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OZET

Daha once yapilan ¢alismalarda bazi Schiff bazlar1 ve iki degerlikli metallerle
sentezlenen komplekslerin DNA zincirleri iizerinde niikleolitik aktivite gosterdikleri
tespit edilmistir. Bu aktivite ayn1 zamanda anti-tiimor, anti-fungal ve anti-bakteriyel

etkilere sebep olur.

Bu c¢alismada; Schiff bazi olarak amino triazol, etanol amin, glisin ve fenil
aminoasitlerinin ligandlar1 ile iki degerlikli metal olarak Ni(II), Zn(II), Cu(Il) ve Mn(II)
metalleri kullanilarak yeni sentezlenen 20 adet Schiff bazi metal kompleksinin dairesel
DNA’y1 parcalayabilme yeteneklerinin olup olmadigi, bu etkilesimin metal iyonuna,
etkilesim periyoduna ve ¢esitli ortam sartlarina bagli olup olmadigi, DNA parcalama
islemlerinde bir seciciliklerinin (kirik ya da lineer form olusturmak gibi) olup olmadigi
incelenmistir. Sonug olarak bazi komplekslerin niikleaz mimigi olabilecegi tespit edilmis
ve bu komplekslerle ilgili farkli niikleolitik aktiviteler i¢in gerekli ¢alisma sartlart

optimize edilmistir.

Bu amagla; dairesel DNA kaynagi olarak E.coli DH5a hiicrelerinden pUCI18
plazmiti kullanildi. Yeni sentezlenen 20 adet Schiff bazi-metal kompleksi [ 1) ATR-Ni,
2) Fenil-Cu, 3)ETA-Cuy4, 4) Gli, 5) ETA, 6) ETA-Cu, 7) ETA-Zn, 8) Fenil, 9) Gli-Mn,
10) ATR-Zn, 11) ATR-Mn, 12) Gli- Ni, 13) Gli-Cu, 14) Fenil-Ni, 15) Fenil-Zn, 16) Gli-
Zn, 17) ATR-Cu,18) Fenil-Mn, 19) ATR, 20)ETA-Ni | DMSO’da ¢oziilerek 1 mM’lik
soliisyonlar hazirlandi. Reaksiyonlarda tampon ¢ozelti KHPO4 (pH: 5.0-7.5) ve Tris-
Base (pH: 8.0-10.0) kullanildi. Kompleks, plazmit DNA, tampon ¢ozelti ve su ile
hazirlanan reaksiyon ortamina pH, sicaklik, konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin etkisi
incelendi. Komplekslerin 10 tanesinde farkli 6zelliklerde niikleolitik aktivite saptandi.

Elde edilen sonucglar calisilan 20 kompleksten 10 tanesinin niikleolitik aktivite
gosterdigini ortaya koyar. ATR-Ni ve TE-ETA-Ni kompleksleri belirlenen ortam

sartlarinda niikleaz mimigi olarak onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Niikleolitik aktivite, Schiff bazi, interkalasyon, kimyasal

niikleazlar

IV



ABSTRACT
Determination of Nucleolytic Activities of Some Schiff Bases and Mn(II), Ni(Il),
Cu(II) and Zn(IT) Complexes

In recent studies, it has been determined that complexes, synthesized by some
Schiff bases and divalent metals, show nucleolytic activity on DNA strand. This activity
also provide antitumour, antifungal and antibacterial effects.

In this study; it has been examined that newly synthesized Schiff bases and their
complexes, whether have ability of circular DNA hydrolyzis, depend on metal ion,
interaction period or a variety of conditions, have selectivity for circular DNA
hydrolyzis (for example create nicked or linear form). As a result, it has been determined
that some of these 20 complexes can be mimic of nuclease and studied conditions have
been optimised for different nucleolytic activities for these complexes.

For the purpose of this study; we used pUCI18 plasmid DNA, that have been
isolated from E.coli DH5a cells, as circular DNA source. 1mM concentration of
solutions of newly synthesized 20 Schiff base-metal complexes [ 1) ATR-Ni, 2) Fenil-
Cu, 3) ETA-Cu4 4) Gli, 5) ETA, 6) ETA-Cu, 7) ETA-Zn, 8) Fenil, 9) Gli-Mn, 10) ATR-
Zn, 11) ATR-Mn, 12) Gli- Ni, 13) Gli-Cu, 14) Fenil-Ni, 15) Fenil-Zn, 16) Gli-Zn, 17)
ATR-Cu,18) Fenil-Mn, 19) ATR, 20)ETA-Ni] have been prepared by solving in DMSO.
KHPO4 (pH: 5.0-7.5) ve Tris-Base (pH: 8.0-10.0) are used as buffer in reaction. It has
been investigated that effects of pH, temperature, concentration and reaction time on
medium of reaction, prepared by using complex, DNA, buffer and water. It has been
detected that 10 of these complexes have different nucleolytic activity.

The results obtained prove that 10 of these complexes show nucleolytic activity.

The complexes ATR-Ni and ETA-Ni have been suggested as mimic of nuclease.

Key words: Nucleolytic activity, schiff base, intercalation, chemical nucleases.
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1. GENEL BiLGILER

1.1.  Giris

Yaklasik son 20 yil i¢inde deoksiribontikleik asit (DNA) makromolekiilii ile hiicre
proteinlerinin genetik bir program dahilinde nasil bir iletisim kurduklar1 konusu tizerine
ilgi oldukg¢a artmistir. Pek cok proteinin niikleik asitlerle kovalent olmayan yollarla
etkilestikleri bilinmektedir. Kalitim ve genetik bilginin se¢imli bir sekilde okunmasi i¢in
gerekli olan proteinlerin DNA ile etkilesimleri olduk¢a dizi-bagimlidir. Bu dizi-bagimli
etkilesimler ise polipeptit zinciri ile DNA molekiiliiniin kiigiik (minor) ve biiylik (major)
oluklarindaki baz ¢iftlerinin disar1 dogru uzanan kisimlar1 arasinda dogrudan temas ile
gerceklesirler (Papavassiliou, 1995). DNA molekiillerinin proteinlerle olan temasi,
DNA’da mevcut olan niikleotit dizisine de bagimli olmak {izere hidrojen bagi, Van der
Waals, elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler gibi kovalent olmayan etkilesimlerle
saglanir. Proteinlerle bu tiirden dogrudan etkilesimlere bagli olarak DNA zincirlerinde
biikiilme veya egilme olarak tanimlanan cesitli konformasyonel degisimler gerceklesir
(Lehninger vd., 1993). Proteinlerle etkilesimlerinin bir sonucu olarak niikleik asitler
tizerinde gerceklesen yapisal degisimlerin belirlenmesi protein-DNA komplekslerinin
biyolojik fonksiyonlarinin ve mekanizmalarinin aydinlatilmasi agisindan oldukc¢a 6nem
arz eder. Ancak son yillarda DNA iskeletini dogrudan veya dolayli olarak kirma
yetenegine sahip olan enzim gibi katalitik Ozellik gdsteren kimyasal maddelerin
gelistirilmesi ve uygulanmasi ile c¢esitli DNA-protein sistemlerinin detayli yapisal

resimleri elde edilebilmistir.

Niikleik asitler proteinler yaninda; su, kii¢iik organik molekiiller, metal iyonlar1 ve
komplekslerini de iceren pek ¢ok kimyasal tiir ile doniisiimlii olarak etkilesirler. Bu
dontistimlii etkilesimler DNA yap1 ve fonksiyonu icin olduk¢a 6nemlidirler ve niikleik
asitlerin c¢esitli konformasyonlarmin kararli yapilmasi bu molekiillerle saglanir.
Dolayistyla DNA ile etkilesen suyun konsantrasyonu, tuz konsantrasyonundaki (iyonik
giic) degismeler ve organik molekiillerle etkilesimler sonucu niikleik asitlerde

olaganiistii yapisal degisimler olur (Blackburn ve Gait, 1990).



Glinlimiizde kanser ile baz1 viral hastaliklara karsi uygulanan ilag gelistirme ve
kemoterapi islemlerinde kullanilan ¢esitli ilaglar, karsinojenler ve kompleks
antibiyotikler genellikle niikleik asitlerle doniisiimlii etkilesirler. DNA ile etkilesen
daunorubisin gibi dogal antibiyotikler ve mitoksantron gibi sentetik ilaglar ¢esitli
kanserlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Niikleik asitlerle etkilesimlerin
arastirilmasinda mevcut ilaglarin etki seklini anlamak ve daha etkin ilaglarin
gelistirilmesini saglamak siiriicii glic olmustur. Niikleik asitleri taniyan ilaglar ve yiiksek
diizeyde dizi 6zglinliigii gosteren potansiyel niikleazlar olarak sentetik oligopeptitler ve
oligoniikleotitlerin dizayn edilmesi oldukca ilgi ¢ekmektedir. Kiigiik molekiillerle
etkilesiminin basitliginden dolay1 niikleik asitlere baglanma Ozgiinliigli, ligand ile
indiiklenmis konformasyonel degisimler, baglanmada kooperativitenin molekiiler temeli,
aromatik aminoasit yan zincirlerinin niikleik asit bazlar1 ile etkilesimi ve diger niikleik
asit etkilesimlerinin 6zellikleri konusunda oldukca kapsamli bilgiler elde edilmistir

(Barton, 1986; Blackburn ve Gait, 1990; Krugh, 1994; Kaim ve Schwederski, 1994).

1.2.  Niikleik Asitlerin Yap1 Elemanlar: ve Ozellikleri

DNA ve RNA seklindeki niikleik asitler monomerik niikleotit {initelerinden
olusturulan lineer polimerik makromolekiillerdir. Bir niikleotit {i¢ bilesenden olusur.
Bunlar; bir purin veya pirimidin tiirevi olan azot igeren bir baz, bir pentoz sekeri ve bir
veya birden fazla fosfat grubudur. Bu polimerik yapilarda heterohalkali purin veya
pirimidin bazlari, bir fosfat veya polifosfat grubuna fosfoester kopriisii ile bagl bir

pentoz sekerine bir glikozil bagi ile baghdir (Sekil 1) (Lehninger vd., 1993).



(A) (B)

Sekil 1. DNA ve RNA niikleotitlerinin genel yapist. A) Deoksiriboniikleozit 5’-
monofosfat (DNA’nin monomerik iinitesi), B) Riboniikleozit 5’-monofosfat
(RNA’nin monomerik tinitesi) (Lehninger vd., 1993).

Azot igeren purinler adenin (A) ve guanin (G) iken, pirimidinler ise sitozin (C),
timin (T) ve urasil (U)’dir (Sekil 2). DNA molekiilleri bu bazlardan adenin, guanin,
sitozin ve timini; RNA molekiilleri ise adenin, guanin, sitozin ve urasili i¢erir. 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

tirevleri bulunmaktadir.
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Sekil 2. DNA ve RNA’da bulunan purin ve pirimidin bazlarinin kimyasal yapilari



Niikleik asitlerin primer yapisi niikleotit sirasi ve niikleotit monomerlerin 5'—3"'
yoniinde kovalent baglarla birbirine baglanmalar: ile olugur. Primer yapidaki kovalent
fosfodiester baglar1 ard arda gelen niikleotidleri birbirine baglar. Spesifik olarak bir
niikleotit birimindeki 5°- fosforil grubu bir sonraki niikleotidin 3 '-hidroksil grubu ile

fosfodiester baglar1 vasitasiyla birlestirilir (Sekil 3) (Lehninger vd., 1993).

Hem DNA hem de RNA zincirlerinin seker ve fosfat gruplari hidrofiliktir. Seker
birimlerindeki hidroksil gruplar1 su molekiilleri ile hidrojen baglar1 olusturur. Polar
zincirdeki fosfat gruplari diisiik pK, degerine sahip olduklarindan pH:7°’de tamamen
iyonize halde bulunurlar ve negatif olarak yiiklenirler. Bu negatif yiikler 6zellikle
proteinlerin, metal iyonlarin ve poliaminlerin pozitif yiikleri ile iyonik etkilesimler

yaparak nétrallesirler (Lehninger vd., 1993).
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Sekil 3. Bir RNA zincirinin kii¢iik bir parcasi1 (Lehninger vd., 1993).

Sekonder yapinin meydana gelmesinde baz eslesmeleri en biiyiik etkendir. DNA
molekiillerinde birbirleriyle eslesen bazlar, A=T ve G=C ciftleridir (Sekil 4). Purin ve

pirimidin halkalar1 aromatiktir ve diizlemsel yapiya sahip olduklarindan baz eslesmesi



ile meydana gelen sistemin de tiimii diizlemseldir. Bazlarin arasindaki hidrojen
baglarinin uzunlugu yaklasik 0.30 nm’dir. Burada olusan hidrojen baglari, diger
bilesiklerin verdikleri hidrojen baglarindan daha kararlidir. Sisteme azot atomlarindan
baglanan riboz halkalar1 da diizlemseldir. Ancak riboz halka diizlemi ile hidrojen bagh
eslesmis baz diizlemi arasinda yaklasik 90°’lik a¢1 vardir. Yani bu iki diizlem yaklasik
olarak birbirlerine diktir (Lehninger vd., 1993).
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Sekil 4. DNA molekiiliinde uygun bazlarin birbirleri ile hidrojen bagi yapmasi sonucu
olusan ¢ift zincirli sekonder yap1 (Lehninger vd., 1993).

Birbirleri ile hidrojen baglariyla eslesen purin ve pirimidin bazlari ise sarmalin i¢
kisminda, sarmalin uzun eksenine dik bir diizlem {izerinde ve her bir eslesmis baz ¢ifti
birbiri lizerine istiflenmis olarak diizenlenirler. Boyle bir istiflenme ise eslesmis bazlarin
kuvvetli Van der Waals etkilesimleri yapmalarin1 saglar. Ayrica, sarmalda yer alan iki
zincir birbirine gore antiparalel olarak yonlenmislerdir. Bu diizende, her iki zincirdeki
purin ve pirimidin bazlar1 aralarindaki hidrojen baglar1 ile bir arada tutulurlar ve
birbirine baglh bu iki DNA iplik¢igi uzayda sag-sarmal seklinde biikiilmiistiir. Diger
DNA tiirleri de (A-DNA ve Z-DNA) bulunduktan sonra bu DNA yapisina B-DNA

5



denilmistir. Iki sarmal iplik DNA omurgasii olusturur. Bu iplikler arasindaki bosluklar
takip edilerek iki tane hayali bosluk veya oyuk daha bulunabilir. Bu oyular baz ciftlerine
bitisiktir ve onlara baglanmak icin bir yer olsuturabilirler. Bu oyuklar birbirlerinin tam
karsisinda olmadiklar1 igin biiylikliikleri ayni1 degildir. Bunlardan biiyiik oyuk (major
oyuk) olarak adlandirilan1 22 A genisliginde, kiiciik (mindr) oyuk ise 12 A
genisligindedir (Wing vd., 1980).

Okaryotlarda DNA’lar niikleoproteinler halinde proteinlerle baglanmis haldedir.
Bu yapilarda RNA’lar da bulunur ve buna “kromatin” denir. Kromatinlerin olusturdugu
kuaterner yapilara “kromozom” denilir ve niikleusta bulunur. Prokaryotlarda ise DNA
cift sarmali kiigiik bir RNA iizerine sarilmis ve bir ucundan hiicre membranina

baglanmis durumdadir ve belirli bir diizene sahip olmaksizin sitoplazmada bulunur.

