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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
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* Tez damismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun goviigii iizerine enstitii veya
Sakiilte yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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OZET

Atmaca, L., Antineoplastik ilag:larln DNA ile Etkilesmelerinin UV-Goriiniir
Bolge Spektroskopisi ile Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Analitik Kimya Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2020. Cok hizli
bir sekilde ¢ogalan hiicreler sebebiyle ortaya c¢ikan kanser hastaliginin tedavisinde
oncelikli amag, hiicrelerin kontrolsiiz olarak g¢ogalmasii baskilamaktir. Farkl
yontemler kullanarak DNA’nin baz1 kimyasal maddelerle (ilag, metal, ¢evresel atiklar
vb.) etkilesme tiirlinlin belirlenebilmesi, yeni ila¢ tasarimlariin gelistirilmesi igin
onemlidir. Bir¢ok kanser ilact DNA molekiilii ile etkilesmektedir. Bu tez ¢alismasinda;
pirimidin niikleozidi, antineoplastik etkili, sentetik bir madde olan Gemsitabin
HCI’nin (GMB) ve Camptothecin alkaloidinin semisentetik tiirevi, antineoplastik
etkili bir madde olan Irinotekan HCI’nin (ITN) DNA ile etkilesmelerinin UV
spektrofotometrik yontemle incelenmesi ve DNA’ya baglanma mekanizmalarinin
aydinlatilmasi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Calismalar hem sulu ortamda, hem de iki
farkli pH (pH 7,4 ve pH 4,7) degerindeki tampon ¢6zelti ortaminda gergeklestirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore; GMB’nin DNA ile etkilesmesinin oluga baglanma,
ITN’nin DNA ile etkilesmesinin ise interkalasyon yoluyla gerceklestigi gdriilmiistiir.
DNA-GMB kompleksi i¢in pH 7,4 tampon ¢ozeltisindeki baglanma sabiti degeri 1948
M olarak hesaplanirken, pH 4,7 tampon ¢ozeltisindeki baglanma sabiti degeri 956
M olarak hesaplanmistir. DNA-ITN kompleksi igin 220 nm’deki pike gére pH 7,4
tampon ¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 12632 M olarak
hesaplanirken, pH 4,7 tampon ¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 10825
M olarak hesaplanmustir. 255 nm’deki pike gore pH 7,4 tampon cdzeltisindeki
kompleksin baglanma sabiti degeri 6348 M™ olarak hesaplanirken, pH 4,7 tampon
cozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 2798 M olarak hesaplanmustir. Bu
verilerin 15181inda baglanma sabitinin kan pH’inda daha yiiksek oldugu anlasiimistir.
DNA-ilag etkilesmeleri ile ilgili analizlerde UV spektrofotometrik yontemden

faydalanilabilecegi gortilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: DNA-Antineoplastik  ilag  etkilesmeleri,  Gemsitabin
hidrokloriir, irinotekan hidrokloriir, UV-GB spektroskopisi.
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ABSTRACT

Atmaca, L., Investigation of Interactions of Antineoplastic Drugs with DNA by
UV-Visible Region Spectroscopy, Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Department of Analytical Chemistry Master’s Thesis, Ankara,
2020. The primary goal in the treatment of cancer, which is caused by rapidly
proliferating cells, is to suppress the uncontrolled proliferation of cells. Determining
the type of interaction of DNA with some chemical substances (drugs, metals,
environmental wastes, etc.) using different methods is important for the development
of new drug designs. Many cancer drugs interact with DNA molecules. In this thesis;
studies were performed to investigate the interactions of DNA and Gemcitabine HCI
(GMB), which is a pyrimidine nucleoside, antineoplastic effective synthetic substance
and Irinotecan HCI (ITN), which is an antineoplastic effective semisynthetic derivative
of Camptothecin alkaloid by UV spectrophotometric method and illuminate their DNA
binding mechanisms. The studies were performed both in aqueous medium and two
different pH (pH 7.4 and pH 4.7) buffer solutions. According to the results obtained;
it has been observed that the interaction mechanism with DNA for GMB and ITN is
groove binding and intercalation, respectively. For the DNA-GMB complex, the
binding constant value in the pH 7.4 buffer solution was calculated as 1948 M, while
the binding constant value in the pH 4.7 buffer solution was calculated as 956 M. For
the DNA-ITN complex, the binding constant value of the complex in the pH 7.4 buffer
solution was calculated as 12632 M, while that of the complex in the pH 4.7 buffer
solution was calculated as 10825 M according to the peak at 220 nm and the binding
constant value of the complex in the pH 7.4 buffer solution was calculated as 6348
ML, while that of the complex in the pH 4.7 buffer solution was calculated as 2798
M-t according to the peak at 255 nm. In the light of these data, it is understood that the
binding constant is higher in blood pH. It has been observed that UV

