmid DNA’simn izolasyonu

pCYTEXP plazmid DNA’sinin izolasyonu Promega plazmid DNA izolasyon kiti
kullamlarak gerceklestirildi. Izolasyon iglemi agafida anlatildift gibi yapildi. Ampisilin
iceren LB besiyerinde bir gece bilyiitiilen E. coli’nin JM 101 susu 1.5 mL’lik ependorf
tiiplerinde 5 dakika 10.000xg’de santrifiij edildi ve siipernatan atildi. Her bir tlipe hiicre
siispansiyon gozeltisinden 250 pL ilave edildi ve vorteksle pellet ¢oziildi. Tuplere 250 uL
hiicre parcalama ¢ozeltisi ilave edildi ve tiipler birkag kez alt st edilerek yaklagik 3-4
dakika bekletildi. Daha sonra tiiplere 10 uL bazik proteaz ¢ozeltisi eklendi ve birkag kere
alt ust edilip oda sicaklifinda 5 dakika bekletildi. Sonraki asamada ise tuplere 350 uL
Wizard Plus SV nétrallestirme ¢ozeltisi eklendi ve tiipler birkag kez alt ist edilerek
14.000xg’de oda sicaklifinda santrifiij edildi.

Ikinci asamada santrifijleme protokolii uygulandi. Bunun igin spin kolonlan
2 mL’lik toplama tiiplerine yerlestirildi ve santrifiijleme sonrasi elde edilen siipernatanlar
spin kolonuna aktanldi. Oda sicakliinda 14.000xg’de 1 dakika santrifiyj edildi ve toplama
tiiplerindeki siipernatan dékiilerek tekrar spin kolonuna yerlestirildi. 750 puL kolon yikama
¢ozeltisinin ilave edilmesinden sonra oda sicakliginda 14.000xg’de 1 dakika daha santrifij
edildi. Toplama tiiplerindeki siipernatanlar atildi ve tiipler spin kolonunun altina
yerlestirildi. Spin kolonlarina 250 pL kolon yikama ¢ozeltisi ilave edildikten sonra oda
sicaklifinda 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiplerinden ayrilan spin kolonlan steril
ependorf tiiplerine yerlestirildi. Plazmid DNA’larim1 ependorf tiiplerine gegirmek igin her
biri tizerine 100 pL niikleaz icermeyen su eklendi ve oda sicakliginda 14.000xg’de 1
dakika santrifiij edildi. Ependorf tiiplerine toplanan pCYTEXP plazmid DNA’sinin
konsantrasyonlar 6lgiildiikten sonra —20 °C’de sakland.

2.7. Cozeltilerin Hazirlanmas

2.7.1. Elektroforetik Cahsmalarda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Farkhh pH’larda (pH 6, 6.5, 7, 7.5) 250 mM potasyum fosfat tamponlan soyle
hazirland1; yaklagik 43.5 g K,HPO; 1 L saf suda gozillerek dibazik fosfat c¢ozeltisi



38

hazirlandi. Daha sonra yaklagik 34 g KH,PO4 1 L saf suda ¢ozilerek monobazik fosfat
¢Ozeltisi hazirlandi. Dibazik fosfat gozeltisi ayn ayn pH 6, 6.5, 7 ve 7.5 oluncaya kadar
monobazik fosfat ¢ozeltisi ile titre edildi.

Farkh pH’larda (pH 8, 8.5, 9, 10) 100 mM tris-asetat tamponlarini hazirlamak igin
1 L saf suda yaklagik 12.11 g trizma-bazin ¢6ziinmesi ile hazirlanan ¢ozelti 1 L’de yaklagik
5.7 mL glasiyal asetik asit igeren ¢ozelti ile yukarida belirtilen farkli pH’lara ulagincaya
kadar ayr1 ayr 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 hazirland:.
Bu ¢ozelti daha sonra saf su ile 1/50 oraninda seyreltilerek kullanildi.

10 mM MMPP ¢ozeltisi 10 mL saf suda yaklastk 0.05 g magnezyum
monoperoksiftalatin ¢oziinmesi ile hazirlandi. Yiiriitme boyas1 %0.25 oraninda bromofenol
mavisi, %0.25 oraninda ksilen siyanol ve %30 oraninda gliseroliin saf su iginde ¢oziinmesi
ile hazirlandi.

Sonlandirma ¢ézeltisi 1 M B-merkaptoetanolden 10 pL, % 80°lik gliserolden
250 pL, 0.5 M EDTA ¢ozeltisinden (pH 8.0) 50 uL ve yiiriitme boyasindan 80 pyL alinip
saf su ile 1000 pl.’ye tamamlanarak hazirlandi.

Elektroforetik deneylerde kontrol olarak kullamlan bakir ve mangan tuzlarimn saf
sudaki ¢ozeltileri soyle hazirlandi: 1 mM bakir perklorat ¢ozeltisi, yaklagtk 0.0025 g
Cu(Cl0,4),.6H,O’nun saf suda ¢6ziliip 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. 1 mM
mangan asetat ¢ozeltisi, yaklagik 0.0037 g Mn(CH;3;C00),.4H2O’nun saf suda ¢oziiliip
10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Daha sonra yapilan seyreltme islemleri bu stoklar
kullamlarak yapildi.

Elektroforetik ¢aligmalar i¢in komplekslerin stok ¢ozeltileri agagida anlatildig gibi
hazirlandi: 10 mM K1 ¢ozeltisi; 0.079 g K1 tartilip 1 mL. DMSO’da ¢6ziildi ve saf su ile
10 mL’ye tamamlandi. 10 mM K2 ¢ozeltisi; 0.096 g K2 tartilip 1 mL. DMSO’da ¢oziildi
ve saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. 10 mM (K3) ¢6zeltisi; 0.093 g K3 tartilip saf suda
¢ozilldii ve yine saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Biitiin seyreltme iglemleri bu stoklar
kullamlarak yapildi.

Elektroforetik galigmalarda % 1’lik nétral agaroz jeller kullamildi ve bu jeller
agagidaki gibi hazirlandi; 0.3 g agaroz tartilip 30 mL. TAE tamponu igine dokiildii ve
mikrodalga firinda yaklagik 1 dakika kaynatildi. Kangim 50-60 °C’ye kadar sogutulup
icine 10 uL etidiyum bromiir ¢ozeltisi katilip elektroforez aletinin jel kalibina dékildii.
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2.7.2. Spektroskopik Caliymalarda Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

50 mM’lik potasyum fosfat tamponu ( pH 7.0) hazirlamak i¢in 1 L saf suda
yaklagik 8.7 g KoHPO, ¢Oziinmesi ile hazirlanan dibazik fosfat ¢ozeltisi 1 L saf suda
yaklagik 6.8 g KH,PO4 ¢oziinmesi ile hazirlanan monobazik fosfat ¢6zeltisi ile pH 7.0
oluncaya kadar titre edildi.

Spektroskopik ¢aligmalarda kullamlan komplekslerin stok ¢ozeltileri elektroforetik
caliymalarda hazirlanan stok g¢ozeltiler gibi aym konsantrasyon ve hacimde hazirlandi.
Aralarindaki fark, spektroskopik ¢aligmalarda kullanilan stok ¢ozeltileri hazirlarken saf su
yerine 50 mM potasyum fosfat tamponunun (pH 7.0) kullamlmasidir. Daha sonra yapilan
biitiin seyreltme iglemleri bu stoklar kullanilarak hazirland1.