1.3. DNA-Protein Etkilesimleri ve Niikleolitik Enzimler

DNA ile 6zel olarak etkilesen proteinler genellikle genetik bilginin replikasyonu
ve ekspresyonunda rol oynadiklarindan olduk¢a 6nemlidirler. Bu proteinlerden pek ¢ogu
DNA iizerinde A, T, C ve G seklindeki dort niikleotidin 6zel dizileri ile tanimlanan ¢ok
0zel bolgelere baglanirlar.

Cift sarmalli DNA zincirinin tersiyer yapisindaki bir dizisinin proteinler dahil
diger molekiiller tarafindan taninabilmesi sarmal boyunca yer alan biiylik ve kiigiik
oluklarda baz ciftlerinin organizasyonu ile saglanir. Sarmalin Ozellikle biiyiik
olugundaki eslesmis niikleotitlerin sadece dis yiizeye bakan kisimlar1 ¢oziicii ve
proteinle kars1 karsiya gelir. Bu bolgelerde niikleotitler birbirlerinden esasen igerdikleri
polar gruplarla ayirt edilirler. Her bir baz ¢iftinin bu disa yonelik kisimlar1 bir proteinin
taniyabilecegi gruplarin farkli bir diizenini saglar ve bu gruplar komplementer baz

eslesmesinde kullanilmazlar (Lehninger vd., 1993).

1.3.1. Niikleazlar

Niikleik asitlerle etkilesip parcalayabilme yetenegi olan enzimlere “niikleaz” adi
verilir. Niikleazlar cesitli sekilde siniflandirilabilirler. 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
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5" -fosforil uglarini veya 5'-hidroksil ve 3'-fosforil uglarin1 olusturmak i¢in internal
fosfodiester baglarin1 pargalayabilen enzimler mevcuttur. Bunlara “endoniikleazlar”
denir. Baz1 niikleazlar ¢ift sarmalin her iki zincirini de hidroliz edebilirken, bazilar1 da
niikleik asitlerin sadece bir tek zincirini hidroliz edebilir. DNA molekiiliindeki spesifik
zincirleri ya da zincirin spesifik bdlgelerini taniyan endoniikleazlar mevcuttur ve
“restriksiyon endoniikleazlar” olarak adlandirilan bu enzimlerin ¢ogu son yillarda
molekiiler genetikte ve tibbi bilimlerde 6nemli bir kullanim alan1 bulmustur (Winnacker,
1987). Bu enzimler birkag¢ niikleotit uzunlugundaki palindromik 6zel DNA dizilerini
tanir ve DNA’nin her iki zincirini de 3 '-hidroksil ve 5'-fosforil uglarin1 vererek ve de
yapiskan u¢ ya da kiit u¢ olusturacak sekilde kirarlar. Mesela, EcoRI endoniikleazi,
palindromik olan GAATTC dizisini (Sekil 5A) ve Hpal ise GTTAAC dizisini (Sekil 5B)
farkli zincir uglar1 olusturacak sekilde karsilikli olarak zit yonlerden her iki zinciri de
tanima ve diziyi karsilikli olarak dizinin simetrik olmadan niikleotitler arasindaki

fosfodiester bagin1 kirabilme yetenegine sahiptirler.

Y N A AT ' - A AT T 3
: G A A T T C } EcoRI : G A—A—TT—T C
1 1 . | 1 1 1 + 1

3 —C—T—T—A—A—G— 5 3 —C—T—T—A—A G— s

(A)
S i e e At U o e
3 —C—A—A—T—T—G— 5 7 —C—A—A T—T—G— 5
(B)

Sekil 5. EcoRI (A) ve Hpal (B) tarafindan DNA sarmalinin zincirlerinin karsilikli olarak
ve spesifik niikleotitlerden taninmasi ve zit yonde pargalanmasinin sematik
gosterimi

1.3.2. DNA Polimerazlar

Bazi niikleazlar, sadece bir niikleik asit molekiili zincirinin sonunda bulunan
niikleotidi hidroliz ederler ve bu enzimler ‘“ekzoniikleazlar” olarak adlandirilirlar.
Ekzoniikleazlar genellikle bir yonde (ya 3'—>5" yada 5'—3") etkindirler (Winnacker,
1987; Lehninger vd., 1993). DNA polimeraz (deoksiniikleotidiltransferaz) adi verilen
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enzimler bu tiirden fonksiyon gosterebilmektedirler. DNA polimeraz I, polimerizasyona
ilaveten iki ilave enzim aktivitesine sahiptir ve bunlar 3'—5" ekzoniikleaz aktivitesi ile
5'—>3" ekzoniikleaz aktivitesidir. 3' —5" Ekzoniikleaz aktivitesi zincirin 3 ' -ucundan
baslanip 5'-ucuna dogru niikleotitlerin basamakli hidrolizini igerir. Ancak enzim ¢ift
sarmalin bir pargasi olmayan ve 3'-ucunda serbest olarak bulunan bir niikleotite
gereksinim duyar. Bu ekzoniikleaz, biiyliyen DNA zincirine ilave edilen yeni bazlarin
dogrulugunu kontrol etme ozelligi vardir. 5'—3" aktivitesi ise DNA ¢ift sarmalinin bir
pargasi olan ve zincirdeki bir 3', 5'-fosfodiester baginin hidrolizini katalizler.
5'—>3" ekzoniikleaz aktivitesi 3'-—>5' aktivitesinden birka¢ noktada farklidir.
Bunlardan biri hidrolizlenen bag, DNA nin ¢ift sarmalli bolgelerinde bulunur. Digeri ise,
hidrolizlenme 5 ' -ucundaki fosfodiester baginda veya zincirin i¢ kisimlarinda bulunan

serbest bir hidroksil grubu igeren bir bagda meydana gelebilir.

1.3.3. Dogal Niikleolitik Molekiiller

Yillardan beri DNA ile etkilesen ve onu kesen ilaclar dizayn edilmektedir.
Streptomyces suglarindan izole edilen iki iiriin olan bleomisin ve neokarsinostatin
hidrolitik olmayan mekanizmalarla DNA’nin fosfodiester zincirlerini kesen maddelerdir.
En cok calisilan dogal madde; bir glikopeptid antibiyotik ve anti-kanser ilact olan
bleomisin A2’dir. Bleomisin molekiiliiniin farklt mevkilerden modifikasyonu yapilarak
cesitli antibiyotik tiirevleri hazirlanmistir (Blackburn ve Gait, 1990; Pindur vd., 1993;
Kane ve Hecht, 1994). Oldukca kompleks yapilar1 olan bu bleomisin tiirevlerinin ortak
ozelligi 2,4’-bitiyazol halkalarmi icermeleridir. Bu halkalar genellikle bleomisin
A2’deki bir katyonik yiike sahip olan kiiclik yan zincire baglanir. Bitiyazollerin diger
yanindaki kisim ise DNA zincirinin kesiminden sorumlu olan bir metalin
komplekslesmesini saglayacak bir bolgeye sahiptir. NMR ve hidrodinamik ¢alismalar
bitiyazol halkalarinin DNA’ya bir interkalasyon kompleksi olusturarak baglanabildigini
gostermistir (Blackburn ve Gait, 1990). Oysa ki, diger caligmalar giicliice bitiyazollerin
antibiyotiklerin bir pargasi olduklarinda DNA’ya oluga baglanma mekanizmasi vasitasi

ile baglandigin1 6nermektedir. DNA’y1 kesmek amaciyla bleomisinin bir ¢ok farkl



metal iyonlar1 ile kompleks olusturmus tiirevleri hazirlanabilir. Bu yondeki ¢alismalarin
cogu Fe(Il)-bleomisin tiirevleri ile yapilmistir.

Bleomisinden oldukg¢a farkli bir peptit antibiyotigi olan neokarsinostatin de
DNA’da zincir kirilmasina sebep olur. Antibiyotigin aktif kism1 DNA ile interkalasyon
yapabilen bir substitute-naftalen karboksilik asit iceren protein olmayan bir
kromofordur. DNA’nin neokarsinostatin kromoforu ile kesimi O, ve bazi
prooksidanlarla aktiflestirilir. Kesimin DNA’daki 5'-hidrojenin deoksiriboz gruplarindan

ayrilmasi vasitasi ile oldugu dnerilmektedir (Blackburn ve Gait, 1990).

1.4. DNA ile Kiiciik Molekiillerin Tersinir Etkilesimleri

Niikleik asitler su, metal iyonlar1 ve bu iyonlarin kompleksleri, kiiciik organik
molekiiller ve proteinlerle kovalent olmayan etkilesimlerle tersinir olarak etkilesirler. Bu
molekiillerin molekiil agirliklar1 genellikle binden daha azdir. Bu gruptaki molekiillere
ve iyonlara g¢esitli metal kompleksleri, antikarsinojen ve antiviral ilaglar1 ile kompleks
antibiyotikler 6rnek olarak verilebilir (Spiro, 1980; Blackburn ve Gait, 1990; Krugh,
1994).

Niikleik asit yapist ve fonksiyonu iizerinde tersinir etkilesimlerin 6nemi oldukca
biiyiiktiir. Birinci 6nemi, mevcut olan biitiin kompleks niikleik asit konformasyonlari su,
metal iyonlar1 veya organik katyonlarla tersinir etkilesimlerle dengelenir. Niikleik
asitlerdeki yapisal degisiklikler, su aktivitesindeki, tuz konsantrasyonundaki (iyonik
gii¢) degisiklerle ve organik molekiillerle etkilesimlerle olduk¢a degisir. ikinci dnemi,
viral hastaliklar ve kansere kars1 gelistirilen ve kullanilan ilaglarin en 6nemlileri niikleik
asitlerle tersinir etkilesen ilaglardir. Uciincii 6nemi ise, bu maddelerin basit
kullanimindan dolay1 niikleik asitlerle karst bu kiiciik molekiillerin ilgileri niikleik
asitlerle olan etkilesimleri hakkinda ¢ok detayl1 ve faydali bilgiler verir. Niikleik asitlerle
kiigiik molekiillerin etkilesimi lizerine yapilan caligmalara DNA’nin bu molekiillerle
etkilesimi RNA’nin bu molekiillerle etkilesimlerinden daha fazla rehberlik etmektedir.
Bunun nedeni anti-kanser ilaglar1 i¢in DNA’nin hedef molekiil olmasindan kaynaklanir
(Bailly, 2000; Kaim ve Schwederski, 1994; Pindur vd., 1993).

Molekiillerin ve iyonlarin ¢ift sarmal niikleik asitlerle etkilesimi {i¢ sinifa ayrilir.

Dis elektrostatik etkilesimler; sarmalin disinda genellikle spesifik olmayan ve baslica
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elektrostatik etkilesimleri iceren baglanmalardir (Sekil 6A). Alkali ve toprak alkali metal
iyonlan1 ile cesitli organik molekiillerin katyonlar1 DNA ile dis iskelet iizerinden
elektrostatik olarak etkilesirler (Sekil 7A). Oluga baglanma etkilesimleri, nikleik
asitlerin biiyilik veya kiiclik oluklarinda yer alan baz ciftlerinin disa yonelik kisimlariyla
molekiillerin dogrudan etkilesimlerini igerirler (Sekil 6B) ve ¢esitli fonksiyonel gruplara
sahip organik sistemler DNA ile bu tiirden etkilesim gosterirler (Sekil 7B). Interkalasyon
ya da istiflenme ile gerceklesen etkilesimler ise baz giftleri arasina diizlemsel veya
diizlemsele yakin aromatik halkali sistemlerin veya bdyle geometriye sahip metal
komplekslerinin girmesi ile meydana gelirler (Sekil 6C ve Sekil 7C) (Blackburn ve Gait,
1990).

(A) (B) ©

Sekil 6. DNA ile kiiclik molekiillerin etkilesim tiirlerinin sematik gosterilisi. A) D1s
elektrostatik etkilesim, B) oluga baglanma ve C) interkalasyon (istiflenme)

Na' Mg H5N ' 'CH,CH,>CH,NH;

A)

H H
T\\I \)\1\\1 H/N \/\KNHz
H,N H

@)
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Sekil 7.  Cesitli tlirden etkilesimlerle DNA’ya baglabilen molekiiller. A) Dis
elektrostatik etkilesimle baglanabilen sodyum ve potasyum iyonu ile 1,3-
diaminopropan katyonu, B) oluga baglanma ile etkilesen netropsin molekiilii
ve C) interkalasyon yoluyla etkilesen proflavin molekiiliiniin kimyasal yapilar
(Blackburn ve Gait, 1990)

Ik iki baglanma tiirii niikleik asitte bir konformasyonel degisiklige neden olmaz,

fakat kompleks olusumunda yapisal gegisleri icerebilir.  Interkalasyonun
gergeklesebilmesi i¢in komsu baz ciftlerinin arasindaki mesafenin interkalasyon yapacak
molekiiliin girebilecegi uygun bir mesafeye (yaklasik 3.4 A) kadar ayrilmasini
gerektirecek sekilde seker-fosfat zincirinin gerilme agilarinda degisikliklere neden olur.
Bu konformasyonel degismeleri takiben acgilma ve biikiilme gibi diger sarmal

parametrelerinde de degisiklikler gerceklesir.

1.4.1. D1s Elektrostatik Etkilesimler

Niikleik asitler oldukga yiiksek¢e yiikli polielektrotlardir ve anyonik fosfat
gruplar1 yapilarini ve etkilesimlerini 6nemli derecede etkiler. Alkali metaller gibi basit
iyonlarin poliniikleotitteki yiik yogunlugunun bir fonksiyonu olarak niikleik asitlerle
etkilestikleri bilinmektedir (Manning, 1978).

Ornegin, B-DNA da, eger fosforil gruplar iizerindeki negatif yiikler esit aralikl
bir sira halinde poliniikleotit {izerinde dizilmis ise her bir 1.7 A liikk mesafede bir iyonik
yiik vardir (her bir baz ¢iftinde iki yiik ve yaklasik sarmalin her bir doniisiinde on baz
ciftine karsilik gelecektir). Eger dizilen yiik sirasi yaklasik 7 A’den daha az olursa
molekil kararsiz olur. Bu yiizden yiiklerin daha yakin olarak siralandigi polimer
konformasyonlar1 kararliliga ulasmak i¢in ¢ozeltideki pozitif yiikli iyonlarla birlesirler.
Iyonlarin polielektrotlarla birlesmesi karsi iyon kondenzasyonu olarak isimlendirilir ve
tiim polimerin konformasyonel serbest enerji toplaminda uygun olmayan bir diizensizlik
durumuna sebep olur. Yiikk yogunlugu her bir 7A’luk mesafede yaklasik bir yiik
kararlilik seviyesine diisiiriilene kadar kars1 1iyonlar yani niikleik asit molekiilii ve pozitif
iyonlar etkilesirler ve bir araya gelirler. Spesifik bir niikleik asit konformasyonu i¢in yiik
yogunlugu ve yogunlasan karsi iyonun miktart sabittir (Blackburn ve Gait, 1990).