spectrophotometric method can be used in analysis of DNA-drug interactions.

Keywords: DNA-Antineoplastic drug interactions, Gemcitabine hydrochloride,
Irinotecan hydrochloride, UV-VIS spectroscopy.
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DNA’nin yapis1 ve bilesenleri.

DNA’daki organik bazlar.

DNA’daki baglar.

DNA’daki oluk yapilar.

DNA’nin replikasyonu.

Transkripsiyonun ve translasyonun mekanizmasi.

A.DNA’ya kovalent olarak baglanmis cis-platin.  B. (a) Cis-platinin
Guanin’e (G) ve Adenin’e (A) baglanma sekilleri. (b) 1,2-arazincir GpG
(yap1a), 1,2-arazincir ApG (yap1b), 1,3-arazincir GpNpG (yapi c),
1,2-arazincir GpG (yap1 d).

(A) DNA’ya dizlemsel ligand kompleksinin interkalasyonu.
(B) DNA’ya giren rutenyum kompleksi. (C) DNA’ya giren N1,N5-
bis[piridin-2-metilen] tiyokarbohidrazonun Co (II) ve Cu (Il)
kompleksleri.

Benzo[a]pirenin klasik interkalasyonu.
Diigiimleme interkalasyonu.

(A) Minor oluga baglanan Netropsin-DNA kompleksi. (B) Akridin bis-
imidazolidinonlarin (R = Etil) GC bélgelerine minor oluk kismindan
baglanmasi.  (C) [Ru(TMP)s]*#nin DNA oluklarma baglanmasi.
(D) N*,N®-bis[piridin-2-metilen] tiyokarbohidrazonun Ni (II) ve Zn (II)
metal komplekslerinin oluga baglanmasi.

DNA polielektrolit iyonlarina dis baglanan bir kompleks.
Elektromanyetik spektrum.

UV-GB spektrofotometresinin sematik gosterimi.

Absorpsiyon spektrumu.

Is1gin madde igerisinden gegisi.

Kalibrasyon egrisi.

Elektronlarin uyarilma enerji seviyeleri ve elektronik gecis tipleri.
Absorpsiyon pikindeki olas1 kaymalar.

GMB’nin kimyasal yapisi.

GMB’nin etki mekanizmasi.

ITN’nin kimyasal yapisi.

a) 3x 10° M GMB, b) 5 x 10® M DNA ¢ozeltilerinin UV spektrumlari.

Xii

~N o o A W W

12
12
13

14
14
16
16
17
19
20
22
23
30
31
33
43



4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.
4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

DNA’nin artan derigimlerdeki UV spektrumlart. a) 14 x 10° M,

b) 16,86 x 106 M, ¢) 25,29 x 10°° M, d) 33,72 x 10% M,
e) 42,16 x 10 M, f) 50,59 x 10 M, ) 59,02 x 10 M,
h) 67,45 x 106 M, i) 75,88 x 10 M.

GMB’nin artan derisimlerdeki UV spektrumlari.  a) 1,5 X 10° M,
b)3x10°M, ¢)4,5x10° M, d) 6 x 10° M, e) 7,5x 10° M,
f)9x10°M, @)10,5x10°M, h)12x10°M, i)13,5x10°M,
j) 15 x 10° M.

DNA iizerine artan derisimlerde GMB eklenmesi ile elde edilen UV
spektrumlari.