2.8. Niikleolitik Aktivite Deneyleri

2.8.1. Agaroz Jel Elektroforezi ve Komplekslerin Niikleaz Etkinliklerinin
Incelenmesi

Bakir ve mangan komplekslerinin farkli konsantrasyon, pH, sicaklik ve zaman
araliklarinda niikleaz aktivitesi gosterip gostermedifini incelemek igin agaroz jel
elektroforezi yontemi kullamildi (Gravert, Griffin 1993; Sakai, vd., 1992). Niikleolitik
aktivite deneyleri sonunda olugan form I (siipersarmal DNA), form II (kirkk DNA) ve form
II (lineer DNA) sekilleri, bunlarin agaroz jelde farklh hizlarda go¢ etmeleri ilkesine
dayanarak gozlemlendi.

K1, K2 ve K3 komplekslerinin farkli konsantrasyonlarda (0.01 uM-1000 uM), sabit
sicaklikta (37°C) ve farkli zaman araliklarinda (10 dakika-1 saat) niikleaz etkinlikleri
aragtirtldi. Son hacmi 10 pL olan reaksiyon karigimlari, komplekslerin son hacimde
istenilen konsantrasyonlarim saglayan stok ¢ozeltilerinin 1 pL’sini, son hacimdeki
konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde 2 pL. 250 mM potasyum fosfat tamponunu
( pH 7.0), son hacimde konsantrasyonu 1 mM olacak gekilde 1pl. 10 mM MMPP
¢ozeltisini ve 6 uL konsantrasyonu bilinen pCYTEXP plazmid DNA’sin1 igermektedir.
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Sabit sicaklik (37 °C) ve pH (7.0)’da 10 dakika veya 1 saat bekletilen reaksiyon
karigimlarina daha sonra 5’er pL sonlandirma ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyonlar
durduruldu. Bu iglemden sonra érnekler uygun siraya gére % 1°lik nétral agaroz jellere
yiiklendi. Jellerin ilk kuyularina kontrol olarak igine yiiriitme boyasi katilan pCYTEXP
plazmidleri yiiklendi. Jellerin iizerindeki bantlarin ayrimi oldukga belirgin oluncaya kadar
yaklagik 2-3 saat 50-60 V akim uygulanarak elektroforez edildi. UV lambas: altinda
bantlar gozlemlendi ve jellerin fotograflan alindi.

Molecular Analyst ™ /PC Windows Softiware for Bio-Rad’s Image Analysis
Systems Version 1.4 (Bio-Rad Laboratories, USA) programi yardimu ile bitiin jellerin
gorintiisii alinarak form I, II ve IIT’iin bag1l oranlar1 tahmin edildi.

2.8.2. Niikleaz Etkinlifi Gosteren Kompleksler icin Uygun Sartlarm
Belirlenmesi

2.8.2.1. Inkiibasyon Zamammmn Niikleaz Etkinligine Etkisi

K1, K2 ve K3 komplekslerinin pCYTEXP plazmid DNA’sim kestifi uygun
konsantrasyonlar kullamlarak belirli pH ve sicaklik degerlerinde farkl: inkiibasyon
zamanlarindaki niikleolitik aktiviteleri incelendi. K1 ve K2 kompleksleri i¢in toplam hacim
olan 10 pl.°deki konsantrasyonlan1 0.1 uM olacak gekilde 1 uM’lik ¢ozeltilerinden 1 plL ve
K3 kompleksi i¢in ise toplam hacim olan 10 pL’deki konsantrasyonu 100 uM olacak
sekilde 1000 uM’lik ¢ozeltisinden 1 pL alindi. Uzerine toplam hacimdeki konsantrasyonu
50 mM olacak gekilde 250 mM’lik potasyum fosfat tomponundan (pH 7.0) 2 uL, toplam
hacimdeki konsantrasyonu 1mM olacak sekilde 10 mM’lik MMPP ¢ozeltisinden 1 pL ve
konsantrasyonu bilinen pCYTEXP plazmidinden 6 uL konuldu. Daha sonra bu reaksiyon
kangimlann 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakika, 2 ve 6 saatlik zaman araliklarinda
25 ve 37 °C’de ayn ayn bekletildi. Bu siirelerin sonunda her bir reaksiyon karistmina 5 pL
sonlandirma ¢6zeltisi ilave edildi. Omekler sirasiyla % 1’lik notral agaroz jellere yiiklendi.
Jellerin ilk kuyularina kontrol amaciyla iginde yiiriitme boyasi bulunan pCYTEXP plazmid
DNA’s1, ikinci kuyulanna ise EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilen pCYTEXP plazmid
DNA’s1 yiiklendi. Jeller yaklagik 2-3 saat 50-60 V’luk akimda elektroforez edildi ve olugan
bantlar UV lambas: altinda gozlemlenip jellerin fotograflar1 alindi.
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2.8.2.2. Kompleks Konsantrasyonlarmm Niikleaz Etkinligine Etkisi

K1, K2 ve K3 komplekslerinin pH 7.0°da, 37 °C’de ve 1 saatlik inkiibasyon
sirelerinde 0.1 uM - 1000 uM’lik konsantrasyon araliklarindaki niikleaz aktiviteleri
incelendi. Komplekslerin son hacim olan 10 uL’de belirli konsantrasyonlarda olacak
sekilde stok cozeltilerden seyreltilmis olan g¢ozeltilerinden 1 pL alindi. Uzerine son
hacimdeki konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde 250 mM’lik potasyum fosfat
tamponundan (pH 7.0) 2 uL, son hacimdeki konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde
10 mM’ ik MMPP c¢ozeltisinden 1 pl. ve konsantrasyonu bilinen pCYTEXP plazmid
DNA’sindan da 6 pL ilave edilip 37 °C’de 1 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda her bir
omege 5 pL sonlandirma g¢oézeltisi ilave edilip sirayla % 1°’lik notral agaroz jelinin
kuyularina yiiklendi. Jellerin ilk birka¢ kuyusuna kontroller yiiklendi. Kontroller, iginede
yuritme boyas: bulunan pCYTEXP plazmid DNA’sini, EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesilen pCYTEXP plazmid DNA’sin1, son hacimdeki konsantrasyonlar1 100 uM olan ve
aym sartlar altinda pCYTEXP plazmid DNA’s1 ile muamele edilen bakir, mangan tuzlarini
(MMPP’li ve MMPP’siz ortamda) ve ligand1 icermektedir. Jellere yaklagik 2-3 saat
50-60 V’luk bir akim uyguland1 ve sonuglar UV lambasi altinda gozlemlenip jellerin
fotograflan alindi.