Iyonlar polielektrolidin genel yiik yogunlugu ile birlestigi ve spesifik bolgelere
baglanmadigi i¢in karsi iyonlarin baglangigtaki etkilesimi kondenzasyon olarak bilinir.
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Iyonlar kendi i¢ ¢evre hidrasyon suyunu tutarlar ve DNA’nin seker fosfat zinciri
boyunca hizlica hareket ederler. Hem polielektrolidin hem de karsi iyonun ikincil
hidrasyon tabakalar1 bu etkilesimlerden etkilenir. Eger 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-bagimli 6zelliklerini gostermez.
DNA’nin B-hali sarmal yapist ile kondenzasyon teorisi her bir fosfat grubu basina
ortalama 0.76 monovalent kars1 iyonun (Na™ gibi) baglanabildigini gostermistir. Diger
teorik yontemlerle de benzer sayilara ulasilmistir (Blackburn ve Gait, 1990).

Kiiciik katyonlardan biiylik proteinlere kadar cesitli iyonik tiirlerin baglanma
serbest enerjisinin 6nemli bir kismi kompleksteki niikleik asit yiiklerinin
notrallesmesinden ve karst iyonlarin saliverilmesine uygun entropik etkiden
kaynaklanabilir. Sabit bir sicaklikta, kars1 iyonun saliverilmesine sebep olan bu entropik
etki niikleik asit denatiirasyonuna ve ayrica ¢ozeltinin tuz konsantrasyonundaki
azalmaya bagl olarak katyonik ligandlarin artan baglanmasina yol acar. Bu sebeple hem
niikleik asitlerin erime sicakligi ve hem de katyonik ligandlarin baglanmas: icin elde
edilen denge sabiti tuz konsantrasyonuna oldukc¢a baglidir (Record vd., 1976).

Mg gibi ¢ok yiiklii olan basit katyonlar ve 1,3-diaminopropan gibi basit organik
aminlerin katyonlar1 (Sekil 7A) DNA ile monovalent katyonlardan (Na“, K") daha
kuvvetli olarak etkilesirler ve DNA ile bu tek yiikli katyonlarin etkilesimlerini
zayiflatarak molekiilden monokatyonlar1 uzaklastirirlar. Bu basit ¢cok 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 ayn1 zamanda belirli bir bolgeye
baglanabilen bir kompleks olusturmak icin baz ciftlerine dogrudan baglanabilirler
(Blackburn ve Gait, 1990; Kaim ve Schwederski, 1994).

Su molekiilleri de niikleik asitlerin dis ylizeyi boyunca baglanir. Su molekiillerinin
yiikli fosfat gruplan ile spesifik etkilesimleri kadar bazlardaki polar gruplarla ve
sekerlerle spesifik etkilesimleri de niikleik asit konformasyonlarmin kararliligr igin
gereklidir. Niikleik asidin spesifik bir bolgesine ligandin gligliice baglanmasi ile suyun
saliverilmesi, baglanma serbest enerjisine hem uygun hem de uygun olmayan katkilarda

bulunur. Bu katkilarin bagil biiyiikliigii, saliverilen su molekiillerinin sayisina ve
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kompleks olusumu boyunca kirilan etkilesimlerin tiiriine baglidir (Blackburn ve Gait,
1990).

Diger bir dis elektrostatik etkilesim tiirii de spesifik olmayan etkilesimlerdir.
Diizlemsel aromatik molekiiller ve dimerler daha yiiksek yiginlar olusturmak 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 c¢ift zincir boyunca diizlemsel katyonlarin spesifik olmayan dis
istiflenmelerine sebep olur. Bu tiir istiflenmeler birgok yiik etkilesimi ile saglanir ve
kondenzasyon ile etkilesen karsi iyonlarin saliverilmesini saglar. Bu sebeple, DNA dis
yiizeyinde saglanan elektrostatik istiflenme etkilesimleri tuz konsantrasyonuna oldukga
bagimlidir ve genellikle 0.1 M ve yukarisindaki tuz konsantrasyonlarinda oldukga

zayiftir (Blackburn ve Gait, 1990; Papavassiliou, 1995).

1.4.2. Oluga Baglanma Etkilesimleri

Niikleik asitlerin biiylik veya kii¢lik oluklarinin birinde yer alan baz giftlerinin
oluga bakan fonksiyonel gruplarin olusturdugu kisimlari ile diger molekiillerin dogrudan
etkilesimlerini igerir. Netropsin (Sekil 7B), niikleik asitlerle bu mekanizma vasitasi ile
etkilesen tipik bir molekiildiir. Kii¢iik ve biiyiik oluklar; elektrostatik potansiyelleri,
hidrojen bagi olusturma o6zellikleri, sterik etkiler ve hidrasyon ozellikleri bakimindan
onemli Olciide birbirlerinden farklidir. Oluga baglanan kii¢iik molekiiller genellikle
kiiciik olugu tercih ederlerken, bircok protein ve oligoniikleotit molekiilleri baslica
biiyiik oluk etkilesimleri vasitast ile niikleik asitlere baglanma 6zgiinliigii gosterirler
(Blackburn ve Gait, 1990).

Tipik olarak, kiiclik oluga baglanan molekiiller pirol, furan veya benzen gibi basit
aromatik halka sistemlerine sahiptirler. Molekiildeki bu halkalarin uygun bir sekilde
biikiilmesi ve su ile yer degistirmesi sonucu kii¢iik olugun sarmal seklindeki kavisine
uyabilirler. Kiiglik olukta bulunan A:T boélgeleri genislik agisindan daha uygun
oldugundan aromatik molekiiller A:T dizilerine G:C dizilerinden daha iyi uyabilirler.
Aromatik halkalar1 dogru olarak biikiilmiis olan bir molekiil kii¢iik oluga rahatca uyabilir

ve olugun dis ylizeyini olusturan sarmal zincirlerle van der Waals etkilesimleri yapar.
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Baglanmadaki her hangi bir 6zgiinliik, bagli molekiil ve oluktaki baz ¢iftlerinin oluga
yonelik kenarlar1 arasindaki etkilesimlerden kaynaklanir. Hidrojen baglar1t A:T baz
ciftindeki A’nin N-3 azotu ya da T’nin C-2 karbonil oksijeni ile bagli molekiil arasinda
gergeklesir. Benzer gruplar G:C baz ciftlerinde de olmasina ragmen, G’nin amino grubu
C’nin C-2 karbonili ve G’nin N-3 azotu ile hidrojen bagi olusumuna sterik bir engelleme
yapar. G:C baz ciftlerindeki G’nin amino grubu ve C’nin karbonil oksijeni arasindaki
hidrojen bag kiiclik oluk icinde bulunur ve sterik olarak molekiiliin bu olugun i¢indeki
G:C’ce zengin bolgelere girmesini Onler. Bu sebeple, oluga baglanan molekiillerin
aromatik halkalarinin ¢cogu DNA’nin kiiciik olugundaki A-H protonlar1 ile yakin bir
etkilesim kurar. Negatif elektrostatik potansiyelin DNA’nin kii¢iik olugundaki A:T
bolgelerinde G:C bdlgelerinden daha biiyiik oldugu gosterilmistir. Bu tespit, katyonlarin
A:T spesifik kiiciik oluga baglanmasinin sebebini acgiklayan 6nemli bir kaynaktir

(Laverey vd., 1986).

1.4.3. interkalasyon Etkilesimleri

Yaklagik son kirk yil icinde planar aromatik katyonlarn DNA ile olan
etkilesimlerinin ortaya konmasi i¢in gerceklestirilen cesitli fiziksel metotlarla elde edilen
bilgiler planar aromatik molekiillerin DNA ile “interkalasyon” adi verilen bir etkilesimle
baglandig1 sonucunu ortaya koymustur. interkalasyonun kelime anlamu, istiflenmis olan
iki baz ¢ifti arasina molekiiliin diizlemsel (kromoforik) parcasinin girmesidir. Bu islem
esnasinda DNA’nin primer ve sekonder yapilart bozulmaz. DNA’nin tersiyer (sarmal)
yapisi, orijinal yapisi ile karsilastirildiginda kismen uzar ve bu ylizden biraz acilir
(Barton, 1986; Pindur vd., 1993). Interkalasyon esnasinda baz ciftleri arasindaki ayrilma
3.4 A’dan yaklasik 7-8 A’a kadar biiyiir. DNA’nin ii¢ boyutlu yapisindaki veya diger bir
deyisle topolojisindeki bu degisikliklerden dolayt DNA’nin temel fonksiyonlarinda
biyokimyasal olarak bir siirlama olur. Mesela bodyle bir konformasyonel degisim
sonucunda, RNA polimeraz veya topoizomeraz II’nin inhibisyonu gerceklesir
(Blackburn ve Gait, 1990).

Kiiciik molekiillerin DNA ile interkalasyonu molekiiliin diizlemselligi,
aromatikligi ve molekiillerin etkilesen kisimlarinin yiizeysel yayilmasi gibi ¢esitli

faktorlere bagli olan kovalent olmayan etkilesimlerle saglanir. Oligoniikleotitlerle
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olusturulan ¢esitli interkalasyon kompleksleri ile yapilan yapi analizi calismalari
interkalasyonun; elektrostatik, van der Waals ve hidrofobik etkilesimlerle oldugunu
gostermistir. Cesitli fiziksel c¢alismalar da bir molekiilin DNA ile interkalatif
baglanmasindaki yapisal kriterleri konusunda faydali bilgiler saglamistir. Viskozimetri,
UV spektrometri ve elektroforez gibi yontemler yaninda ve x-1sin1 yapi analizi, gesitli
NMR teknikleri gibi molekiiler spektroskopideki modern metotlarla komplekslerin
konfigiirasyon ve konformasyonu gibi geometrik 6zellikleri arastirilmistir (Pindur vd.,
1993).

Cesitli molekiiler spektroskopik c¢alismalarla beraber bilgisayarlarla molekiiler
modelleme ¢alismalart daunorubisin ve doksorubisin gibi antrasiklin antibiyotikler
yaninda bir karbazol tiirevi olan elliptisin gibi alkaloidler yaninda antrakinon sistemine
sahip mitoksantron ve gibi pek cok sentetik ilacin DNA ile interkalatif etkilesimleri
incelenmistir.

Etidiyum bromiir gibi heterohalkali organik sistemlerin DNA’ya interkalasyon
yoluyla baglandig1 bilinmektedir (Lippard ve Berg, 1994). Bu molekiiliin doygun
konsantrasyonu ile DNA interkalasyonunda her bir baz ¢ifti arasin1 doldurdugu x-151n1
yap1 caligmalari ile ortaya konmustur ve bu etkilesimde etidiyum bromiir molekiillerinin
eslesen baz ciftleri arasindaki 10.2 A’luk bir boslugu doldurdugu tespit edilmistir

Diizlemsel aromatik hetero halkali organik yapilar yaninda azot igeren
heterohalkal1 ligandlarin diizlemsel katyonik metal komplekslerinin de DNA ile
interkalasyon yaptig1 tespit edilmistir (Lippard ve Berg, 1994). Bunlardan en bilinen
ornekler platin kompleksleridir ve igerdikleri halka sistemleri DNA ile interkalasyon
yoluyla baglanmay1 kolaylastirir. Ayrica DNA ile interkalasyon i¢in uygun yapisal
fonksiyonlara ve geometrilere sahip, rutenyum, bakir ve mangan iceren komplekslerin
bu 6zellikleri de ¢esitli yontemlerle analiz edilmistir.

Bisinterkalatorler iki ayri interkalasyon yapan diizlemsel (kromofor) halka
sistemine sahiptirler ve halka sistemleri birbirlerine uzunluk ve rijitlikge degisebilen
zincirlerle baglanirlar. Interkalasyon yapan molekiillerin farmasétik 6zelliklerinden
dolay1 benzer sekilde iic veya daha fazla halka sistemi igeren molekiiller de dizayn

edilmistir. DNA baz ciftleri ile halka sistemlerinin etkilesimi biiyiik Ol¢lide zinciri
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olusturan gruplarin 6zellikleri ile kontrol edilir (Blackburn ve Gait, 1990; Leng vd.,
1998; Pindur vd., 1993).

Bisinterkalatorlerin monomerik olanlara gore ¢esitli potansiyel avantajlar1 vardir.
Interkalasyonu saglayan birimlerin sayis1 DNA ile baglanma ilgisini oldukga artirir ve
kabaca bisinterkalatdriin  baglanma sabiti monomerinkinin  karesi  kadardir.
Bisinterkalatoriin baglanma hacimi monomerinkine gore bagil olarak artar. Boyle bir
artisin dizi segiciligini de artirdigi bisinterkalasyon yapan daunorubisin tiirevleri
durumunda gozlenmistir (Chaires vd., 1997; Leng vd., 1998).

Ekinomisin ve triostain gibi kinoksalin tiirevi antitiimdr antibiyotikler x-1gin1 yapi
analizi yontemiyle calisilan olduk¢a kompleks yapili dogal antibiyotiklerdir. Bu
molekiillerin siipersarmal DNA ile olusturdugu yapilar incelendiginde c¢ift sarmal
DNA’y1 40-50° kadar gevsettigi ve monointerkalatorlere gébre DNA zincirinde iki kat
daha fazla uzamaya sebep olduklar1 gosterilmistir.

Bisinterkalatorlerin DNA molekiiliindeki eslesmis bazlarla interkalasyonu ¢esitli
sekillerde gergeklesebilir (Blackburn ve Gait, 1990). Bu molekiillerdeki baglayici zincir
uzunlugu metilenik gruplarin sayis1 (n) degistirilerek gergeklestirilebilir. Zincirin uzun
olmasi1 (n>8) ile her iki planar halkanin interkalasyon yapabilecegi tespit edilmistir. Kisa
bir zincir (n=6) durumunda ise halkalarin her ikisi de komsu bolgelerle etkilesirken bir
sterik engelleme ile karsilagsacaklardir. Metilenik gruplarin daha az oldugu (n<4) tiirevler
durumunda interkalatdr molekiiliin sadece bir halkas1 yoluyla interkalasyonun saglandigi

gozlenmistir.

1.5. Sentetik Kimyasal Niikleazlar

Biyolojik sistemlerde riboniikleazlar ve deoksiriboniikleazlar, SN-2 mekanizmasi
ile kesilecek bag iizerine niikleofilik saldirtyr katalizleyerek RNA ve DNA’nin
fosfodiester zincirlerinin kesimini saglayan enzimlerdir. Son yillarda enzimlerden ¢ok
daha kiiclik ve yaklasik olarak bin molekiiler agirliga sahip DNA ile baglanabilme ve
DNA zincirini kirma yetenegine sahip pek cok dogal ve sentetik molekiil izole edilerek
veya sentezlenerek karakterize edilmistir. Bu maddeler birer prob olarak DNA ve
RNA’nin konformasyonel degisimlerinin incelenmesinde de kullanilirlar. Ayrica belirli

bir niikleik asit yapisina karsi yiiksek ilgiye sahip bir ligand ile kimyasal niikleaz
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aktivitesinin birlestirilmesiyle bolge-spesifik niikleolitik maddelerin dizayn1 miimkiin
olabilmektedir (Papavassiliou, 1995).