5x 10° M DNA ¢bzeltisi iizerine GMB yerine Sekil 4.4’teki derisimleri
olusturan hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari.

pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 3 x 10°M GMB iizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b) 10°M, ¢)1,5x10°M, d)2x10°M, €)3x10°M, f) 4x 10° M,
g) 5x10° M.

pH 4,7 fosfat tampon ¢ozeltisinde 3 X 10°M GMB iizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b) 10°M, ¢)1,5x 10°M, d)2x10°M, €)3x10°M, f) 4x 10° M,
g) 5x10° M.

pH 7,4 fosfat tampon c¢ozeltisinde DNA-GMB etkilesimi ig¢in
268 nm dalga boyunda yapilan 6l¢lim sonucunda 1/[DNA]J’ya karsi
Ao/(A-Ao) grafigi (n=6).

pH 4,7 fosfat tampon c¢ozeltisinde DNA-GMB etkilesimi igin

268 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonucunda 1/[DNA]’ya karsi
Ao/(A-Ao) grafigi (n=6).

a) 10° M ITN, b) 3 x 10° M DNA ¢ozeltilerinin UV spektrumlari.

ITN’nin artan derisimlerdeki UV spektrumlar. a) 10° M, b) 2 x 10° M,
€)3x10°M,d)4x10°M,e)5x10°M, f) 6 x 10° M, g) 7 x 10° M.

3x10°M ITN iizerine artan derisimlerde DNA eklenmesi ile elde
edilen UV spektrumlar. a) 0 M, b) 2 x 10° M, ¢) 5x 10° M, d) 10° M,
e)2x10° M, f) 4x10°M, g) 6 x 10° M, h) 8 x 10° M, i) 10* M.

10% M DNA c¢ozeltisi iizerine ITN yerine Sekil 4.12°deki derisimleri
olusturan hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari.

pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 3 X 10°M ITN iizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b)2x10%M, ¢)5x10%M, d)10°M, e)2x10°M, f)4x10°M,
g) 6 x 10° M, h) 8 x 10° M, i) 10* M.

pH 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisinde 3 x10°M ITN fiizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b)2x10°M, ¢)5x10°M, d)10°M, e)2x10°M, f)4x10°M,
g) 6 x 10° M, h) 8 x 10° M, i) 10* M.

xiii

43

44

45

45

46

47

48

48
49

49

50

50

51

52



4.16.

4.17.

Xiv

pH 7.4 fosfat tampon ¢dzeltisinde DNA-ITN etkilesimi icin 1/[DNA]’ya
kars1 Ao/(A-Ao) grafigi (n=6). 53

pH 4,7 fosfat tampon ¢dzeltisinde DNA-ITN etkilesimi icin 1/[DNA]’ya
kars1 Ao/(A-Ao) grafigi (n=6). 53



1. GIRIS

Kanser, diinyanin gelismis ve gelismekte olan bir¢ok iilkesinde kalp
hastaliklarindan sonra ilk siralarda yer alan 6liim nedenlerinden biridir. Cok hizli bir
sekilde ¢ogalan hiicreler sebebiyle ortaya c¢ikan bu hastaligin tedavisinde oncelikli
amag, hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasini baskilamaktir. Timor ad1 verilen kati
Kitle ya da kemik iligi veya kan ile iligkili kanser, bir veya daha ¢ok hiicrenin biiyiime
kontroliinii kaybetmesine neden olur. Kanserli hiicre olusumunun temel nedeni, hiicre
boliinmesi sirasinda gergeklesen hatali DNA replikasyonudur. Hiicre boliinmesi; doku
tamiri ve yenilenmesi amaciyla gerceklesmektedir. DNA ’nin hatali eslesmesinin sebep
oldugu faktorlere hazirlayici faktorler denir.