2.8.2.3. Ortamin pH Degerinin Niikleaz Etkinligine Etkisi

K1, K2 ve K3 komplekslerinin pCYTEXP plazmid DNA’sim1 kestigi uygun
konsantrasyonlarinda, 37 °C’de ve 1 saatlik inkiibasyon siiresindeki niikleaz aktiviteleri
farklh pH’larda incelendi. K1 ve K2 komplekslerinin son hacim olan 10 ul’deki
konsantrasyonlan: 0.1 uM olacak sekilde 1 uM’lik ¢6zeltilerinden 1 pl, K3 kompleksinin
ise son hacimdeki konsantrasyonu 100 pM olacak gekilde 1000 uM’lik ¢ozeltilerinden
1 uL alindi. Uzerlerine son hacimdeki konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 10 mM’hik
MMPP ¢ozeltisinden 1 ul. ve farkli pH degerlerini saglamak igin 6, 6.5, 7, 7.5°lik
250 mM’lik potasyum fosfat tomponlarindan son hacimdeki konsantrasyonlar1 50 mM
olacak gekilde 2 uL, 8, 8.5, 9, 10 luk 100 mM’lik tris-asetat tamponlarindan son hacimdeki
konsantrasyonlar1 20 mM olacak gekilde 2°ser uL ve konsantrasyonu bilinen pCYTEXP
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plazmid DNA’sindan 6 uL ilave edildi. Bu reaksiyon kangimlan 37 °C’de 1 saat bekletildi.
Bu siirenin sonunda reaksiyon karigimlan iizerine 5’er UL sonlandirma ¢ozeltisi katildi ve
omekler % 1’lik agaroz jellerin kuyularina sirayla yiiklendi. Jellerin ilk iki kuyusuna
kontrol olarak sira ile igerisine yiiritme boyasi katilan pCYTEXP plazmid DNA’st ve
EcoRlI restriksiyon enzimi ile kesilen pCYTEXP plazmid DNA’s1 yiiklendi. Jeller yaklagik
2-3 saat 50-60 V’luk akimda elektroforez edildi ve olusan bantlar UV lambasi altinda
gozlemlenip jellerin fotograflan alindi.

2.8.3. Spektroskopik Cahsmalar

K1, K2 ve K3 komplekslerinin pH’1 7.0 olan 50 mM potasyum fosfat tamponu
icinde hazirlanan uygun konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri ve konsantrasyonu bilinen
pCYTEXP plazmid DNA’s1 kullamlarak spektroskopik ¢aligmalar gergeklestirildi. Ilk
olarak K1, K2 ve K3 komplekslerinin maksimum absorbans yaptig: dalga boyu araliklan
se¢ildi ve maksimum absorbanslari kaydedildi. Komplekslerin spektrumu alindiktan sonra
bu ¢ozeltilerden 900 pL alinip (izerine konsantrasyonu 50 pug/mL olan pCYTEXP plazmid
DNA’sindan son hacim 1 mL olacak gekilde ilave edilerek, oda sicakhiginda (25-26 °C)
dengenin saglanmasi igin 24 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda orneklerin DNA ile
etkilesimlerine bagl1 olarak daha 6nce taranan dalga boyu araliklarinda absorbanslarindaki
degisimler ve kaymalar kaydedildi.



3. BULGULAR

In vitro c¢ahgmalarda kullanilan niikleaz mimigi olabilecek 3-{2-[2-(2-
hidroksiimino- 1-metil-propilideneamino)-etilamino]-etilimino } -butan-2-on oksim
ligandinin bakir ve/veya mangan igceren homodiniikleer bakir(Il) (K1), heterodiniikleer
bakir-mangan (K2) ve triniikleer bakir(Il) (K3) komplekslerinin (Sekil 25) DNA ile
olabilecek etkilesimleri bir kooksidan olan magnezyummonoperoksifialat (MMPP)
yoklugunda ve varliginda pCYTEXP (5 kb) plazmidinin siipersarmal formu kullanmlarak
gergeklestirildi. Cesitli kontrol deneyleri ile kompleksler ortamda bulunmadigi durumda
DNA iizerinde her hangi bir degisim olup olmadif1 aragtirildi. DNA ile beraber MMPP
varlifinda ve kompleks yoklugunda DNA iizerinde herhangi bir elektroforetik degisim
gozlenmedi. Komplekslerin DNA iizerinde degigim yaptiklar1 konsantrasyon degerlerinde
bakar(IT) perklorat veya mangan(Il) asetatin bir degisime sebep olmadig gozlendi.

K1, K2 ve K3 kompleksleri ile gergeklestirilen deneysel ¢aligmalar elektroforez ve
spektrofotometri olmak iizere iki baghk altinda gruplandinlabilir. Notral agaroz jel
elektroforez deneylerinde, komplekslerin DNA ile reaksiyon siiresi ve pH gibi gesitli ortam
parametrelerine bagli olarak siipersarmal DNA’nin kirik, lineer ve daha kiigik DNA
parcaciklarinin  varhifi gozlendi. Spektroskopik deneyler ise DNA ile olan zayif
etkilegimlerinin bir sonucu olarak komplekslerin spektrumlarinda meydana gelebilecek
kaymalar ve absorbanstaki degigsmeler tespit edilmig ve nasil bir mekanizma ile niikleolitik
etkinlik gosterdikleri irdelenmeye ¢aligiimugtir.

3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Caliymalar

K1, K2 ve K3 komplekslerinin sipersarmal DNA ile olabilecek etkilesimleri ve
DNA iizerinde olusabilecek konformasyonel de@isimler, DNA’nin siipersarmal (form I)
halinin kink (form IT) ve/veya lineer (form III) hale déniigmesi ve bu formlann agaroz jeli
tizerindeki hareketlerindeki agik farkliliktan dolay1 agaroz jel elektroforezi ile kolayca
tespit edilebilir. Bu teknik yardimiyla komplekslerin DNA ile etkilegimleri ve olusan DNA
formlarinin bagil oranlarinin kompleks konsantrasyonu, ortamin pH’1 ve DNA ile
reaksiyon zamam gibi ortamla ilgili ¢esitli parametrelerin degistirilmesi ile incelendi.
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Sekil 25. 3-{2-[2-(2-hidroksiimino-1-metil-propilideneamino)-etilamino]-etilimino}-butan-
2-on oksim ligandinin bakir ve/veya mangan igeren homodiniikleer bakir(IT)

(K1), heterodiniikleer bakir-mangan (K2) ve triniikleer bakir(Il) (K3)
komplekslerinin 6nerilen kimyasal yapilan
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3.1.1. Kompleks-DNA Etkilesiminin Konsantrasyona Bagimhhgi

Her bir calismada kullanilan DNA, MMPP, ligand yada metal iyon miktari ile
reaksiyon ortammmn sicakhgy, siiresi ve pH degeri gibi gesitli reaksiyon sartlar1 yaninda
elektroforetik potansiyel degeri ile siiresi gibi elektroforez sartlari da kaydedildi. Bazi
deneylerde plazmid DNA’ya diisitk konsantrasyonda izole edildi veya hem form I ve hem
de form II belirli oranlarda mevcut idi.

Kompleks-DNA  etkilesiminin varligm ortaya koymak amaciyla ¢esitli kontrol
deneyleri yapildi. Kompleksler yoklugunda elde edilen kontrol deneyleri ve her bir
kompleksin iki farkli konsantrasyonunda MMPP yoklugunda ve varliginda elde edilen
elektroforetik profiller Sekil 26, 27 ve 28°de gdsterilmistir. Sekil 26, 27 ve 28°de 34 pg/ml
DNA ile ayr ortamlarda K1, K2 ve K3’iin 37 °C’de 1 saatlik reaksiyon zamaninda ve
fosfat tamponunda (pH=7.0) gergeklestirilen reaksiyonlarda olusan DNA formlarinin
55 V’luk bir potansiyelde 2 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen elektroforetik jelin fotografi
gortilmektedir.