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

Stipersarmal DNA {izerinde gevsemeyi sagladigi tespit edilen ilk sentetik
koordinasyon kompleksi bis(1,10-fenantrolin)-bakir iyonudur (Sigman vd., 1979;
Sigman 1986). Ayrica EDTA-Fe (Sigman ve Chen, 1990; Papavassiliou, 1995), cesitli
metaloporfirinler (Marzilli vd., 1986; Groves ve Farrell, 1989), diamino dikloro-platin
kompleksleri (Rosenberg vd., 1969) ve fenatrolin-rutenyum komplekslerinin (Barton,
1986; Lippard ve Berg, 1994) de bu tlirden niikleolitik 06zellik gosterdikleri
bilinmektedir. Bu maddelerin DNA-protein etkilesimlerini ortaya koymada
kullanilmalar1 yaninda, birer kimyasal niikleaz olarak kromozomal DNA’nin bdlgeye
O0zgiin kesilmesi amaciyla da cesitli calismalar gerceklestirilmistir. Ayrica, platin
komplekslerinin insan kanseri tedavisinde etkin bir sekilde klinik olarak kullanimi,
antikanser Ozellik gosteren yeni metal komplekslerinin dizayni1 ve niikleik asitlerle
etkilesimlerinin incelenmesine olan ilgiyi daha da artirmigtir (Spiro, 1980; Kaim ve
Schwederski, 1994). Dolayisiyla, niikleik asitlerle etkilesip zincirleri kirabilen yeni
metal komplekslerinin gelistirilmesi ve DNA ile olan etkilesim mekanizmalarinin
anlagilmasiin bu komplekslerin molekiiler biyoloji, farmakoloji ve gen terapisi gibi

farkli amaglar i¢in daha etkin kullanimin1 saglayacag: asikardir.
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Sekil 8. Bazi sentetik 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 yapist ve E) Bis(1,10-fenantrolin)-bakir
kompleksi

Katalitik 6zellik gosteren ve birer kimyasal niikleaz olarak tanimlanan maddelerin
cogunlugu fizyolojik pH ve sicaklik sartlarinda DNA zincirlerinin fosfoester iskeletini
kiran redoks-aktif koordinasyon kompleksleridir. Bu komplekslerin niikleolitik aktivitesi
bunlarin DNA ile doniistimlii baglanmalarini takiben gerceklesen kirma ya da pargalama
gibi bir hidrolitik reaksiyondan kaynaklanir ve bu etkinin bir sonucu olarak DNA c¢ift
zinciri ya karsiliklt bolgelerden ya da tek bir zincirden kirilir. Béylece DNA nin yapisi
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bozulur, DNA gevser veya cesitli tersiyer konformasyonlar olusur (Sambrook vd., 1989;
Goodisman vd., 1997).

Metal kompleksleri ¢ift sarmal DNA ile kovalent olmayan iki temel yolla etkilesir.
Bunlardan birisi dis bolgelerden baglanma digeri ise bazlar arasina girerek (istiflenerek)
baglanmadir. Haricen baglanma DNA yiizeyinde meydana gelen biitiin etkilesimleri
icerir. En Dbasit olarak DNA biyopolimerinin iyonik yiizeyinde kompleksin
etkilesmesiyle gerceklesir. DNA oluklarina baglanma ¢ok daha kuvvetli bir etkilesimdir
ve uygun biiylikliige, hacime ve sekle sahip bir molekiil DNA’nin biiyiik ya da kiiciik
oluklarina yerlestiginde meydana gelir. Istiflenme biyopolimerin icerisindeki komsu iki
baz arasina diizgiin aromatik molekiiliin girmesinden ibarettir. Oktahedral (sekiz yiizlii)
ve tetrahedral (dort yiizlii) kompleksler interkalasyon i¢in uygun degillerdir ve bu
molekiiller dis yiizeyden DNA ile etkilesirler. Aromatik gruplar igeren kare diizlem
kompleksler i¢in ise etkilesim interkalasyonla saglanir. Aromatik molekiillere hacimli
gruplarin eklenmesi DNA ile interkalasyonlarmi etkiler. Dolayisiyla kare diizlem
komplekslere diizlem dis1 gruplarin eklenmesiyle istiflenme ile baglanma yerine haricen
baglanma gergeklesir (Papavassiliou, 1995; Sigman ve Chen, 1990).

Kimyasal niikleaz aktivitesi gosteren bircok kimyasal, DNA ile gii¢lii veya zayif
kompleksler olusturarak kesimi gerceklestirir. Bu duruma istisna olan kompleks Fe(II)-
EDTA’dir (Sekil 8B). Bu kompleksin net negatif yiikiinden dolay:1 yiiksekce reaktif
difiizlenebilen hidroksil radikallerini iirettigi ve kendisi DNA’ya baglanmadan hidroksil
radikalleri vasitasi ile DNA’y1 kestigi onerilmektedir (Papavassiliou, 1995; Sigman ve
Chen, 1990). Bir oksidan (H,O;) mevcudiyetinde demir-EDTA kompleksi DNA
zincirini keser. Bu islemde DNA zincirinin kesilmesi i¢in ii¢ bilesik gereklidir. Bunlar;
[Fe™(EDTA)?], H,O, ve sodyum askorbattir (Sigman ve Chen, 1990). Reaksiyonun
yiiriiyiisiinde, EDTA.Fe(II)’den bir elektron ayrilarak H,O,’de ki O-O bagin1 kirar ve
EDTA.Fe(Ill) iiretilir ve bunun sonucunda da hidroksil iyonu ve reaktif hidroksil
radikali (-OH) tretilir. Askorbat iyonu Fe(Ill)’iin Fe(Il)’ye doniisiimiinii saglar. Bu
sekilde olusan katalitik cevrim 1ile EDTA.Fe(Il)’nin kullanilan mikromolar
konsantrasyonlart DNA kirilmasina neden olur. Hem DNA hem de metal kompleksi

negatif olarak yiiklii olduklar1 i¢cin EDTA-Fe(Il) elektrostatik olarak itilir ve DNA
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molekiiline baglanamaz. Bu nedenle DNA kesimine sebep olan gergekte olusan
hidroksil radikalleridir. Hidroksil radikali ¢6zelti boyunca diflizlenir ve biiylik ihtimalle
bir deoksiriboz hidrojen atomunu ¢ikararak DNA zincirine saldirir. Bunun sonucu
saldirilan bolgedeki baz ve seker ayrilir ve boyle bir ¢evrim ile kompleksin oldukca
diisiik konsantrasyonlarinda DNA kirilmasi gergeklesir.

Baska bir metal iceren kimyasal niikleaz 1,10-fenatrolin ile bakir (I) in olusturdugu
bis (1,10-fenantrolin)-bakir (I) kompleksidir (Papavassiliou, 1995; Sigman ve Chen,
1990). 2:1 oraminda 1, 10-fenantrolin.Cu(I) kompleksi [(OP),Cu'] (Sekil 8E)
deoksiriboz halkasiin oksidasyonuyla fizyolojik sartlar altinda DNA’nin fosfodiester
zincirlerini kiran etkili bir kimyasal niikleazdir. Bu kompleks gerekli bir kovalent
olmayan aract vasitasi 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 bicimde kesilemez. Bu ikincil yapi, B-DNA’nin kiiciik olugunun tetrahedral
koordinasyon kompleksi icin tercih edilen bir baglanma yeri oldugunu gdésterir.

Bircok kesim maddesi, kapali ¢ift zincir DNA molekiilleri ile etkileserek
¢emberimsi ¢ift zincir DNA molekiillerini kapali dairesel formdan (Form I) acik dairesel
forma (Form II) ve lineer formlara (Form III) ve en sonunda da kii¢iik DNA parcalarina
dontstiiriir (Goodisman vd., 1997), (Sekil 9). Cogu antikanser ilaglar1 hiicre DNA’s1 ile
etkileserek hiicre hasar1 gosterirler. Bu etkilesimler zayif veya kovalent baglanmalar
seklinde olabilir ve islem DNA nin seker-fosfat zincirinin kesimi ile sonuglanabilir. Eger
bir ilag, seker-fosfat zincirinde tek bir kirik olusturursa molekiil, kapali ¢emberimsi
formdan (Form I) kirik ¢emberimsi forma (Form II) veya dogrusal forma (Form III)
doniistir. Eger ilk kirilmanin oldugu zincirin karsisindaki zincirde ilk kirtlmaya yakin bir
yerde ikinci bir kirilma olursa DNA molekiilii dogrusal forma doniisiir. Dolayisiyla, her
iki DNA zincirini karsilikli zincirlerden kesen bir ilag, Form I’in dogrudan Form III’e

doniismesine sebep olur.
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Sekil 9. Plazmid DNA’nin A) siipersarmal, B) kirik ve C) dogrusal formlari

DNA’nin kendisini kesen bir ilagla muamelesinden 6nce ve sonraki li¢ formun
miktarinin  Olgiilmesinden bu islemde olusan formlarin oranlar1 hakkinda fikir
edinilebilir. Bu bagil oranlar ayn1 zamanda madde tarafindan DNA kesim mekanizmasi
ve Ozgiinliikleri hakkinda bilgi verebilir. Mesela, eger kesim kimyasali belli bir zaman
icinde yalnizca bir zinciri kesiyorsa ve kesim 6zgiin degilse Form II DNA’daki bir¢cok
kirik Form III’e doniisiim i¢in 6nemli bir etken olacaktir. Bu sebeple, Form I DNA’nin
Form II’ye doniisiim orant Form II’'nin Form II’e doniisiim oranindan daha biiyiik
olacak ve Form I’in Form III’e doniisiimiiniin goriiniisteki oran1 kii¢iik olacaktir. Kesim
bu sekilde oldugunda kimyasalin “tek zincir kesim kimyasali” oldugu sdylenir. Diger
yandan, eger madde karsilikl1 iki yerden DNA’y1 kesiyorsa Form I’in Form III DNA’ya
donilisim oran1 onemli olacaktir. Form I’den daha fazla ilag molekiilii igeren ¢oklu
baglanma/kesme olaylar1 ile Form III olustugunda c¢ift zinciri kesimine denk bir durum
aciga cikar. Eger ilag yiiksek diizeyde dizi 6zgiinliigiine sahip ise kesme DNA’nin birkag
yeri ile sinirlandigi icin her iki zincirde yakin yerlerde kirilma ihtimali yiiksek olacaktir.
Mekanizmasina dikkat edilmeksizin, Form I’t dogrudan Form III’e doniistiiren kesim

kimyasallarina “cift zincir kesim kimyasallar1” denir (Goodisman vd., 1997).

1.5.1. Schiff Bazlan
Schiff bazlari, primer aminlerin aldehit ve ketonlarla meydana getirdigi
kondenzasyon iriinleridir. Cok esnek ve degisken yapisal 6zelliklerinden dolayr ¢ok

sayida Schiff baz1 ve kompleksi sentezlenmis ve incelenmistir (Raman vd., 2003). Schiff
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bazlar iyi bir azot dondr ligandi olarak da bilinmektedir. Bu ligandlar koordinasyon
bilesiginin olusmast sirasinda metal iyonuna bir veya daha c¢ok elektron ¢ifti
vermektedir. Schiff bazlarmin olduk¢a kararli 4, 5 veya 6 halkali kompleksler
olusturabilmesi i¢in azometin grubuna miimkiin oldugu kadar yakin ve yer degistirebilir
hidrojen atomuna sahip ikinci bir fonksiyonel grubun bulunmasi gereklidir. Schiff
bazlart RCH=NR¢ genel formiiliiyle de gosterilebilir, bu formiilde R ve R¢ alkil veya
alkil siibstitiientleridir (Sekil 10).
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E R H_I_ E E &
R ]
):—@—H — - R—clj—@—H
R0 H@IiI—H
H | "H H
H
E E
| | N RHC,R
R_(lj—o—H —_— R—ilj—D—H+ H —— 4+ HO
HEN 2H PN N
| H - H H
H

Sekil 10. Schiff bazinin olusum mekanizmasi

Schiff bazlarinin oldukg¢a genis calisma alanlar1 bulunmaktadir. Bu bilesiklerin metal
kompleksleri renkli maddeler olduklarindan, boya endiistrisinde o6zellikle tekstil
boyaciliginda pigment boyar maddesi olarak kullanilmaktadir (Serin ve Gok, 1988).
Inhibitor olarak kullanilan Schiff bazlarinin, benzen halkas: iizerinde bulunan
fonksiyonel gruplarin tiiriine bagli olarak inhibisyon etkilerinin degistigi, korozyon
davraniginda sicakligin etkisi ve diger termodinamik parametreler tayin edilerek bu
bilesiklerin miikemmel inhibitorler oldugu bulunmustur (Agrawal vd., 2004). Schiff

bazlarinin inhibisyon etkisinin, sentezinde kullanilan aldehit ve aminlerden oldugu tespit
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edilmis, molekiildeki amin grubunun bulunmasina bagli olarak inhibisyon etkisinin
arttig1 anlagilmistir (Desai vd., 1986).

Giiniimlizde koordinasyon bilesiklerinin endiistride ve biyolojik sistemlerdeki
onemi giderek artmaktadir. Schiff bazlarinin yapilarinda bulunan gruplardan dolay1 elde
edilen metal kompleksleri renkli maddeler olduklarindan boya endiistrisinde, 6zellikle
tekstil boyacilifinda, pigment boyar maddesi olarak kullanilmaktadir (Zeishen vd.,
1990). Ayrica boyar madde ve polimer teknolojisinde, ilag sanayinde, tipta, tarim
alaninda, roket yakiti hazirlanmasinda, biyolojik olaylarin aciklanmasinda ve daha bir
cok alanda bu bilesiklerden biiyiik dl¢lide yararlanilmakta ve yeni sentezlerin yapilmasi
yoniindeki calismalar yogun bir sekilde devam etmektedir (Digrak vd., 1997; Zeishen,
1987).

Son zamanlarda bazi metal kompleksleri, ila¢ sanayiinde, hastaliklarin teshis ve
tedavisinde onem kazanmaya baslamistir. Ozellikle kiikiirt igeren Schiff bazi1 metal
komplekslerinin antikanser 0zelliginin ortaya g¢ikarilmasindan sonra bu komplekslere
olan ilgi daha da artirmistir (Amirkhanov vd., 1999; Mirabelli vd., 1987; Klayman vd.,
1983; Kim and Lee 1992; Patel vd., 1989; Scovill vd., 1984; Zeishen vd., 1987). Schiff
baz1 komplekslerinin antikanser aktivitesine sahip olmasindan dolayr tip diinyasindaki
onemi giderek artmakta ve kanserle miicadelede reaktif olarak kullanilmasi
arastirilmaktadir (Mutterties vd., 1979). Ayrica fareler ilizerinde yapilan in vivo
arastirmalar ise Schiff bazlarinin Ascites Carcinoma Viriisiine karsi antikanser
aktivitesinin oldukga yiiksek oldugunu gostermistir (Patel vd., 1989). Ozellikle Schiff
bazlarinin platin komplekslerinin antitiimoral aktivite (Kuduk vd., 1994) gosterdigi
bilinmektedir. Yapilan birgok arastirmada bazi Schiff bazlarmin farkli oranlarda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi gorlilmiistiir (Yilmaz vd. 2003). Bunlarin yani sira
Schiff bazlarinin metal igerikli bilesiklerinin énemli Sl¢iide antiviral etkilerinin oldugu
bilinir (Jianhua vd., 2003).