Farkli yontemler kullanarak DNA’nin bazi kimyasal maddelerle (ilag, metal,
cevresel atiklar vb.) etkilesme tiiriiniin belirlenebilmesi, yeni ila¢ tasarimlarinin
gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Birgok kanser ilact DNA molekiilii ile etkilesmektedir.
DNA-ila¢ kompleksini bazi molekiiller kovalent baglar araciligiyla olustururken,
bazilar1 kovalent olmayan baglar araciligiyla olusturur. Bu molekiillerin DNA ile
etkilesmelerinin kanitlanmasi1 ve bu etkilesmelerin tiirlerinin tespit edilmesi ig¢in
analitik yontemlere 6nemli derecede ihtiya¢ bulunmaktadir. DNA-ilag etkilesmelerini
aragtirmak amaciyla ¢ogunlukla spektroskopik ve elektrokimyasal yontemler
kullanilmasinin yani sira, kromatografik yontemlerden de faydalanilmaktadir.

Pirimidin niikleozidi, antineoplastik etkili, sentetik bir madde olan Gemsitabin
HCI (GMB); giiniimiizde lokal ileri pankreas kanseri ve metastatik pankreas
kanserinde standart tedavide tercith edilen en Onemli antikanser molekiil
durumundadir.

Camptothecin isimli alkaloidin semisentetik bir tiirevi ve Topoizomeraz-I
grubu antineoplastik etkili bir madde olan Irinotekan HCI (ITN); giiniimiizde akciger,
kolorektal, mide ve serviks gibi bir¢ok kanser tiiriiniin standart tedavisinde tercih
edilen en 6nemli molekiillerden biridir.

Bu tez calismasinda; antineoplastik ilaglardan GMB ve ITN’nin DNA ile
etkilesmeleri hakkinda kaynaklarda yeteri kadar calismaya rastlanmadigi i¢in bu
maddelerin DNA ile etkilesmelerinin spektroskopik yontemlerle incelenmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. DNA’nin Yapisi ve Ozellikleri

Prokaryot hiicreler (bakteri vb.) hari¢ her hiicrede sitoplazma igerisinde
cekirdek bulunur. Cekirdekte ise hiicrenin ve organizmanin genetik bilgisini
depolayan Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) bulunur. DNA, 6zgiil proteinleri
sentezlemekten sorumlu olan ve gen adi verilen birimlerden olusmaktadir. DNA’y1
onemli bir biyomolekiil yapan 6zelligi; bilginin uzun siireli saklanmasinda, kalitsal
ozelliklerin belirlenmesinde ve genetik bilginin kopyalanmasinda oynadig: roldiir (1).

DNA; karbon, oksijen, azot ve fosfor atomlarindan olusan, hiicrenin hayati
fonksiyonlarinda 6nemli rolii olan bir molekiildiir. DNA molekiiliiniin pargasi olan her
bir gen, insan viicudunda belirli bir 6zelligi kontrol eder. Organizmanin canliliginin
korunmasi, organlarin isleyisi, is boliimii, hiicrelerde iiretilecek proteinlerin genetik
kodlarmin ve miktarinin kontrolii gibi olaylar genetik bilgi deposu olan DNA
araciligiyla planlanir.

DNA molekiilleri ilk olarak 19. yiizyilin sonunda A. F. Miescwer tarafindan
incelenmistir. 1953°te ise Watson ve Crick tarafindan DNA yapisin1 tanimlamak i¢in
calismalar yapilmistir. Bu calismalarin sonucunda DNA’nin ¢ift zincirli heliks
seklinde oldugu kesfedilmistir (2).

DNA hiicrede kromozomlari olusturur. DNA okaryot hiicrelerde (bitki,
hayvan, mantar vb.) hiicre ¢ekirdegi i¢indeyken, prokaryot hiicrelerde sitoplazmada
yer alir (3).

Ester baglar1 ile birbirine baglanmis seker ve fosfat gruplarindan olusan
polimer omurgalari, niikleotidlere destek saglamaktadir. DNA’y1 olusturan iki iplik
birbirlerine zit yonlenmistir. Her seker grubuna organik baz olarak adlandirilan dort
tiir molekiilden biri baglidir. Her sarmalda Adenin (A), Timin (T), Sitozin (C) ve
Guanin (G) olmak ftizere dort tiir organik baz bulunmaktadir. Bir organik baz, bes
karbonlu bir seker ve bir fosfattan olusan niikleotidler birbirine 3', 5' fosfodiester
baglariyla baghdir (Sekil 2.1) (4).
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Sekil 2.1. DNA’nin yapisi Ve bilesenleri (S, Merve., DNA ve Genetik Kod [Internet].
2016 [28.11.2017]. Erisim adresi: https://13010161merve.wordpress.com/
2016/12/03/dna-ve-genetik-kod).