Form II —
Form 11l —p
Form1 —Pp

L 2885485 6 7 8910

Sekil 26. K1 kompleksinin MMPP varhginda ve yoklugunda DNA siipersarmal yapisi
lizerine etkisi. Sira numaralan rakamlarla gosterilip jele yiklenen ornekler
swrasiyla su bilesenleri igermigtir: 1, DNA-100 pM ligand; 2, DNA-MMPP; 3
DNA-Cu; 5, DNA; 6, DNA-EcoRI; 7, 50 pM K1+MMPP; 8, 100 pM
KI+MMPP; 9, 50 uM K1; 10, 100 uM K1
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FormII —p

Form III
Form I :t

123 4% 67 89 10

Sekil 27. K2 kompleksinin MMPP varliginda ve yoklugunda DNA siipersarmal yapist
lizerine etkisi. Swra numaralar1 rakamlarla gésterilip jele yiiklenen 6rnekler
sirastyla su bilesenleri icermigtir: 1, DNA-Mn; 2, DNA-Mn-MMPP; 3 DNA-Cu-
Mn; 5, DNA; 6, DNA-EcoRI; 7, 50 uM K2+MMPP; 8, 100 pM K2+MMPP; 9,
50 pM K2; 10, 100 pM K2

Kontrol ~deneylerinde DNA kooksidan olan magnezyummonoperoksiftalat
(MMPP), ligand veya komplekslerde meveut olan metallerin tuzlarmmn ¢ozeltileri ile
muamele edilerek gergeklestirildi. Bu ortamlarda siipersarmal DNA’nin bagil oraninda bir
degismeye sebep olup olmadifi kontrol edildi. DNA ile beraber MMPP varhgmda ve
kompleks yoklugunda DNA iizerinde herhangi bir elektroforetik degisim gozlenmedi.
Komplekslerin DNA tizerinde degisim yaptiklar1 konsantrasyon degerlerinde bakir(II)
perklorat veya mangan(II) asetatin bir degisime sebep olmadig1 gozlendi.

Form I —p
Form 111 —p|

FormI —p
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Sekil 28. K3 kompleksinin MMPP varliginda ve yoklugunda DNA siipersarmal yapisi
tizerine etkisi. Sira numaralar1 rakamlarla gosterilip jele yiiklenen ornekler
sirastyla su bilesenleri igermistir: 1, DNA-ligand; 2, DNA-MMPP; 3 DNA-Cu;
5, DNA; 6, DNA-EcoRI; 7, 50 uM K3+MMPP; 8, 100 uM K3+MMPP; 9, 50
uMK3; 10, 100 pM K3

3.1.1.1. Uzun Reaksiyon Siirelerinde Kompleks Konsantrasyonlarin Etkisi
Komplekslerin konsantrasyonuna bagimhihg: 0.01 pM - 1000 uM gibi ok genis bir

konsantrasyon araligmda ve her bir kompleks igin 60 dakikalik reaksiyon zamanlarinda
incelendi. Sekil 29°da 34.9 pug/ml DNA ile K1’in 37 °C’de 1 saatlik reaksiyon zamaninda
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ve fosfat tamponunda (pH=7.0) gergeklestirilen reaksiyonlarda olusan DNA formlarinin
54 V’luk bir potansiyelde 2 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen elektroforetik jelin fotografi
goriilmektedir.

Form II —»
Form II1 —p
Form1 —p
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Sekil 29. K1 kompleksinin MMPP varligimda DNA stipersarmal yapisi iizerine etkisi. Sira
numaralar1 rakamlarla gosterilip jele yiiklenen ornekler sirastyla su bilegenleri
icermistir: 1, DNA-EcoRI; 2, DNA; 3 0.01 MM KI; 4, 0.1 uMK1; 5, 1 ptM K1
6, 10 uMK1; 7, 50 uM K1; 8, 100 pM K1; 9, 500 UM K1; 10, 1000 uM K1

Sekil 29’da goriildiigti gibi 1 saatlik reaksiyon siiresinde ve MMPP varhginda
0.01 uM K1 konsantrasyonunda DNA tamamen form I sekline dontigmiigtiir. 0.1 pM K1
konsantrasyonunda DNA form II ve form IIT sekline doniigmiistir. 1 pM-1000 pM K1
konsantrasyon araliginda ise higbir bant goriilmemistir. 1 saatlik reaksiyon siiresinde K1’in
diistik konsantrasyonlart DNA’y1 form I ve form III sekline dontistiirmiistiir. K1’in yiiksek
konsantrasyonlar: ise DNA’y1 tamamen parcalamustir.

Sekil 30°da 34 pg/ml DNA ile K2’nin 37 °C’de 1 saatlik reaksiyon zamaninda ve
fosfat tamponunda (pH=7.0) gergeklestirilen reaksiyonlarda olusan DNA formlarinin
55 V’luk bir potansiyelde 2 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen elektroforetik jelin fotografi
goriilmektedir.

Form II —»
Form 11l —»
FormI —»
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Sekil 30. K2 kompleksinin MMPP varhiginda DNA siipersarmal yapist tizerine etkisi. Sira
numaralar1 rakamlarla gosterilip jele yiiklenen ornekler sirasiyla su bilesenleri
icermistir: 1, DNA; 2, DNA-EcoRI; 3, 0.01 MM K2; 4, 0.1 pM K2; 5, 1 upM K2;
6,10 uM K2; 7, 50 uM K2; 8, 100 UM K2; 9, 500 uM K2; 10, 1000 pM K2
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Sekil 30°da goriildiigii gibi 1 saatlik reaksiyon siiresinde ve MMPP varliginda
0.01 pM K2 konsantrasyonunda DNA tamamen form II sekline dontigmiigtiir. 0.1 pM K2
konsantrasyonunda DNA form II ve form III sekline dontigmiistiir. 1 pM - 1000 uM K2
konsantrasyon aralignda ise higbir bant gorillmemistir. 1 saatlik reaksiyon siiresinde
K2’nin diisik konsantrasyonlar1 DNA’y1 form II ve form III sekline doniigtiirmiistiir.
K2°nin yiiksek konsantrasyonlar: ise DNA’y1 tamamen pargalamstir.

Sekil 31°de 64.7 pg/ml DNA ile K3’nin 37 °C’de 1 saatlik reaksiyon zamaninda ve
fosfat tamponunda (pH=7.0) gergeklestirilen reaksiyonlarda olugan DNA formlarimin
60 V’luk bir potansiyelde 2 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen elektroforetik jelin fotografi
goriilmektedir.

Form I1 —»
Form III—»

FormI —p
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Sekil 31. K3 kompleksinin MMPP varliginda DNA siipersarmal yapisi tizerine etkisi. Sira
numaralar1 rakamlarla gosterilip jele yiiklenen ornekler sirasiyla su bilesenleri
icermistir:1, DNA-EcoRI; 2, DNA; 3, 1 uM K3; 4, 10 pM K3; 5, 50 uM K3; 6,
100 uM K3; 7, 300 pM K3; 8, 500 uM K3; 9, 800 uM K3; 10, 1000 pM K3

Sekil 31°de goriildiigii gibi 1 saatlik reaksiyon siiresinde ve MMPP varliginda
1 pM, 10 uM ve 50 uM K3 konsantrasyonlarinda DNA form II sekline doniigmiigtiir.
100 uM K3 konsantrasyonunda DNA form II ve form III sekline doniigsmiistiir. 300 pM K3
konsantrasyonunda da DNA form II ve form III sekline doniigmiistiir, fakat bantlarin
siddetinde bir azalma gériilmiistiir. 500 pM-1000 uM K3 konsantrasyon araliginda ise
higbir bant goriilmemistir. 1 saatlik reaksiyon siiresinde K3’iin diisiik konsantrasyonlari
DNA’y1 form II ve form III sekline doniistiirmiistiir. K3’iin yiiksek konsantrasyonlari ise
DNA’y1 tamamen pargalamugtir.