Raman ve arkadaglarinin (2005) yaptig1 bir bagka calismada sentezlenen yeni
notral Schiff bazlart ve bunlarin Cu(Il), Co(Il) ve Zn(Il) bilesiklerinin S. aureus,
Bacillus subtilis, E. coli ve P. aeruginosa ve mantar Aspergillus niger ve Rhizoctonia
bataicola tizerinde cukur diflizyon metodu ile aktiviteleri test edilmis ve metal

komplekslerinin serbest ligandlara oranla daha etkili oldugu goriilmiistiir 4-hidroksi
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salisilaldehit ve L-alaninden olusan Schiff bazinin Bakir(Il), Cinko(II), Nikel(II),
Kobalt(Il) kompleksleri sentezlenmis ve bu bilesiklerin Ehrlich Ascites Carcinoma
Viriisiine kars1 antikanser aktivitesinin oldukca yiiksek oldugu fareler iizerinde yapilan
deneylerle gézlenmistir (Patel vd., 1989, Zeishen vd., 1990).

Niikleik asitlerin hidrolitik veya oksidatif olarak kirilmasi  biyolojik ve
farmakolojik olarak onem kazanmaya baslamistir. Niikleik asitlerin non degradatif ve
spesifik kesimleri DNA ve RNA yapisinin calisilmasina kemoterap6tik ajanlarin
dizayninin gen manipulasyonuna imkan saglamistir. Restriksiyon Endoniikleaz ve
Topoisomeraz, konversiyonel enzimatik niikleazlar molekliiler biyoloji uygulamalarinda
sitkca kullanildi. Son yillarda kimyasal niikleazlarin veya taklit niikleazlarin
modellenmesi ve farmakolojik biyoteknolojide kullanilmasi artti. Kimyasal niikleazlarin
konversiyonel enzimlere gore bazi1 avantajlar tespit edildi. Bunlar boyutlarinin kii¢iik
olmasit ve bunlardan biri makromolekiiliin yapisal olarak engellenmis bdlgelerine daha
fazla ulasilabilir olmasidir. Ayrica bu kimyasallar kataliz ya da kemoterapotik amaglar
icin manipule edilip tiirevlendirilebilir. Bu da kimyasal niikleazlarin biyolojik
calismalarda 6nemli araclar haline getirir. Birkag¢ gecis metali kompleksinin niikleolitik
aktivitesi genis olarak c¢alisilmistir. Bunlar DNA daki fosfodiester bagin1 pH ve 1s1
faktoriine bagh olarak kirar. Bunlar arasinda Bakir(I) ¢ok genis biyolojik aktiviteye
sahiptir ve bu bilesenler antitimor antiviral ve anti inflammatuar etkiye sahiptir.

Ek olarak ozellikle Schiff bazlarmin Zn(Il) kompleksleri ¢inko iceren
biyosistemlere modeldir. Oncelikli olarak bu bilesenler iizerine odaklanilmistir. Bir
Cinko(II) kompleksi olan 1,10 piyanotrolin ilk sentetik gecis kompleksidir ve niikleolitik
aktiviteye sahiptir. Diger bilesenler bleomycin, pirol, tiyoeter, oksim, peptit ve

imidazoldiir.

1.5.1.1. Triazoller ve Tiirevleri

Triazol, yapisinda ii¢ azot atomu bulunduran, bes-iiyeli halkaya sahip bir organik
yapidir (Sekil 11). Triazoller; bitkilerin biiylime, gelisme ve metabolizma faaliyetlerinde
etkili olan, onlarin abiyotik ve biyotik etmenlere karsi koyma yeteneklerini 6nemli
derecede etkileyen bilesiklerdir. Triazoller, herbisit ve sistemik fungusit tiirevleridir

(Fletcher vd., 1986). Triazol ve tlirevlerinden elde edilen Schiff bazlarinin, gida
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endistrisinde, antifungal, antibakteriyel, antikanser, antiviral ve cesitli biyolojik

aktivitelerinden dolay1 ¢ok genis kullanim alanina sahip oldugu bilinmektedir (Invidiata

vd., 1996; Mohamed ve Sharaby, 2007; Singh vd., 2007).
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Sekil 11. Triazoliin biyokimyasal yapisi ve tiirevleri

Ozellikle; HIV (human immunodeficiency virus), HPV (human papilloma virus)
tipi viriisleri ile savasmada 6nemli sonuglar alinmistir. Boyle metal kompleksleri; testis,
ovaryum, girtlak, beyin ve mesane tiimorlerinin tedavisinde de en iyi sonuglari
vermektedirler. 1,2,4-triazoller farmokolojik aktivite gostermektedirler. Triazoller;

kemoterapide kullanilan ilaglardir (Mishra vd., 1989)

1.5.1.2. Schiff Bazi-Metal Komplekslerinin Biyokimyasal Onemi

Schiff  bazlarmin  Mn(II) kompleksleri; mangan iyonlari bir¢ok
mikroorganizmada, bitkilerde, hayvanlarda redoks enzim sistemlerinde 6nemli rol oynar
ve kimi durumlarda katalizor olarak islev goriir. Mangan iyonlar bir¢ok yiikseltgenme
basamagma sahiptir. Son yillarda Mn(Ill) komplekslerinin sik¢a calisildigt
goriilmektedir. Oktahedral yapida bilesikleri daha yaygin olarak gozlenir (Raman vd.,
2002; Raman vd., 2003; Raman vd., 2005).

Schiff bazlarinin Ni(II) komplekslerinin kimyas: ilgi cekicidir. Ciinkii bu metal

birgok yiikseltgenme basamagi gosterir. Farkli oksidasyon basamagina sahip boyle
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kompleksler biyoinorganik kimyada ve redoks enzim sistemlerinde kuvvetli bir role
sahiptir ve biyolojik sistemlerin aktif yonleri i¢in temel modeller saglayabilir veya
katalizor olarak davranir. Degisik geometrilerde kompleksler verebilir (Raman vd.,
2002; Raman vd., 2003; Raman vd., 2005).

Schiff bazlarmin Cu(Il) kompleksleri ile ilgili ¢alismalar 1930°lu yillarda
baslamistir. Bakir komplekslerinin antibakteriyel aktivite gostermelerinden dolay1
caligmalar artan bir sekilde devam etmektedir. Cu(Il) iyonu degisik geometrilerde
kompleksler verebilir (Raman vd., 2002; Raman vd., 2003; Raman vd., 2005).

Schiff bazlarmin Zn(II) kompleksleri; antibakteriel aktivite gosterdiklerinden
dolay1 bu komplekslerle ilgili arastirmalar artmaktadir. Zn™ iyonu bir ¢ok biyolojik
proseste ¢ok oOnemli rol oynar. Zn(Il) iyonlar1 d" sisteminde oldugu icin sp°
hibritlesmesi yaparak tetrahedral yapida ve sp°d® hibritlesmesi yaparak oktahedral
yapida kompleksler verirler (Raman vd., 2002; Raman vd., 2003; Raman vd., 2005).

1.6. Calismanin Bilimsel ve Pratik Onemi

Laboratuvarlarimizda yapilan 6n caligmalarda metal komplekslerinin DNA ile
etkilesimi incelenmis, bazi metal komplekslerinin poliniikleotit zincirler iizerinde
kiriklar olusturdugu tespit edilmis, bu etkilesimin bazi komplekslerde zamana,
bazilarinda ise kompleksin konsantrasyonuna bagimli oldugu gézlenmistir. Dolayisiyla
bu 6n ¢alismada bazi 6zel metal komplekslerinin niikleaz mimigi olabilecegi sonucuna

varilmis ve ayrica niikleolitik aktivite i¢in gerekli ¢calisma sartlari optimize edilmistir.

Bu calismada bazi1 Schiff bazlar1 ve Mn(Il), Ni(II), Cu(1l) ve Zn(II) metalleriyle
yeni sentezlenen 20 adet Schiff baz1 metal kompleksinin DNA ile etkilesimi incelenmis

ve agagidaki amagclar planlanmistir:

a) Bu komplekslerin DNA’y1 pargalayabilme yeteneklerinin olup olmadig,

b) Bu etkisimin metal iyonuna, etkilesim periyoduna ve c¢esitli ortam sartlarina
bagimliligi,

c) Bu kompleksler niikleolitik olarak aktif ise DNA parcalama islemlerinde bir
seciciliklerinin olup olmadigi,

d) Bu komplekslerin DNA ile etkilesimlerinin niteligi ve mekanizmasi.
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2.YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

2.1.1. incelenen Schiff Bazlari
1,2,4-Triazol-{(1E)-[2-({4-({1-[(E)-(1,2,4-triazolimino)methyl]-2-naphthyl } oxy)-2,3-
bis[({1-[(E)-(1,2,4-triazolimino)metil]-2-naftil} oksi)metil]but-2-en-1-il } oksi)-1-
naftiljmetilen} amin ATR, 2-{[2-(4-{1-[(2-hidroksi-etilimino)-metil]- naftalen-2-
yloksi}-2,3-bis-{1-[(2-hidroksi-etilimino)-metil|-naftalen-2-yloksimetil } -biit-2-
eniloksi)-naftalen-1-ylmetilen]-amino-ethanol ETA, 3-Fenil propiyonik asit -{(1E)- [2-
({4-({1- [3-Fenil propiyonik - 2 asitimino) metil] 2naftil}okso)-2,3-bis[1-(E) [(3-Fenil
propiyonik-2acid imino)-metil]2naftil }okso ) metil] but-2-en-1-il}okso) - naftil]
metilen} amin potasyum tuzunun sentezi Fenil ve glisin Gli olarak tanimlandi. Bu
ligandlar ile Mn(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Zn(II) gecis metalleri kullanilarak asagidaki 20
cesit Schiff bazi metal kompleksi hazirlanmis (Baran,2009; Karaoglu,2009) ve her

bilesik, ligand tipi ve metalin simgesi kullanilarak asagidaki gibi numaralandirilmistir.
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Tablo.1 Schiff bazi-metal bilesiklerinin isimlendirmesi ve numaralandirmasi

Bilesigin kisaltmasi Bilesigin numaralandirmasi
ATR-Ni 1 numarali kompleks
Fenil —Cu 2 numarali kompleks
ETA- Cuy 3 numarali kompleks
Gli 4 numarali kompleks
ETA 5 numarali kompleks
ETA-Cu 6 numarali kompleks
ETA-Zn 7 numarali kompleks
Fenil 8 numarali kompleks
Gli-Mn 9 numarali kompleks
ATR-Zn 10 numarali kompleks
ATR-Mn 11 numarali kompleks
Gli-Ni 12 numarali kompleks
Gli-Cu 13 numarali kompleks
Fenil-Ni 14 numaral1 kompleks
Fenil-Zn 15 numarali kompleks
Gli-Zn 16 numaral1 kompleks
ATR-Cu 17 numarali kompleks
Fenil-Mn 18 numarali kompleks
ATR 19 numarali kompleks
ETA-Ni 20 numarali kompleks

Calisilan  Schiff bazlarinin metallerle yaptigi bilesiklerin kimyasal yapilar

asagidaki gibidir ( Sekil 12-16).
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Sekil 12. Amino triazol ligandinin Mn(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Zn(II) metal kompleksleri
(Baran, 2009)

(ClO,),

M
Ni(II)
CulII)
Zn(IT)

Sekil 13. Etanol amin ligandinin Mn(II), Ni(II), Cu(Il) ve Zn(II) metal kompleksleri
(Karaoglu vd., 2009)
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Sekil 14. Etanol amin ligandinin Cuy metal kompleksi (Karaoglu vd., 2009)
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Sekil 15. Fenil ligandinin Mn(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Zn(II) metal kompleksleri (Baran,
2009)
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Sekil 16. Glisin ligandinin Mn(II), Ni(II), Cu(Il) ve Zn(II) metal kompleksleri

Calismanin tamaminda daha 6nceden sentezlenen ve kirik form (Form II) DNA
olusturma yoniinde niikleolitik aktivitesi oldugu bilinen 2,2°-[2,3-Bis(1-formyl-2-
naphthyloxymethyl)-but-2-ene-1,4-diyldioxy]bis(naphtha-lene-1-carbaldehyde) bilesigi
(TE-MA-Cu) pozitif kontrol olarak kullanmilmistir (Karaoglu vd., 2009). Pozitif kontrol
olarak kullanilan bilesigin kimyasal yapisi asagidaki gibidir (Sekil 17).

(ClOy),

M A B X
Mn(II) Clo,- Clo, : (&)
R:Phenyl  Ni(ID cao, co;y - @
Cu(II) Clo, ClO, - (5)
B '/ Zod) Clo; Clo; - (6

R—N B

| Mn(II) Clo, Clo, - (8)
R:Methyl  Ni(II) Clo, Clo,; - (N
Cu(II) ClO, - z (10)
Zn(ID) Clo, - 2 (11)

Sekil 17. TE-MA-Cu bilesiginin kimyasal yapis1 (Karaoglu vd. , 2009)
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Caligmanin tamaminda yukarida listelenen 20 kompleksin pH, sicaklik, madde
konsantrasyonu ve zamana bagli olarak DNA iizerindeki niikleolitik aktivitesi

incelenmistir.

2.1.2. DNA Substratlarimin Hazirlanmasi

DNA substrat olarak pUCI8 plazmit DNA’st kullanildi. pUCI18 2686 bp
uzunlugunda kii¢iik ve ¢ok kopyali bir E.coli plazmitidir. Karsilikli bolgelere yerlesen
MCS(multi cloning site)leri haricinde karakteristiktir (Sekil 18).

Eco01091 2674 Pfol 46 BstAPl 179

Aatil ?ﬁ”h
Sspl 2501

Scal 2177

Al Psel ang
Gsul 1784

Eam11051 1694 BseYl 1110

‘ll"t[:ai[ 127
Hincll Cfral Ecit3gll
AccB5l
__Pstl Sall Ecogsl Eca2dl EcoRI
M1B/pUG sequencing primer (-20), 17-mer 3?9 Hindlii  Pael M Xmil _ Xbal BamHi Smal Kpnl Saci Xapl 4.55

5 G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT
3"CATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCA
LacZ «<——WVal val Ala Leu Ala Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr

AAT CAT GGT CATAGC TGTTTC CTG 3
TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC &
lie Met Thr Met

marpf.lc Feverse sequencing primer (26), 17 mes

Sekil 18. pUC18 plazmitinin sematik goriintiisii ( MBI Fermentas)
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pUCI18 plazmitini tasiyan E.coli DH5a hiicresi LB besiyerinde (1 L de; 10 g
tripton, 5 g maya ekstragi, 5 g sodyum kloriir i¢eren besiyeri sodyum hidroksit ile pH
7.5’¢ ayarlandi ve otoklavda 121 °C’de 1.1 atm basing altinda 15 dakika bekletilip steril
edilerek hazirlandi) biiyiitiilerek plazmit DNA izole edildi. Biiylitiilen hiicrelerden
plazmit izolasyonu plazmit purifikasyon kiti (Promega-ABD) kullanilarak izole edildi.
DNA konsantrasyonu Thermo marka nanodrop kullanilarak 6l¢iildii. DNA’nin kalitesi
%1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek belirlendi. Tiim reaksiyonlarda 100 ng’a karsilik gelecek
sekilde kullanild.

2.1.3. Schiff Bazlarinin Sentezi ve Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Calismanin tamaminda kullanilan kompleksler Rize Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimiinde TUBITAK 1077383 No.lu proje kapsaminda
sentezletilmistir. Tiim kompleksler, son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde DMSO’da

¢Oziilerek hazirlandi.