3.1.1.2. Kisa Reaksiyon Siirelerinde Kompleks Konsantrasyonlarin Etkisi

Komplekslerin konsantrasyonuna bagimliligi 0.01 p1M-1000 puM gibi ¢ok genis bir
konsantrasyon araliginda ve her bir kompleks icin ayrica 10 dakikalik reaksiyon

zamanlarinda da incelendi.
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Sekil 32. Komplekslerin MMPP varhginda diisik konsantrasyonlarmn 10 dakikalik
reaksiyon siirelerinde DNA siipersarmal yapist lizerine etkisi. Sira numaralart
rakamlarla gésterilip jele yiklenen ornekler sirasiyla su bilesenleri igermistir:
1, DNA; 2, 0.01 pMK1; 3, 0.1 MM KI1;4, 1 uMKI; 5, 0.01 UM K2; 6, 0.1 uM
K27, 1 M K2; 8, 0.01 uMK3; 9, 0.1 pMK3; 10, 1 uM K3

Sekil 33’te 64.7 pg/ml DNA ile komplekslerin MMPP varhginda 37 °C’de
10 dakikalik reaksiyon zamanmnda ve fosfat tamponunda (pH=7.0) gerceklestirilen
reaksiyonlarda olusan DNA formlarmmn 60 V’Iluk bir potansiyelde 2 saat yiiriitiilmesiyle

elde edilen elektroforetik jelin fotografi gériilmektedir.

12 JINANSEGY7 NON

Sekil 33. Komplekslerin MMPP varliginda yiiksek konsantrasyonlarmm 10 dakikalik
reaksiyon siirelerinde DNA siipersarmal yapisi lizerine etkisi. Sira numaralar1
rakamlarla gosterilip jele yiiklenen ornekler sirastyla su bilesenleri igermistir:
1, DNA; 2, 10 uM K1; 3, 100 uM K1; 4, 1000 pM K1; 5, 10 M K2; 6, 100
MM K2; 7, 1000 uM K2; 8, 10 uM K3; 9, 100 pMK3; 10, 1000 uM K3

Sekil 32 ve Sekil 33°deki elektroforetik jelden elde edilen veriler K1 igin Tablo 2
ile Sekil 34’te, K2 igin Tablo 3 ile Sekil 35°te ve K3 igin ise Tablo 4 ile Sekil 36’da ayr
ayr1 verilmistir.
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Tablo 2. K1 varhginda DNA formlarinin dagilimi

[K1] DNA Formu (%)
(UM Form I Form I Form 111
Kontrol 71 29 0
0.01 51 59 0
0.1 0 86 14
1 0 68 32

0.1 pM konsantrasyona kadar K1 durumunda stpersarmal DNA konsantrasyonunda
azalma ve kirkk DNA miktarinda bir artma gergeklesmistir. 1 pM K1 durumunda ise
siipersarmal DNA tiikenirken bir miktar dogrusal DNA olusumu sbz konusudur. Ayni
zamanda dogrusal formun bagil oranina gore kirk DNA miktarinda da belirgin bir azalma
gozlenmistir (Sekil 34).
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Kontrol 0.01 0.1 1
K1 Konsantrasyonu (uM)

Sekil 34. K1 varliginda DNA formlarinin dagilim

K1 durumundaki verilere benzer bir durum K2 varliginda da elde edilmistir.
0.1 pM konsantrasyona kadar K2 durumunda stipersarmal DNA konsantrasyonunda

azalma ve kirik DNA miktarinda bir artma gergeklesmistir (Tablo 3). 1 uM K1 durumunda
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ise siipersarmal DNA tiikenirken bir miktar dogrusal DNA olusumu s6z konusudur. Ayni

zamanda dogrusal formun miktarina gore kirk DNA miktarinda da belirgin bir azalma

gozlenmistir (Sekil 35).

Tablo 3. K2 varliginda DNA formlarinin dagilimi

[K2] DNA Formu (%)
(uM) Form 1 Form 11 Form III
Kontrol 71 29 0
0.01 55 45 0
0.1 0 82 18
1 0 68 32
100
Form |
OForm Il -
Form lil

~
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DNA Formlarinin Dagilimi (%)
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Kontrol 0.01

K2 Konsantrasyonu (1:M)

Sekil 35. K2 varhiginda DNA formlarimin dagilim

0.1

K3 diger iki kompleks olan K1 ve K2’den oldukga farklh bir davranis gostermistir

(Tablo 4). Bu kompleksin 100 pM konsantrasyonuna kadar oldukg¢a az oranlarda

sipersarmal DNA miktart azalirken kink DNA miktari aym Olgiide artmig ancak
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100 mM’dan sonra siipersarmal tamamen tikenmis ve %22’lik bir dogrusal DNA formu
gozlenmistir (Sekil 36). Dolayistyla siipersarmal DNA’nin dogrusal forma déniigebilmesi
igin K1 ve K2°den gok daha yiiksek ve en az 100 pM konsantrasyonlarda K3 gerekmistir.
Bu konsantrasyon degerine kadar siipersarmal ve kirk DNA miktarlarindaki degisim
oldukga azdir.

Tablo 4. K3 varhiginda DNA formlarinin dagilimi

[K3] DNA Formu (%)
(LM) Form I Form II Form 1II
Kontrol iy 29 0
0.01 66 34 0
0.1 64 36 0
1 64 36 0
10 63 37 0
100 22 78 0
1000 0 78 22
100
Form |
OForm i
75 NForm il F M

DNA Formlarinin Dagilimi (%)
wn
o

Kontrol  0.01 0.1 1 10 100 1000
K3 Konsantrasyonu (uM)

Sekil 36. K3 varhiginda DNA formlarinin dagilim.
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3.1.2. Kompleks-DNA Etkilesiminin Zamana Bagimhhg

Komplekslerle plazmid DNA’nin  etkilesiminin  zamana bagimhiligi reaksiyon
karigimi  olusturuldugu an ile bu zamandan baglayarak 10’ar dakikalik araliklarla
gergeklestirilen reaksiyonlarda olusan fiiriinlerin elektroforetik profilleri almarak elde
edildi. Sekil 37°de 33.2 pg/ml DNA ve 0.1 MM K1 ile MMPP varliginda 25 °C’de gesitli
reaksiyon siirelerinde ve fosfat tamponunda (pPH=7.0) gergeklestirilen reaksiyonlarda
olusan DNA formlarinm 60 V’luk bir potansiyelde 1.5 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen jel
goriilmektedir.

FormII —p
Form Il —p
Forml —»
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Sekil 37. K1 kompleksinin MMPP varhginda reaksiyon karigmunin hazirlandig1 ilk andan
itibaren gesitli reaksiyon siirelerinde DNA stipersarmal yapisi iizerine etkisi. Sira
numaralari rakamlarla gosterilmistir. Jele yiklenen 6rnekler su siradadir: 1,
DNA; 2, DNA-EcoRI; 3, baglangi¢ any; 4, 5 dak.; 5, 10 dak.; 6, 20 dak.; 7, 30
dak.; 8, 40 dak.; 9, 50 dak.; 10, 60 dak.

K1 durumunda elde edilen elektroforetik veriler (Tablo 5) kullamlarak bu kompleks
varhgindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagmlihgi ve olusan DNA formlarmmn

dagilim egrileri ¢izilmistir (Sekil 38).

Tablo 5. K1 varligindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimhlig:

Zaman DNA Formu (%)
(dk) Form [ Form II Form IIT

Baslangi¢ 55 45 0
5 21 79 0

10 0 100 0

20 0 81 19

30 0 78 22

40 0 73 27

50 0 71 29

60 0 60 40
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K1 varhgnda ilk 10 dakikalik bir reaksiyon siiresi iginde siipersarmal DNA
tamamen tiikenirken kirtk DNA miktar1 maksimum diizeye ulagmustir. Ilerleyen siirelerde
ise kirik DNA miktarinda hemen hemen diizenli bir azalmaya bagh olarak dogrusal DNA
miktarinda da bu élgide bir artig gézlenmistir (Sekil 38).
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Sekil 38. K1 varligindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimlihig:

Sekil 39’da 19.1 pg/ml DNA ile 0.1 uM K2 kompleksi ve MMPP varhiginda
25 °C’de gesitli reaksiyon siirelerinde ve fosfat tamponunda (pH=7.0) gergeklestirilen
reaksiyonlarda olusan DNA formlarinin 60 V’luk bir potansiyelde 1.5 saat yiiriitilmesiyle
elde edilen elektroforetik jel goriillmektedir.
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Sekil 39. K2 kompleksinin MMPP varhgmda reaksiyon karigmmmin hazirlandigs ilk andan
itibaren cesitli reaksiyon siirelerinde DNA slipersarmal yapisi iizerine etkisi. Sira
numaralar1 rakamlarla gosterilmistir. Jele yiiklenen ornekler su swradadir: 1,
DNA; 2, DNA-EcoRI; 3, baslangig ans; 4, 5 dak.; 5, 10 dak.; 6, 20 dak.; 7, 30
dak.; 8, 40 dak.; 9, 50 dak.; 10, 60 dak.

K2 durumunda elde edilen elektroforetik veriler (Tablo 6) kullamlarak bu kompleks
varligmdaki niikleolitik aktivitenin zamana bagmhiigi ve olusan DNA formlarmin
dagilim egrileri gizilmistir (Sekil 40).

Tablo 6. K2 varhgindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimhhig:

Zaman DNA Formu (%)
(dk) Form I Form I1 Form IIT

Baslangi¢ 57 43 0
5 0 100 0

10 0 100 0

20 0 82 18

30 0 80 20

40 0 77 23

50 0 76 24

60 0 67 33

Reaksiyon siireleri ve olusan DNA formlari agismdan kargilagtirildiklarmda K2
kompleksi K1’e oldukga benzer bir davrams gostermistir. Ancak K2 durumunda
stipersarmal DNA ilk 5 dakika igerisinde tamamen tiikenmis ve 5 ile 10 dakika igerisinde
kirk DNA miktar1 sabit diizeylerde kalmustir. Takip eden siirelerde ise kirik DNA
miktarinda hemen hemen diizenli bir azalmaya bagh olarak dogrusal DNA miktarinda da
bu 6lgiide bir artis gdzlenmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. K2 varligindaki niikleolitik aktivitenin zamana bagimlilig1

Sekil 41°de 47.9 pg/ml DNA ile 100 pM K3 kompleksi ve MMPP varhiginda
25 °C’de cesitli reaksiyon siirelerinde ve fosfat tamponunda (pH=7.0) gergeklestirilen
reaksiyonlarda olusan DNA formlarmm 52 V’luk bir potansiyelde 3 saat yiiriitiilmesiyle
elde edilen elektroforetik jel goriilmektedir.

Form II —»
Form 111 —¥
Forml —¥»
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Sekil 41. K3 kompleksinin MMPP varlifinda reaksiyon karigimmimn hazirlandigi ilk andan
itibaren gegsitli reaksiyon siirelerinde DNA siipersarmal yapist tizerine etkisi. Sira
numaralar1 rakamlarla gdsterilmigtir. Jele yiiklenen ornekler su swadadir: 1,
DNA; 2, DNA-EcoRlI; 3, baglangi¢ any; 4, 5 dak; 5, 10 dak; 6, 20 dak; 7, 30 dak;
8, 40 dak; 9, 50 dak; 10, 60 dak.
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3.1.3. Kompleks-DNA Etkilesiminin pH-Bagimhilig:

Komplekslerle plazmid DNA’nin etkilesiminin ortammn pH degerine bagimlihi:
uygun tampon ¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirildi. Bu islemlerde pH 6.0-7.5 ortammnin
saglanmasi amaciyla 50 mM potasyum fosfat tamponu ve pH 8.0-10.0 ortammmn
saglanmasi i¢in de 20 mM tris-asetat tamponu  kullamlmustir. Komplekslerin etkin
olduklart sabit konsantrasyon degerlerinde pH 6.0-10.0 arasinda komplekslerin DNA
stipersarmal yapist iizerine etkisi gerceklestirilen reaksiyonlarda olusan iiriinlerin
elektroforetik profilleri alnarak incelendsi. Sekil 42°de 74.5 pg/ml DNA ile 0.1 uM K1 ile
MMPP varhginda 37 °C’de 1 saatlik reaksiyon siiresinde ve gesitli pH degerlerinde
gergeklestirilen reaksiyonlarda olugan DNA formlarinn 54 V’Iluk bir potansiyelde 2.5 saat
yiiriitiilmesiyle elde edilen elektroforetik jelin fotografi gériilmektedir.

142 3 45 667 8 910

Sekil 42. K1 kompleksinin MMPP varhginda cesitli pH degerlerine sahip reaksiyon
ortamlarnda 1 saatlik reaksiyon siiresinde DNA stipersarmal yapisi {izerine
etkisi. Sira numaralari rakamlarla gosterilmistir. Jele yiiklenen &mnekler su
siradadir: 1, DNA; 2, DNA-EcoRI; 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

Cesitli pH degerlerinde elde edilen bu veriler (Tablo 7) ile gozlenen niikleolitik
aktivitenin pH bagmlihgi ve olusan DNA formlarinin dagihm egrileri  gizilmigtir
(Sekil 43).
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Tablo 7. K1 varhgindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimlilig:

pH DNA Formu (%)
Form I Form IT Form IIT
6.0 0 84 16
6.5 0 79 21
7.0 0 80 20
75 0 81 19
8.0 7 78 15
8.5 16 64 20
9.0 25 57 18
10.0 28 57 15

K1 durumunda pH 8.0’ kadar kink ve dogrusal DNA formlarinin bagil
miktarlarinda oldukga az degisme gergeklesmesine ragmen pH 8.0’den daha yiksek
degerlerde bu iki formun miktarlarindaki degisme ile beraber siipersarmal DNA formunun
olugmaya basladig1 ve pH 10 degerine kadar bagil miktarinda diger iki forma gore diizenli
bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil 43).
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Sekil 43. K1 varhgindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimlihig
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Sekil 44°te 74.5 pg/ml DNA ile 0.1 UM K2 ile MMPP varhiginda 37 °C’de 1 saatlik
reaksiyon siiresinde ve gesitli pH degerlerinde gergeklestirilen reaksiyonlarda olusan DNA
formlarmm 60 V’Iuk bir potansiyelde 2.5 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen elektroforetik jel

goriilmektedir.
Form 11 —p|
Form 11—
Form I

1 23 4 567 8 910

Sekil 44. K2 kompleksinin MMPP varhginda cesitli pH degerlerine sahip reaksiyon
ortamlarinda 1 saatlik reaksiyon siiresinde DNA stipersarmal yapisi {izerine
etkisi. Swa numaralari rakamlarla gosterilmistir. Jele yiiklenen ornekler su
siradadir: 1, DNA; 2, DNA-EcoRI; 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

Cesitli pH degerlerinde K2 varhginda elde edilen verilerin (Tablo 8)
kullaniimasiyla gézlenen niikleolitik aktivitenin pH bagmhligi ve olugan DNA formlarinmn

dagihm egrileri ¢izilmistir (Sekil 45).