2.1.4. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Komplekslerin optimum DNA kesim aktivite kosullarinin pH’ya bagimliligini
belirlemek icin tiim kompleksler ile ¢esitli pH araliklarinda deneyler yapildi. Bu amag
i¢in, 500 mM KHPO4 pH: 5.0-7.5) ve 200 mM konsantasyonda Tris-Base (pH:8.0-10.0)

tampon ¢ozeltileri hazirlandi.

2.1.5. Agaroz Jelde Goriintii

Niikleolitik aktivite deneylerinde kullanilmak {izere pUC18 plazmiti E.coli DH5a
hiicrelerinden saflagtirilmistir. 25 ng/pL konsantrasyonda nerede ise tamamu siipersarmal
formda plazmit DNA’s1 izole edildi. DNA’nin agaroz jel goriintiisii Sekil 19A’daki
gibidir. Siipersarmal ve linear plazmit formlar1 arasindaki farki gormek icin pUCI18

plazmit DNA’s1 Hindlll ile kesilmistir (Sekil 19B).
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Sekil 19. (A) Degisik konsantrasyonlarda pUCI18 plazmitinin agaroz jel goriintiisii, (B)
pUC18 plazmitinin HindllI restriksiyon endoniikleaz kesimi.

2.2. Cesitli Parametrelerin Aktivite Uzerine Etkisi
2.2.1. pH’nin Niikleolitik Aktivite Uzerine Etkisinin Arastirlmasi

pH’ nin komplekslerin aktivitesine etkisinin belirlenmesi i¢in reaksiyonlar 100 ng
plazmit DNA, her bir pH i¢in 50 mM tampon, 200 uM her bir kompleks kullanilarak
tizeri su ile tamamlanacak sekilde toplam 10 pL hacimde gercgeklestirilmistir.
Reaksiyonlar 16 saat siire ile 37°C’de gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonlar
Orange G stop boyasi ile sonlandirilip %1°lik agaroz jelde 96 V’luk potansiyelde 45
dakika yiiriitiilerek goriintiilendi. Linear pozisyonu goriintiilemek i¢in HindIll kesimi
pozitif olarak kullanilmistir. HindlIll kesimi i¢in reaksiyon 100 ng plazmit DNA, 10
tinite HindlIll ve 1X Buffer E ile lizeri su ile tamamlanacak sekilde 10 pL 37°C’de

hacimde gerceklestirilmistir.

2.2.2. Sicakhigin Niikleolitik Aktivite Uzerine Etkisinin Arastirlmasi

Sicakligin komplekslerin aktivitesine etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerin
tamaminda reaksiyonlar 100 ng plazmit DNA, her bir pH i¢in 50 mM tampon, her bir
kompleksten 200 uM kullanilarak iizeri su ile tamamlanacak sekilde toplam 10 pL
hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar 16 saat siire ile sirasiyla 22°C, 37°C, 50°C,
60°C ve 70°C’de gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonlar Orange G stop boyas1
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ile sonlandirilip %1’lik agaroz jelde 96 V’luk potansiyelde 45 dakika yiiriitiilerek

goriintlilendi.

2.2.3. Madde Konsantrasyonunun Niikleolitik Aktivite Uzerine Etkisinin
Arastirilmasi

Madde konsantrasyonunun komplekslerin aktivitesine etkisinin belirlenmesi i¢in
reaksiyonlar 100 ng plazmit DNA, 50 mM tampon (pH: 8.0), 150 uM, 300 uM, 450 uM,
600 uM, 750 uM her bir kompleksten kullanilarak iizeri su ile tamamlanacak sekilde
toplam 10 puL hacimde gergeklestirildi. Metallerin saf halinin etkisini arastirmada pozitif
kontrol olarak Ni(II), Cu(Il) ve Zn(II) metallerin perklorat tuzlar1 DMSO’da ¢ozlinmiis
sollisyonlar1 kullanilmistir. Reaksiyon 300 uM metal soliisyonu, 100 ng plazmit DNA,
50 mM pH: 8.0 tampon kullanilarak iizeri su ile tamamlancak sekilde toplam 10 pL
hacimde gergeklestirildi. Madde konsantrasyonunun komplekslerin aktivitesine etkisinin
belirlenmesi i¢in yapilan deneylerin tamami pH: 8.0 ve 37°C’de 16 saat siireyle
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi reaksiyonlar Orange G stop boyast ile sonlandirilip

%1’lik agaroz jelde 96 V’luk potansiyelde 45 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi

2.2.4. Reaksiyon Siiresinin Niikleolitik Aktiviteye Etkisinin Arastirilmasi

Zamana bagli niikleolitik aktivitenin arastirilmasi i¢in reaksiyonlar 100 ng plazmit
DNA, 50 mM tampon (pH: 8.0), her bir kompleksten 200 uM kullanilarak {izeri su ile
tamamlanacak sekilde toplam 10 pL hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyonlar sirasiyla
15 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 8 saat ve 16 saat siire ile 37°C’de gergeklestirildi.
Inkiibasyon sonrasi reaksiyonlar Orange G stop boyasi ile sonlandirilip %1°lik agaroz

jelde 96 V’luk potansiyelde 45 dakika yiiriitiilerek goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. Komplekslerin Niikleolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Sentez edilen maddelerin pUCI18 plazmiti lizerindeki niikleolitik aktivitesine
pH’nin etkisinin aragtirilmasi i¢in deneyler her madde i¢in 1,5 mL’lik santrifuj tiipte 10
uL hacimde yapildi. Niikleolitik aktivitenin olup olmadiginin arastirilmasi i¢in deneyler
karsilastirma yapabilmek i¢in 3 tip DNA olmas1 gerekliydi. Bunlardan birincisi
siipersarmal DNA’y1 ifade eder (Form I) ve negatif kontrol (Form I) olarak
isimlendirilmistir. Ikincisi tek iplikte kirik olan DNA (nicked DNA) olarak kullanild: ve
Form II olarak isimlendirildi. Ugiinciisii lineer DNA’y1 ifade eder (Form III). pUC18
DNA’s1 restriksiyon endoniikleaz HindlIll ile kesilerek lineer DNA olusturuldu ve Form
III i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi. Calismamizda kullanilan DMSO ve tampon

cozeltiler plazmit DNA {izerinde herhangi bir form degisimine sebep olmamastir.

Bu ¢alismada pH: 5.0-10.0 aras1 tiim degerlerde ve tiim maddeler i¢in ayr1 ayri
reaksiyon ortami hazirlanarak 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
reaksiyon lriinlerine 3 pL Orange G yiiriitme tamponu eklenerek %]1°lik agaroz jele
yiiklendi. 96 V’luk potansiyelde 45 dk elektroforez yapildiktan sonra UV 15181 altinda
gozlem yapilarak goriintii alind1 (Sekil 20).
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Sekil 20. pH: 5.0 — 10.0 arasinda degisen pH araliklarda ¢alismada kullanilan tiim
maddelerin niikleolitik aktivitelerinin arastirilmasinin agaroz jel analizi. 21;
pozitif kontrol (DNA+TE-MA-Cu+sut+tampon), NC; DNA+Su, RE; DNA+

Hind]IIl.
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Farkli pH degerlerinde niikleolitik aktiviteninn arastirilmasi sonucunda; 1 no.lu
kompleks pH araligina bagli olmaksizin ortamdaki tiim DNA’y1 hidroliz etmistir. 2, 3, 6,
13 numarali kompleksler pH: 5.0-7.5 arasinda pH yiikseldik¢e artacak sekilde plazmit
DNA’y1 Form I den Form II’ye doniistiirmiistiir ve pH: 8.0-10.0 aras1 ise nispeten daha
diisiik aktivite gostermistir. 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 18 numarali kompleksler pH:
5.0-7.5 arasinda aktivite gostermemistir. pH: 8.0-10 arast degerlerde Form I’den Form
I’ye doniisiim olmakla beraber total DNA miktarinin azalmasi gozlenmistir. 15
numarali kompleks pH: 5.0-6.5 arasinda aktivite gostermemis, pH: 7.0-10.0 arasinda
artarak Form I’den Form II’ye doniisiime sebep olmustur. 16 numarali kompleks pH:
5.0-6.5 arasinda aktivite gostermemis, pH: 7.0-8.5 arasinda artarak Form I’den Form
II’ye doniisiime sebep olmustur. pH: 9.0-10.0 arasinda nispeten daha diisiik aktivite
gostermistir. 17 numarali kompleks pH: 5.0-6.0 arasinda aktivite gostermemis, pH: 6.5-
10.0 arasinda artarak Form I’den Form II’ye doniisiime sebep olmustur. 19 numarali
kompleks pH: 5.0-7.0 arasinda aktivite gostermemis, pH: 7.5-10.0 arasinda diisiik
miktarda Form I’den Form II’ye doniisiime sebep olmustur. 20 numarali kompleks pH:
5.0-7.5 arasinda diisiik miktarda Form I’den Form II’ye doniisiime sebep olmus, pH:
8.0-10.0 arasinda DNA’y1 cok kiiciik fragmentlere hidroliz ettiginden herhangi bir bant
gbzlenmemistir.

Komplekslerin niikleolitik etkinliklerinin pH’ya bagimliliklart incelendiginde 4, S,
7,8,9,10, 11, 12, 14 ve 18 numarali komplekslerin ¢ok diisiik aktivite gosterdigi ya da
aktivite gostermedigi tespit edildiginden deneylere niikleolitik aktivitesi yiiksek olan

komplekslerle devam edilmistir.

3.2. Niikleolitik Aktivite Gosteren Komplekslerin Karakterize Edilmesi
3.2.1. pH’ya Bagh Aktivitenin Belirlenmesi

pH: 5.0-10.0 arasinda yapilan deneyler sonucunda 1, 2, 3, 6, 13, 15, 16, 17, 19 ve
20 numarali komplekslerde yiiksek niikleolitik aktivite oldugu goézlenmistir. Ayni
zamanda DNA ile beraber Ni(Il), Cu(Il), Zn(Il) ve Mn(Il) varliginda, Cu(Il) ve
Zn(I)’nin pH’nin yiikselmesine bagli olarak aktivite gosterdigi, Ni(Il)’nin pH’ nin

yiikselmesine bagli olarak nispeten daha az aktivite gdsterdigi sonucu elektroforez ile
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belirlendi. Bu maddelerin aktivitelerine pH’nin etkisi tekrar calisildi. Elde edilen
sonuclar Sekil 21°deki gibidir.

Situn-> 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

e P 50

1516 17 19 20 Ni“Ci’Zn PC NCRE
>Form II
->Form III
>Form [

e pH:6.0
20 Ni Cu Zn PC NC RE

T T
1

Ni“Cd Z# PC NC

pH: 9.0

N CEZf PC NC RE

pH: 10.0
NitCilza PC NC RE

Sekil 21. Niikleolitik aktivite gosteren komplekslerin pH: 5.0-10.0 arasindaki
etkinliginin agaroz jel analizi.
1 numarali kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi

cesitli pH seviyelerinde %18-27 arasinda cesitlilik gostermis, plazmit DNA’nin
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degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH yiikseldikce artacak sekilde %51°den
%74’e dogru ylikselmistir (Sekil 21-stitun 1), (Tablo 2,3). 2, 3, 6 ve 13 numaral
komplekslerin olduk¢a benzer davranis gosterdikleri goriilmiistiir. 2 numaral
kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-8.0 arasinda
%70’e kadar artmis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %61’e diismiistiir; plazmit DNA’nin
degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi cesitli pH seviyelerinde %1-13 arasinda
cesitlilik gostermistir (Sekil 21-siitun 2), (Tablo 2,3). 3 numarali kompleksin kirik form
olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-7.0 arasinda sirastyla %42, %46 ve
%38 gibi degerler almis pH: 8.0’de %34’e diismiis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %59-
65’e ylikselmistir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH:
5.0-8.0 arasinda %44’e kadar artmis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %15’e diismiistiir
(Sekil 21-siitun 3), (Tablo 2,3). 6 numarali kompleksin kirik form olusturma ydniindeki
niikleolitik aktivitesi pH yiikseldik¢e artacak sekilde %34’ten %49’a yiikselmistir;
plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi ¢esitli pH seviyelerinde
%10-35 arasinda cesitlilik gostermistir (Sekil 21-siitun 4), (Tablo 2,3). 13 numaral
kompleksin kirtk form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH yiikseldikge
%74’ten %45°e diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik
aktivitesi ¢esitli pH seviyelerinde %3-38 arasinda cesitlilik gostermistir (Sekil 21-siitun
5), (Tablo 2,3). 15 numarali kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik
aktivitesi pH: 5.0-8.0 arasinda %65’e kadar artmis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %37’ ye
diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi ¢esitli pH
seviyelerinde %15-38 arasinda ¢esitlilik gdstermistir (Sekil 21-siitun 6), (Tablo 2,3). 16
numarali kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-8.0
arasinda %48’e kadar artmis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %33’e diismiistiir; plazmit
DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi ¢esitli pH seviyelerinde %16-
34 arasinda cesitlilik gostermistir (Sekil 21-siitun 7), (Tablo 2,3). 17 numarah
kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH yiikseldikce
artacak sekilde %27’den %@41°’e yiikselmistir ve plazmit DNA’nin degradasyonu
yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-8.0 arasinda %45’e kadar artmis, pH: 9.0-
10.0’da ise bu deger %28’e diigmiistiir (Sekil 21-siitun 8), (Tablo 2,3). 19 numaral

kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-8.0 arasinda
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%29’dan %22’ye diismiis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %42’ye ylikselmistir; plazmit
DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-9.0 arasinda %44’e
kadar artmis, pH: 10.0’da ise bu deger %22’ye diismiistiir (Sekil 21-siitun 9), (Tablo
2,3). 20 numaral1 kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH:
5.0-8.0 arasinda %?24’ten %16’ya diismis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %39’a
yiikselmistir; plazmit DNA’nin hidrolizi yoniindeki niikleolitik aktivitesi pH: 5.0-8.0
arasinda %43’ten %65’e kadar artmis, pH: 9.0-10.0’da ise bu deger %50’ye diismiistiir
(Sekil 21-siitun 10), (Tablo 2,3).

3.2.2. Sicakh@a Bagh Niikleolitik Aktivitenin Incelenmesi

Bu calismada pH: 5.0-10.0 arasi tiim degerlerde ve tiim maddeler i¢in ayr1 ayri
reaksiyon ortami hazirlanarak sirasiyla 22°C, 37°C, 50°C, 60°C ve 70°C de 16 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon iiriinlerine 3 pL orange G yiiriitme
tamponu eklenerek %]1°lik agaroz jele yiiklendi. 96 V’luk potansiyelde 45 dakika
elektroforez yapildiktan sonra UV 15181 altinda gozlem yapilarak goriintii alindi. Buna

gore elde edilen sonuclar Sekil 22-26’daki gibidir.
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Sekil 22. Komplekslerin pH: 5.0-10.0’da ve 22°C’de aktivitelerinin karsilastirilmasinin
agaroz jel analizi.
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Sekil 23. Komplekslerin pH: 5.0-10.0’da ve 37°C’de aktivitelerinin karsilastirilmasinin
agaroz jel analizi.
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Sekil 24. Komplekslerin pH: 5.0-10.0°da ve 50°C’de aktivitelerinin karsilastirilmasinin
agaroz jel analizi.
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Sekil 25. Komplekslerin pH: 5.0-10.0’da ve 60°C’de aktivitelerinin karsilastirillmasinin
agaroz jel analizi.
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Sekil 26. Komplekslerin pH: 5.0-10.0°da ve 70°C’de aktivitelerinin karsilastirilmasinin
agaroz jel analizi.

1 numarali kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi
cesitli sicaklik degerlerinde %13-29 arasinda; plazmit DNA’nin  degradasyonu
yoniindeki niikleolitik aktivitesi ¢esitli sicaklik degerlerinde %50-74 arasinda cesitlilik
gostermistir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5). 2 numarali kompleksin kirik form olusturma
yoniindeki niikleolitik aktivitesi sicaklik degerlerinde %19-70 arasinda; plazmit
DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi g¢esitli sicaklik degerlerinde
%1-66 arasinda cesitlilik gostermistir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5). 3 numarali kompleksin
sicaklik arttikca kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi %43’ten %17’ ye
diismiis, plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi %4’ten %69’a
yikselmistir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5). 6 numarali kompleksin 22°C-37°C arasinda
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kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi %27°den %47’ye ylikselmis;
sicaklik yiikseldikce bu deger %19’a diismistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu
yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C—60°C arasinda %9°dan %43’e yiikselmis, 70°C’de
%19’a dismistiir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5). 13 numarali kompleksin kirik form
olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C—60°C arasinda %46’dan %59’a
yiikselmis, 70°C’de %16’ya diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi sicaklik arttikca %69’a kadar artmistir. 15 numarali kompleksin
kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi sicaklik arttikga %71°e kadar
artmig; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C — 50°C
arasinda %9’dan %40’a yiikselmis, 70°C’de %5’e diismiistiir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5).
16 numarali kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi sicaklik
arttikca %78’e kadar artmis; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik
aktivitesi 22°C-37°C arasinda %20’den %29’a yiikselmis, 70°C’de %5’e kadar
dismiistiir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5). 17 numarali kompleksin kirik form olusturma
yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C— 60°C arasinda %26’dan %54’¢ yiikselmis,
70°C’de %19’a diigmiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik
aktivitesi 22°C-37°C arasinda %20’den %45’e yiikselmis, 50°C’de hidroliz olmamus,
60°C’de %12 ve 70°C’de %63 olacak sekilde gerceklesmistir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5).
19 numarali kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C—
50°C arasinda %29’dan %46’ya yiikselmis, 70°C’de %29’a diismiistiir; plazmit
DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C — 37°C arasinda %7’den
%38’e ylikselmis, 70°C’de %29’a diismiistir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5). 20 numarali
kompleksin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C—50°C arasinda
%25’den %75’ yiikselmis, 70°C’de %22’ye digmiistiir; plazmit DNA’nin
degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi 22°C—50°C arasinda %28’den %75’e
ylikselmis, 70°C’de %61 e diismiistiir (Sekil 22-26), (Tablo 4,5).

3.2.3. Madde Konsantrasyonuna Bagh Aktivitenin incelenmesi
Daha once yapilan ¢aligmalarda niikleolitik aktivite gosteren maddelerin hangi
konsantrasyonda daha etkin c¢alistiklar1 incelendi. Yapilan kontrol deneyleri DNA ile

ligand ve komplekslerde mevcut olan metallerin tuzlarinin ¢ozeltileri ile muamele
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edilerek gergeklestirildi. Bu ortamlarda siipersarmal DNA’nin bagil oraninda bir
degismeye sebep olup olmadigi kontrol edildi. Tiim maddelerde konsantrasyonun
artisinin ise DNA tizerindeki niikleolitik aktivitenin artisina sebep oldugu goézlendi.

ATR ve ETA ligandlarinin Ni(II) ile yaptig1 komplekslerde;

ATR-Ni kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 150
uM-450 uM konsantrasyon arasinda %36’dan %44’e yiikselmis, bu konsantrasyondan
itibaren iriin miktar1 degismemistir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi konsantrasyon arttikca %48’den %53’e yiikselmistir. ETA-Ni
kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi konsantrasyon
arttikca %23-30 arasinda seyretmis, plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi konsantrasyon arttikga %34’ten %56’ya yiikselmistir. (300 pM)
Ni(Il) ¢ozeltisi ise diisiik oranda Form I DNA’dan Form II DNA’ya doniisiime sebep
olmustur (Sekil 27), (Tablo 6,7).

Sekil 27. ATR ve ETA ligandl1 Ni(II) komplekslerinin konsantrasyona bagl niikleolitik
aktivitelerinin agaroz jel analizi.

ATR, ETA, Fenil ve Gli ligandlarinin Cu(Il) ile yaptig1 komplekslerde;

Fenil-Cu kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi
150uM-300 uM konsantrasyon arasinda %18’den %53’e yiikselmis, konsantrasyon
artttkca bu deger %30’a diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi konsantrasyon arttikga %9’dan %52’ye yiikselmistir. ETA-Cuy
kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi aktivitesi 150 pM-

300 uM konsantrasyon arasinda %50’den %64 e yiikselmis, konsantrasyon arttikca bu
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deger %42’ye dismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik
aktivitesi 150 uM-300 uM konsantrasyon arasinda %32°’den %4’e dlismiis,
konsantrasyon arttikca bu deger %43’e yiikselmistir. ETA-Cu kompleksinin kirik form
olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 150 pM-600 uM konsantrasyon arasinda
%35’ten %57’ye yiikselmis, 750 uM konsantrasyonda bu deger %37’ye diismiistiir;
plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi 450 pM-750 uM
konsantrasyon arasinda %10’dan %34’e yiikselmistir. Gli-Cu kompleksinin kirik form
olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 150 pM-300 uM konsantrasyon arasinda
%29’dan %59’a yiikselmis, 450 uM-750 uM konsantrasyon arasinda bu deger %42’ye
diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi %18-30
arasinda cesitlilik gostermistir. ATR-Cu kompleksinin kirik form olusturma ydniindeki
niikleolitik aktivitesi 150 puM-600 pM konsantrasyon arasinda %24’ten %59’a
yiikkselmis, 750 uM konsantrasyonda bu deger %31’e diigmiistiir; plazmit DNA’nin
degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi konsantrasyon arttikca %20°den %54’e
yiikselmistir. (300 uM)Cu(Il) ¢ozeltisi ise diisikk oranda Form I DNA’dan Form II
DNA’ya doniisiime sebep olmustur (Sekil 28), (Tablo 6,7).
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Sekil 28.

FENIL-CLI

150 10 l]

ETA-CLI
150 300 00

ETA-CU4
150 300

AITR-CU

150 300

ATR, ETA, Fenil ve Gli ligandlarinin Cu(Il) ile yaptigi komplekslerin
konsantrasyona bagli niikleolitik aktivitelerinin agaroz jel analizi.

Fenil ve Gli ligandlarinin Zn(II) ile yaptig1 komplekslerde; Fenil-Zn kompleksinin

kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi ¢esitli konsantrasyonlarda %39-77

arasinda cesitlilik gdstermis; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik

aktivitesi c¢esitli konsantrasyonlarda %2-30 arasinda cesitlilik gostermistir. Gli-Zn

kompleksinin kirtk form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi konsantrasyon

arttikca %37°den %47’ye yiikselmistir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki

niikleolitik aktivitesi 450 uM-750 pM konsantrasyonda %32’den %26’ya diismiistiir.
(300 uM) Zn(Il) ¢ozeltisi ise diisiik oranda Form I DNA’dan Form II DNA’ya
dontisiime sebep olmustur (Sekil 29), (Tablo 6,7).
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FENIL-ZN
150 300 450

GLI-ZN
150 300 450 600 750 ZN PC

Sekil 29. Fenil ve Gli ligandlarimin Zn(Il) ile yaptig1 komplekslerin konsantrasyona
bagli niikleolitik aktivitelerinin agaroz jel analizi.

Ligand olarak kullanilan ATR’nin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik
aktivitesi konsantrasyon arttikca %15’ten %38’e, plazmit DNA’nin degradasyonu
yoniindeki niikleolitik aktivitesi konsantrasyon arttikca %12°den %24’e yiikselmistir
(Sekil 30), (Tablo 6,7).

ATR

150 300 450 600 750

Sekil 30. ATR ligandinin konsantrasyona bagli niikleolitik aktivitelerinin agaroz jel
analizi.

3.2.4. Reaksiyon Siiresine Bagh Aktivitenin Incelenmesi

Bu calismada farkli oranlarda niikleolitik aktivitesinin oldugu belirlenen
maddelerin sirasiyla 15 ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 8 saat ve 16 saat siireyle
plazmit DNA ile muamelelerinin sonuglar1 izlendi.

ATR ve ETA ligandlarmin Ni(Il) ile yaptigi komplekslerde; ATR-Ni
kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 15 dakika-4 saat
zaman araliginda %21°den %35’e yiikselmis, 16 saat sonunda bu deger %14’e

diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi reaksiyon
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stiresi arttikca %30’dan %74’e yiikselmistir. ETA-Ni kompleksinin kirik form olusturma
yoniindeki niikleolitik aktivitesi 15 dakika-8 saat zaman aralifinda %14’ten %42’ye
yikkselmis, 16 saat sonunda bu deger %I16’ya diismistlr; plazmit DNA’nin
degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi reaksiyon siiresi arttikga %17’ den %65°¢e
yiikselmistir. (300 pM) Ni(Il) c¢ozeltisi ise ¢cok diisiik oranda Form I DNA’dan Form II
DNA’ya doniisiime sebep olmustur (Sekil 31), (Tablo §,9).

-ETA-Ni

15m 30m 1h 2h 4ah £h 16h

ATR-Ni
15m30m 1h 2h 4h 8h 16h

Sekil 31. ATR ve ETA ligandlarinin Ni(II) komplekslerinin reaksiyon siiresine bagl
niikleolitik aktivitelerinin agaroz jel analizi (m: dakika, h: saat).

ATR, ETA, Fenil ve Gli ligandlarinin Cu(Il) ile yaptig1 komplekslerde; Fenil-Cu
kompleksinin kirtk form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi reaksiyon siiresi
arttikca %23’ten %70’e yiikselmis, plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi ¢esitli reaksiyon siirelerinde %5-9 arasinda seyretmistir. ETA-Cuy
kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 15 dakika-8 saat
zaman araliginda %35°den %62’ye yiikselmis, 16 saat sonunda bu deger %34’e
diigmiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi sadece 16
saatlik reaksiyon sonucunda %44 oraninda gerceklesmistir. ETA-Cu kompleksinin kirik
form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 15-30 dakika zaman araliginda %66’dan
%71’e yiikselmis, 16 saat sonunda bu deger %47’ye diismiistiir; plazmit DNA’nin
degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi 15 dakikada %7, 16 saatte %25 seklinde
gerceklesmistir. Gli-Cu kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik
aktivitesi reaksiyon siiresi arttikga %33’ten %59’a yilikselmistir; plazmit DNA’nin

degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi sadece 16 saatlik reaksiyon sonucunda
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%22 oraninda gergeklesmistir. ATR-Cu kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki
niikleolitik aktivitesi 15 dakika- 8 saat zaman araliginda %39°dan %52 ye yiikselmis, 16
saat sonunda bu deger %30’a diigmiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi sadece 16 saatlik reaksiyon sonucunda %45 oraninda
gerceklesmistir. (300uM) Cu(Il) c¢ozeltisi ise diisiik oranda Form I DNA’dan Form II
DNA’ya doniisiime sebep olmustur (Sekil 32), (Tablo 8§,9).

FEMIL-Cu
15m 20m 1h

ETA-Cu4d
15m 30m 1h

ETA-Cu
15m 30m 1h

GLI-Cu
15m 3I0m

ATR-Cu
15m 30m 1h 2h 4h 8h

Sekil 32. ATR, ETA, Fenil ve Gli ligandlarinin Cu(Il) ile yaptigi komplekslerin
reaksiyon siiresine bagl niikleolitik aktivitelerinin agaroz jel analizi.

Fenil ve Gli ligandlarinin Zn(II) ile yaptig1 komplekslerde; Fenil-Zn kompleksinin
kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi reaksiyon siiresi arttikca %31’den
%65’e yiikselmistir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi
sadece 16 saatlik reaksiyon sonucunda %15 oraninda ger¢eklesmistir. Gli-Zn
kompleksinin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitesi 15 dakika-8 saat

zaman araliginda %40’tan %52’ye yiikselmis, 16 saat sonunda bu deger %48’e
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diismiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitesi sadece 16
saatlik reaksiyon sonucunda %29 oraninda ger¢eklesmistir. (300uM) Zn(II) ¢ozeltisi ise
diisiik oranda Form I DNA’dan Form II DNA’ya doniisiime sebep olmustur (Sekil 33),
(Tablo 8,9).

FENIL-Zn
15m 30m 1h 2h Ah 2h 16h Zn

GLi-Zn
15m 30m 1h

Sekil 33. Fenil ve Gli ligandlarmin Zn(II) ile yaptig1 komplekslerin reaksiyon siiresine
bagli niikleolitik aktivitelerinin agaroz jel analizi.

Ligand olarak kullanilan ATR’nin kirik form olusturma yoniindeki niikleolitik
aktivitesi 15 dakika - 8 saat zaman araliginda %22’den %47’ye yiikselmis, 16 saat
sonunda bu deger %?22’ye diigmiistiir; plazmit DNA’nin degradasyonu yoniindeki
niikleolitik aktivitesi sadece 16 saatlik reaksiyon sonucunda %38 oraninda

gerceklesmistir (Sekil 33), (Tablo 8,9).

ATR
15m 30m 1h 2h 4h 8h 16h PC NC RE

Sekil 34. ATR ligandinin reaksiyon siiresine bagli niikleolitik aktivitesini agaroz jel
analizi.
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4. TARTISMA

pUCI18 plazmiti kullanilarak g¢esitli komplekslerin niikleolitik aktivitesinin
arastirildigit  bu ¢alismada yukaridaki bulgular elde edilmistir. Reaksiyonlarda
komplekslerin DNA’nin siipersarmal yapisi iizerinde her hangi bir degisim olusturup
olusturmadigr arastirildi. Kompleks yoklugunda DNA {izerinde herhangi bir
elektroforetik degisim gézlenmedi. DNA ile beraber Ni(II), Cu(Il), Zn(II) ve Mn(II)’nin
perklorat tuzlariin varliginda, Cu(Il) ve Zn(II)’nin pH’nin yiikselmesine bagli olarak
aktivite gosterdigi, Ni(Il)’nin pH nin yiikselmesine bagli olarak nispeten daha az aktivite

gosterdigi, Mn(II) nin ise hi¢ aktivite gostermedigi sonucu elektroforez ile belirlendi.

Kompleksler ile gerceklestirilen deneysel calismalar agaroz jel elektroforeziyle
analiz edildi. DNA ile pH, sicaklik, konsantrasyon ve reaksiyon siiresi gibi ¢esitli ortam
parametrelerine baglh olarak siipersarmal DNA’nin kirik, lineer ve daha kiicik DNA
pargaciklarinin varligi gézlendi.