Tablo 8. K2 varhgmdaki niikleolitik aktivitenin pH bagimhihig:

pH DNA Formu (%)
Form I Form II Form III
6.0 0 88 12
6.5 0 87 13
7:0 0 82 18
7.5 0 81 19
8.0 8 79 13
8.5 25 63 12
9.0 29 58 13
10.0 33 57 10

K2 durumunda da K1’in davramgmna oldukga benzer bir sonug elde edilmistir.
pH 8.0 degerine kadar kirk ve dogrusal DNA formlarinm bagil miktarlarinda oldukca az
degisme gerceklesmesine ragmen pH 8.0°den daha yitksek degerlerde bu iki formun
miktarlarmdaki degisme ile beraber stipersarmal DNA formunun olugmaya bagladig1 ve
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pH 10 degerine kadar bagil miktarinda diger iki forma gore diizenli bir artis oldugu
gozlenmigtir  (Sekil 45).
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Sekil 45. K2 varhgmndaki niikleolitik aktivitenin pH bagimlilig1

Sekil 46°da 74.5 pg/ml DNA ile 100 uM K3 ile MMPP varhiginda 37 °C’de
1 saatlik reaksiyon siiresinde ve cesitli pH degerlerinde gergeklestirilen reaksiyonlarda
olusan DNA formlarinm 60 V’luk bir potansiyelde 2 saat yiiriitiilmesiyle elde edilen
elektroforetik jel goriilmektedir.
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Sekil 46. K3 kompleksinin MMPP varlginda gesitli pH degerlerine sahip reaksiyon
ortamlarinda 1 saatlik reaksiyon siiresinde DNA siipersarmal yapisi {izerine
etkisi. Sira numaralari rakamlarla gosterilmigtir. Jele yiiklenen ornekler su
siradadir: 1, DNA; 2, DNA-EcoRI; 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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Cesitli pH degerlerinde K3 varliginda elde edilen verilerin (Tablo 9)
kullamlmasiyla gozlenen niikleolitik aktivitenin pH bagimlilig1 ve olusan DNA formlarinin

dagilim egrileri ¢izilmigtir (Sekil 47).

Tablo 9. K3 varligindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimlilig

pH DNA Formu (%)
Form I Form II Form I1I
6.0 0 84 11
6.5 0 89 16
70 0 80 20
7.5 0 79 21
8.0 0 89 11
85 0 92 8
9.0 0 94 6
10.0 0 91 9

K3 durumunda gozlenen nikleolitik aktivitenin pH bagimliigi da K1 ve K2’de
gozlenen davranislardan oldukga farkli bulunmustur. Uygulanan biitiin pH degerlerinde
siipersarmal DNA formunun tamamen kirtk ve dogrusal DNA formlarina dénistiigi ve bu
formlarin pH ile sadece bagil oranlarinda bir degisme oldugu ancak bu pH degerlerinde
baskin bir sekilde kirik DNA formunun bulundugu gézlenmistir (Sekil 47).
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Sekil 47. K3 varhigindaki niikleolitik aktivitenin pH bagimlilig
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3.2. Ultraviyole-Gériiniir Bolge Spektroskopisi Calismalar

Komplekslerle ayr1 ayrt DNA molekiillerinin etkilestigini tespit etmek amaciyla
spektroskopik g¢alismalar da gergeklestirilmistir. Belirli konsantrasyonlarda kompleksi
igeren gozeltilere yine bilinen konsantrasyonlarda DNA ilave edildi ve ayrica DNA
icermeyen sadece kompleksi iceren ¢ozeltiler maddeler arasinda etkilesimin tamamen
saglanabilmesi ve dengeye gelebilmesi amaciyla bir gece bekletildi. Takiben hem tek
bagina kompleks igeren ¢ozeltilerin ve hem de DNA ilavesi ile olusturulan ¢ozeltilerde
komplekslerin kendilerine has gorunir bolge spektrumlarindaki kaymalar ve
absorbanstaki degisimler kaydedilmistir.

K1 varliginda DNA’nin ilavesi ile gozlenen degisimler Sekil 48’de verilmigtir.
Once nihai konsantrasyonu yaklastk 330 uM K1 olan potasyum fosfat tamponundaki
(pH 7.0) gozeltinin goriiniir bolge spektrumu alindi ve daha sonra nihai konsantrasyonu
1.2 uM DNA olan ¢ozeltinin ayn1 bolgedeki spektrumu ile kargilagtirildi. DNA ilavesi ile
komplekse ait 302 nm’deki sinyalin dalga boyunda oldukga kiigiik ve 1 nm’lik maviye
kayma gozlenirken yine DNA ilavesi ile kompleksin bu dalga boyundaki absorbansinda

yaklasik 0.098 absorbans birimi kadar bir azalma gozlenmistir.

i AA=0.2 Abs. birimi

250 300 350 400 450 500
Dalga boyu (nm)

Sekil 48. 330 uM K1 kompleksinin 1.2 uM DNA ile 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0) ndaki etkilesimi. Kesik ¢izgi (---) kompleks tek basina ve diiz ¢izgi
(—) DNA ilavesi ile elde edilen spektrumlar temsil etmektedir
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K2 varhiginda DNA’nin ilavesi ile gozlenen degisimler Sekil 49°da verilmistir.
Once nihai konsantrasyonu yaklastk 22.5 uM K1 olan potasyum fosfat tamponundaki
(pH 7.0) gozeltinin goriinir bolge spektrumu alindi ve daha sonra nihai konsantrasyonu
1.2 uM DNA olan ¢ézeltinin ayni bolgedeki spektrumu ile karsilastirildi. DNA ilavesi ile
komplekse ait 292 nm’deki sinyalin dalga boyunda herhangi bir kayma gozlenmezken
kompleksin bu dalga boyundaki absorbansinda yaklagik 0.097 absorbans birimi kadar bir

azalma gozlenmistir.

292 nm

iAA=OA2 Abs. birimi

250 275 300 325 350
Dalga boyu (nm)

Sekil 49. 22.5 pM K2 kompleksinin 1.2 UM DNA ile 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0) ndaki etkilesimi. Kesik ¢izgi (---) kompleks tek bagina ve diiz ¢izgi
(—) DNA ilavesi ile elde edilen spektrumlart temsil etmektedir

K3 varhginda DNA’min ilavesi ile gozlenen degisimler Sekil 50°de verilmistir.
Once nihai konsantrasyonu yaklagik 225 pM K1 olan potasyum fosfat tamponundaki
(pH 7.0) gozeltinin gorimir bolge spektrumu alindi ve daha sonra nihai konsantrasyonu
7.6 M DNA olan ¢ozeltinin aym bolgedeki spektrumu ile karsilastirildi. DNA ilavesi ile
komplekse ait 562 nm’deki sinyalin dalga boyunda 4 nm’lik maviye kayma gozlenirken
kompleksin bu dalga boyundaki absorbansinda yaklasik 0.027 absorbans birimi kadar bir

azalma gozlenmistir.
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1AA—04025 Abs. birimi

| | 1 1 |
400 450 500 550 600 650 700
Dalga boyu (nm)

Sekil 50. 225 pM K3 kompleksinin 7.6 pM DNA ile 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0) ndaki etkilesimi. Kesik ¢izgi () kompleks tek bagina ve diiz ¢izgi (—)
DNA ilavesi ile elde edilen spektrumlari temsil etmektedir



4. SONUCLAR ve TARTISMA

1,10-Fenantrolin-bakir, 4,7-difenil—1,10—fenatrolin—kobalt(IH) kompleksi ve EDTA-
demir(Il) kompleksleri gibi kimyasal nikleazlar 6zellikle DNA’nin konformasyonel
degigkenligi hakkinda oldukga faydali bilgiler vermistir (Sigman, Chen, 1990). Bu
komplekslerden 1,10-fenantrolin-bakir gibi tetrahedral olanlarin kiigiik oluga 4,7-difenil-1,10-
fenatrolin-rutenyum(IT) kompleksi gibi oktahedral olanlarm ise biyik oluga baglandigt
bildirilmistir (Barton 1986; Sigman 1986). ilk kesfedilen kimyasal niikleaz olan 1,10-
fenantrolin-bakir kompleksi DNA’y1 onemli bir kovalent olmayan ara urin iizerinden
parcalama yetenegine sahiptir. Tetrahedral bakir kompleksinin DNA’mn kiigiik oluguna
baglanip hidrojen peroksit ile okside olarak bir bakir-okso tirtini olusturdugu ve bu tiiriin de
poliniikleotit zincirdeki deoksiriboz birimlerinin oksidasyonundan dogrudan sorumlu oldugu
onerilmigtir (Sigman 1986). Bu parcalanma islemi deoksiriboz birimleri iizerinde
gergeklestiginden 1,10-fenantrolin-bakir kompleksinin gerceklestirdigi  bu reaksiyon
DNA’nin kesildigi bolgedeki niikleotit igin spesifik degildir. Ancak kesilen pargaciklar
incelendiginde dizi-bagimlt bir reaktifligin gozlendigi belirtilmis olmasina ragmen bu kesme
reaksiyonunda dizi 6zgunligund saglayan kigik olugun yapisal ozellikleri heniz
aydinlatilamamustir.

Bu ¢aligmada yeni bir oksim ligandinin iig farkh kompleksi; homodiniikleer bakir
(K1), heterodiniikleer bakir-mangan (K2) ve homotriniikleer bakir (K3) komplekslerinin
niikleolitik ozellikleri notral agaroz jel elektroforezi ve gorunir bolge spektrofotometrisi
yardimiyla arastirildi. Cesitli kontrollerle beraber kooksidan MMPP varliginda ve yoklugunda
komplekslerin  benzer davraniglan gosterdigi agiktir. Her ug¢ kompleksin de MMPP
yoklugunda DNA iizerinde bir etki yapmadifi ve kompleks yoklugunda, ancak MMPP
varliginda da bir niikleolitik aktivitenin séz konusu olmadig1 gorilmektedir. Dolayistyla
kompleks ve MMPP varliginda gergeklestirilen butin deneylerde gozlenen aktivitenin
komplekslerden kaynaklandigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Ozellikle 0.1 pM’dan daha dusik konsantrasyon degerlerinde K1 ve K2 siipersarmal
DNA iizerinde kiriklar olusturmakta ancak 0.1 uM ve daha yukarisindaki konsantrasyon
degerlerinde ise olusturulan kirtk DNA formlarim karsilikli olarak birbirine yakin bolgelerden
keserek dogrusal formlarin olugmasint sagladif1 goralmustir (Sekil 34 ve Sekil 35). K3 ise
boyle bir niikleolitik aktiviteyi ancak 100 uM veya daha yukarisindaki konsantrasyonlarda
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saglayabilmistir (Sekil 36). Bu veriler etkin konsantrasyonlari dikkate alinarak K3’iin daha
zayif bir kimyasal niikleaz olabilecegi sonucunu gostermektedir.

Konsantrasyon bagmli K1, K2 ve K37un gosterdigi bu  niikleolitik ozellikler
komplekslerin etkin konsantrasyonlarinda ilk 5 dakikalik reaksiyon siirelerinde siipersarmal
DNA formunun tamamen kirtk formuna doéniismesi ve ilerleyen reaksiyon siirelerinde bu form
iizerinden dogrusal formun olustugu gozlenmistir (Sekil 38, Sekil 40, Sekil 41). Bu sonug her
ti¢ kompleksin de benzer mekanizmalarla ve siipersarmal formun 6nce kirik forma ve takiben
de dogrusal forma donistirildaguni gostermektedir.

Komplekslerin niikleolitik etkinliklerinin pH bagimliliklari incelendiginde yine K1 ve
K2’nin olduk¢a benzer davranig gosterdikleri gorilmistar. pH 6.0-7.5 arasinda bu iki
kompleks durumunda siipersarmal formun yaklagik %80’lik kismi kirk form haline
doniismiis ve bu pH arahiginda bagil miktarlar oldukga sabit kalmistir (Sekil 43 ve Sekil 45).
Ancak pH 8.0 ve daha yukarisinda siipersarmal formun bagl miktarinda bir artis gozlenmesi
K1 ve K2°nin bu niikleolitik etkinliklerinin azaldig: sonucunu ortaya koymaktadir. K3 yine
K1 ve K2°den daha farkhi bir pH bagimh niikleolitik etkinlik gostermistir. Calisilan pH
araliginda K3 siipersarmal DNA formunu tamamen diger iki forma dénistirmis ve bu iki
formun bagil oranlan pH ile degisim gostermistir (Sekil 47). Ozellikle pH 7.0-7.5 arasinda
dogrusal formun bagil miktarindaki artma bu pH degerlerinde K3%un kirik formlan ¢ift
sarmalin birbirine yakin bolgelerinden daha etkin bir sekilde keserek dogrusal forma
doniistiirdiigi sonucunu ortaya koymaktadir. Ayrica pH 8.0 ve yukarisinda K3 daha ¢ok kirik
DNA formunun baskin oldugu bir niikleolitik aktivite gostermistir.

Niikleolitik aktiviteleri incelenen komplekslerin plazmid DNA iizerindeki bu
etkinliklerinde DNA ile etkilesimleri spektroskopi ile de tespit edilmistir. Bu komplekslerin
goriiniir bolge spektrumlarindaki bazi sinyallerde DNA ilavesi ile kaymalarin olmast ve
absorbanstaki degisimler kompleksler ile DNA arasinda bir interkalasyon ihtimalinin zayif
oldugunu gostermektedir. Giglii bir interkalasyonda komplekslerin spektrumlarinda kirmiziya
kaymanin gergeklesmesi gerekirken boyle belirgin bir kayma gozlenemistir. Dolayistyla daha
onceki galigmalarda da (Sigman 1990, Barton 1986) bahsedildigi gibi bu tirden tetrahedral ve
oktahedral komplekslerin interkalasyondan ziyade DNA sarmalindaki kiigiik veya buyik
oluklara baglanarak bu niikleolitik aktiviteleri gerceklestirdigi soylenebilir.

Sonug olarak diniikleer kompleksler (K1 ve K2) oldukga benzer kimyasal yapilan da
dikkate alinarak birbirine yakin ve muhtemelen benzer mekanizmalarla niikleolitik etkinlik

gosterdikleri sonucunu ortaya koymaktadir.
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Daha gok bir fizibilite niteliginde olmasina ragmen elde edilen sonuglar oksim esasl
DNA pargalayan molekiillerin ve antikanser maddelerin dizayninda yeni distincelerin ortaya

¢ikmasini saglayacag agiktir.
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