Komplekslerin hicbirinin plazmit DNA’y1 (Form I) lineer DNA’ya (Form III)
doniistiirmedigi; ancak reaksiyonlarda kirik form (Form II) olusumu veya plazmit
DNA’nin degradasyonunun gerceklestigi gozlemlendi. Elde edilen verilere gore kirik
form olusturma yoniindeki niikleolitik aktivitelerine gore en aktif bilesikler sirastyla Gli-
Cu, Fenil-Cu, Fenil-Zn, ETA-Cus ve ETA-Cu’dur (Tablo 2,3). Plazmit DNA
degradasyonu yoniindeki niikleolitik aktivitelerine gore en aktif bilesikler sirasiyla ATR-

Ni, ETA-Ni, ATR-Cu ve ATR’dir (Tablo 2,3).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada dort ayri liganda ait 10 adet Schiff sazi metal kompleksi
calisilmigtir. Amino triazol ligandinin ti¢ farkli kompleksi olan ATR (19) , ATR-Ni (1)
ve ATR-Cu (17); etanol amin ligandinin ii¢ farkli kompleksi olan ETA-Cuy (3), ETA-Ni
(20) ve ETA-Cu (6); fenil ligandinin iki farkli kompleksi olan Fenil-Cu (2) ve Fenil-Zn
(15); glisin ligandinin iki farkli kompleksi Gli-Cu (13) ve Gli-Zn (16) komplekslerinin
niikleolitik 6zellikleri notral agaroz jel elektroforezi yardimiyla arastirtlmistir. Yapilan
deneylerde; negatif kontrolde ortamin etkisi, Cu(Il), Mn(Il), Zn(I) metallerinin
varliginda ve yoklugunda komplekslerin benzer davraniglart gosterdigi, Ni(Il)’nin
varliginda ise pH, sicaklik, konsantrasyon ve reaksiyon siiresi arttik¢a niikleolitik
aktivite gosterdigi acgiktir. Biitiin  komplekslerin DMSO’da  ¢ozildiigi, tim
reaksiyonlarin hazirlanan tampon c¢ozeltiler varliginda gergeklestigi ve de DMSO ve
tampon c¢ozeltilerin DNA iizerinde bir etki yapmadigi goriilmektedir. Dolayisiyla
kompleks ve DMSO varliginda gergeklestirilen biitiin deneylerde gozlenen aktivitenin
komplekslerden kaynaklandigi sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Arastirilan komplekslerin
agaroz jel goriintiilert UVIBAND UV jel goriintiileme sistemine ait UVISOFT miktar
analiz programiyla degerlendirildi. Reaksiyon iirlin miktarlarinin % seklinde ifadelerini

iceren toplu sonuglar Tablo 2-9°daki gibidir:
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Tablo 2. pH’ya bagimli Form I DNA olusturma yiizdeleri (37°C, 16 saat inkiibasyon)

pH:5.0 | pH: 6.0 | pH: 7.0 | pH: 8.0 [ pH: 9.0 | pH: 10.0
ATR-Ni (1) %25 %27 %18 %14 %20 %18
Fenil-Cu (2) %68 %70 %62 %70 %52 %61
ETA-Cu,(3) %42 %46 %38 %34 %59 %65
ETA-Cu (6) %34 %35 %33 %47 %38 %49
Gli-Cu (13) %74 %61, %37 %359 %48 %45
Fenil-Zn (15) %36 %25 %27 %65 %37 %37
Gli-Zn (16) %37 %26 %23 %48 %47 %33
ATR-Cu (17) %27 %27 %19 %30 %30 %41
ATR (19) %29 %24 %23 %22 %31 %42
ETA-Ni (20) %24 %26 %21 %16 %19 %39

Tablo 3. pH’ya bagimli Form I DNA degradasyonu yiizdeleri (37°C, 16 saat

inkiibasyon)
pH:5.0 | pH: 6.0 | pH: 7.0 | pH: 8.0 | pH:9.0 | pH: 10.0

ATR-Ni (1) %51 %46 % 62 % 74 % 70 % T4
Fenil-Cu (2) %7 %5 % 13 % 6 % 9 % 1

ETA-Cu,(3) % 33 % 12 % 38 % 44 % % 15
ETA-Cu (6) % 29 % 17 %35 % 25 % 31 %10
Gli-Cu(13) | e %3 % 38 % 22 % 17 % 24
Fenil-Zn (15) |  --—--- % 18 % 26 % 15 % 38 % 19
Gli-Zn (16) | - % 16 % 33 % 29 % 20 %34
ATR-Cu (17) % 39 % 19 % 46 % 45 % 39 % 28
ATR (19) % 16 % 18 % 40 % 38 % 44 % 22
ETA-Ni (20) % 43 % 33 % 52 % 65 % 63 % 50
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Tablo 4. Sicakliga bagimli Form II DNA olusturma yilizdeleri (pH: 8.0, 16 saat

inkiibasyon)
22°C 37°C 50 °C 60 °C 70 °C
ATR-Ni (1) %13 %14 %29 %15 %19
Fenil-Cu (2) %31 %70 %34 %37 %19
ETA-Cu4(3) %43 %34 %35 %31 %17
ETA-Cu (6) %27 %47 %45 %43 %19
Gli-Cu (13) %46 %59 %350 %359 %16
Fenil-Zn (15) %18 %65 %43 %54 %71
Gli-Zn (16) %22 %48 %59 %59 %78
ATR-Cu (17) %26 %30 %44 %54 %19
ATR (19) %29 %22 %46 %39 %29
ETA-Ni (20) %25 %16 %75 %71 %22

Tablo 5. Sicakliga bagimli Form I DNA degradasyonu yiizdeleri (37°C’de, 16 saat

inkiibasyon)

22°C 37°C 50 °C 60 °C 70 °C
ATR-Ni (1) % 60 % 74 % 50 %71 % 66
Fenil-Cu (2) % 1 % 6 % 50 %42 % 66
ETA-Cu,(3) % 4 % 44 % 53 %39 % 69
ETA-Cu (6) %9 % 25 % 41 %43 %19
Gli-Cu(13) [ e % 22 % 21 % 23 % 69
Fenil-Zn (15) %9 % 15 % 40 %11 %5
Gli-Zn (16) % 20 % 29 % 23 %12 %S5
ATR-Cu (17) % 20 %45 | - %12 % 63
ATR (19) % 7 % 38 %9 %35 % 29
ETA-Ni (20) % 28 % 65 %75 %17 % 61
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Tablo 6. Madde konsantrasyonuna bagimli Form II DNA olusturma yiizdeleri ( 37 °C’de,
16 saat inkiibasyon)

150 uM 300 uM 450 uyM | 600 uM | 750 pm
ATR-Ni (1) %36 %44 %44 %40 %38
Fenil-Cu (2) %18 %353 %36 %38 %30
ETA-Cu,(3) %50 %64 %355 %42 %42
ETA-Cu (6) %35 %43 %43 %57 %37
Gli-Cu (13) %29 %44 %51 %359 %42
Fenil-Zn (15) %65 %39 %77 %74 %60
Gli-Zn (16) %37 %36 %35 %36 %47
ATR-Cu (17) %24 %41 %38 %359 %31
ATR (19) %15 %23 %32 %27 %38
ETA-Ni (20) %23 %30 %31 %30 %25

Tablo 7. Madde konsantrasyonuna bagimli Form I DNA degradasyonu yiizdeleri
(37°C’de, 16 saat inkiibasyon)

150 uM 300 uM 450 uM 600 uM | 750 uMm
ATR-Ni()) [ e % 48 % 50 %51 %353
Fenil-Cu (2) %9 % 11 % 26 % 25 % 52
ETA-Cu,(3) % 32 %4 % 16 % 45 % 43
ETA-Cu(6) | e | % 10 % 9 % 34
Gli-Cu (13) % 26 % 18 % 20 % 30 % 23
Fenil-Zn (15) % 20 % 2 % 13 %14 %30
Gli-zn 16) | - | %32 %14 % 26
ATR-Cu (17) % 20 % 6 % 19 %35 %54
ATR (19) %12 %13 % 12 % 23 %24
ETA-Ni (20) % 34 %39 % 48 %45 %356
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Tablo 8. Reaksiyon siiresine bagimli Form IT DNA olusturma yiizdeleri (ph:8.0, 37°C’de
inkiibasyon)

15 30 1 saat 2 saat 4 saat | 8 saat 16 saat
dakika | dakika

ATR-Ni (1) %21 %22 %23 %20 %35 %33 %14

Fenil-Cu (2) %23 %27 %29 %31 %38 %357 %70

ETA-Cu,(3) %35 %39 %46 %49 %354 %62 %

ETA-Cu (6) %66 %71 %70 %69 %62 %54 %47

Gli-Cu (13) %33 %35 %34 %37 %40 %38 %359

Fenil-Zn (15) %31 %34 %34 %38 %38 %43 %65

Gli-Zn (16) %40 %44 | %36 | %41 | %43 | %52 | %48

ATR-Cu (17) %39 %42 %47 %47 %50 %352 %30

ATR (19) %22 %26 %35 %34 %40 %47 %22

ETANI20) | %14 | %23 | %21 | %26 | %24 | %42 | %l6

Tablo 9. Reaksiyon siliresine bagimli Form I DNA degradasyonu yiizdeleri (ph:8.0,

37°C’de inkiibasyon)
15 30 1 saat | 2 saat 4 saat | 8 saat 16 saat
dakika | dakika

ATR-Ni (1) %30 %63 % 50 % 70 % 49 %50 % T4
Fenil-Cu (2) %5 %6 %6 %7 %8 %9 % 6
ETA-Cu,(3) % 44
ETA-Cu (6) %7 - % 25
Gli-Cu (13) % 22
Fenil-Zn (15) - - % 15
Gli-Zn (16) % 29
ATR-Cu (17) - - % 45
ATR (19) % 38
ETA-Ni (20) %17 %12 %45 %41 %45 %26 % 65
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Aragstirilan komplekslerin niikleolitik aktivite i¢in gerekli sartlar1 optimize edilmis
ve asagidaki sonuglar elde edilmistir.

ATR-Ni kompleksinin pH: 10.0’da, 37 °C’de, 450 uM konsantrasyonda ve 16
saatlik reaksiyon siiresinde plazmit DNA {izerindeki niikleolitik aktivitesinin ¢ok yliksek
oldugu; Fenil-Cu ve ETA-Cu komplekslerinin pH: 8.0’de, 37°C’de, 750 uM
konsantrasyonda ve 16 saatlik reaksiyon siiresinde; ETA-Cus kompleksinin pH: 10.0’da,
70°C’de, 750 uM konsantrasyonda ve 16 saatlik reaksiyon siiresinde Gli-Cu
kompleksinin pH: 8.0’de, 70°C’de, 600 uM konsantrasyonda ve 16 saatlik reaksiyon
stiresinde; Fenil-Zn pH: 8.0’de, 37°C’de, 450 uM Kkonsantrasyonda ve 16 saatlik
reaksiyon siiresinde; Gli-Zn ve ATR-Cu komplekslerinin pH: 8.0’de, 70°C’de, 750 uM
konsantrasyonda ve 16 saatlik reaksiyon siiresinde; ATR pH: 10.0’da, 60°C’de, 750 uM
konsantrasyonda ve 16 saatlik reaksiyon siiresinde; ETA-Ni kompleksinin pH: 10.0’da,
50°C’de, 750 uM konsantrasyonda ve 16 saatlik reaksiyon siiresinde plazmit DNA
tizerindeki niikleolitik aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugu sonuglarini ortaya koymaktadir
(Sekil 20-34), (Tablo 2-9). Kirik form (Form II) olusumu veya plazmit DNA’nin
degradasyonunun gerceklesmesi ile elde edilen verilere gore kirik form olusturma
yoniindeki niikleolitik aktivitelerine gore en aktif bilesiklerin sirasiyla Gli-Cu, Fenil-Cu,
Fenil-Zn, ETA-Cus ve ETA-Cu, (Tablo 2, 3); plazmit DNA’smin degradasyonu
yoniindeki niikleolitik aktivitelerine gore en aktif bilesiklerin sirastyla ATR-Ni, ETA-Ni,
ATR-Cu ve ATR oldugunu kanitlar (Tablo 2, 3). Kompleksler arastirilan parametreler

acisindan optimize edilmis olup sonuglar Tablo 10°daki gibidir:
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Tablo 10. Komplekslerin optimum reaksiyon verdigi parametreler

Kompleksler pH Sicakhk Konsantrasyon Reaksiyon siiresi
I)ATR-Ni 10.0 37°C 450 uM 16 saat
2)Fenil-Cu 8.0 37°C 600 uM 16 saat
3) ETA-Cu, 10.0 70 °C 600 uM 16 saat
6)ETA-Cu 8.0 37°C 750 uM 16 saat
13) Gli-Cu 8.0 70 °C 600 uM 16 saat
15) Fenil-Zn 8.0 37°C 450 uM 16 saat
16) Gli-Zn 8.0 70 °C 750 uM 16 saat
17)ATR-Cu 8.0 70 °C 600 uM 16 saat
19) ATR 10.0 60 °C 750 uM 16 saat
20) ETA-Ni 10.0 50 °C 750 uM 16 saat

Bu calismadan elde edilen sonuglarin Schiff baz1 esasli DNA parcalayan molekiillerinin
ve antikanser maddelerin dizayninda yeni diisiincelerin ortaya c¢ikmasini saglayacagi
aciktir. Yapilan ¢aligmalar 151g8inda, yapisinda Zn(II), Ni(Il), Cu(Il) ve Mn(Il) iyonu
bulunan Schiff bazlarinin DNA iizerinde farkli sekillerde ve oranlarda niikleolitik
aktiviteye sebep oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Daha kapsamli arastirmalarla kirik form
olusturma ozelligindeki komplekslerin tip ve biyoteknolojik alanlarda kullanilmak iizere,
hidrolitik 6zellikteki komplekslerin ise niikleaz olarak kullanilmak iizere gelistirilmesi
onerilebilir. Daha onceki ¢alismalardan Schiff bazlarinin bazi viriislerin ¢cogalmasini
inhibe etme 6zelligi bilinmektedir (Patel vd., 1989; Zeishen vd., 1987). Fakat toksisite
testlerinin ¢eligkili sonuglar ortaya koymasi nedeni ile in vivo ¢alismalardan c¢ok, bu tiir
bilesiklerin in vitro ¢alismalarda oOzellikle mikroorganizma-larin {iremesine karsi
kullanilmast diisiiniilebilir. Bu yapidaki Schiff bazlarinin antikanser o6zelligi de
gosterdikleri bilinmektedir. Daha once sentezlenmemis olan bu maddeler ile yapilan
calisma kanser arastirma calismalarina kaynak olmada etkili olabilir. Ayrica bir¢cok

arastirmact metal komplekslerinin sitotoksik o6zellikte oldugunda birlesmektedirler
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(Treshchalina vd., 1979). Bu yiizden hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda hiicre gelisimine olan
etkileri incelenebilir. Ayrica yapilan bir¢cok arastirma Schiff bazlarinin metal
komplekslerinin mikroorganizmalar lizerinde daha etkili oldugunu géstermistir. Bunun
da nedeni olarak lipid zarlardan pozitif yliklii metal iyonlarinin gegerek enzimleri bloke
etmesi gosterilmektedir (Treshchalina vd., 1979). Bu goriis dogrultusunda Schiff

bazlarinin metal kompleksleri tizerinde yogunlagilarak ¢aligmalar siirdiiriilebilir.
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