Deoksiriboz; fosforik aside 5, organik baza 1 numarali karbon ile baglhdir.
Organik bazlar; piirin ve pirimidin bazlar1 olmak {izere ikiye ayrilir. A ve G piirin

bazlarini, T (RNA’da Urasil (U)) ve S ise pirimidin bazlarini olusturur (Sekil 2.2) (1).
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Sekil 2.2. DNA’daki organik bazlar.

Organik bazlar arasindaki hidrojen baglart DNA molekiiliiniin zincirlerini bir
arada tutmaktadir. Cift zincirli sarmalda organik bazlar sarmalin i¢ kisminda, fosfat ve
seker omurgasi ise dis kisminda yer aldig1 i¢in sarmalin i¢ tarafi hidrofobik, dis tarafi

ise hidrofilik 6zellige sahiptir (Sekil 2.3) (5).
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Sekil 2.3. DNA’daki baglar (DNA’nin Yapisi [Internet]. 2015 [28.11.2017]. Erisim
adresi: http://www.biyolojidefteri.com/index.php/dna-nin-yapisi).

DNA sarmali, birbirine paralel uzanan iki poliniikleotid zincirinden olusur.
Piirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki eslesmeler (A-T ve G-C) spesifik oldugu
icin DNA zincirleri birbirinin tamamlayicisidir. Bu iki zincirin C-5’ ucundan C-3’
ucuna dogru olan yonleri birbirine gore terstir ve bir merkez eksen etrafinda sarmal
yap1 olusturur. Sarmali olusturan organik bazlar diizlemsel yapidadir ve diizlemleri
eksene diktir. Bazlarm arasinda 3,4 A mesafe bulunur. Karsit zincirlerdeki organik
bazlar hidrojen baglari ile baglanarak birbirleri ile eslesir. Sarmalin her bir tam doniisi
36 A uzunlugundadir, capr ise 20 A’tur. Yani her doniiste 10 organik baz yer alr.
DNA’nin genetik agidan en 6nemli 6zelligi baz eslesmesidir. DNA ¢ift sarmalin1 bir
arada tutan kuvvetler; sarmalin apolar yapidaki i¢ kismui ile polar yapidaki dig kismi
arasindaki hidrofobik etkilesim ve bazlar arasindaki hidrojen baglaridir.

Eksen boyunca uzanan bu yerlesimin yapisindan kaynaklanan biiyiik ve kiigiik
oluklar bulunmaktadir. DNA sarmalinin birbirine en yakin oldugu noktaya minér, en
uzak oldugu noktaya major oluk adi verilir. DNA sarmalinin oluklari ile etkilesmeye
girerek DNA’ya van der Waals baglari ile baglanan molekiiller genellikle bu oyuklara
uyum saglayabilecek bi¢imde hilal seklindedir. Bu molekiiller DNA’ya baglanip
DNA’nin fonksiyonlarini bozarak hastaligin kontrol veya tedavi asamasinda ilag

davranig1 sergiler (Sekil 2.4) (6, 7).



Sekil 2.4. DNA’daki oluk yapilar1 (Fidanci, UR., Niikleik Asitler [Internet]. 2009
[28.11.2017]. Erisim adresi: http://80.251.40.59/veterinary.ankara.edu.tr/
fidanci/Ders_Notlari/Ders_Notlari/Nukleik_Asitler.ntml).

DNA 1sit1ldiginda, heliks yapisi bozularak ikiye ayrilir. G ve C arasinda (G=C)
3, A ve T arasinda (A=T) 2 hidrojen bagi bulundugu i¢in yiiksek oranda G ve C tasiyan
DNA daha yiiksek sicaklikta denatiire olmaktadir (1, 8).

Niikleozitler bazik yapida olmasina ragmen omurgada bulunan fosforik asit

grubu, DNA zincirinin asidik yapida olmasina neden olmaktadir (9).

2.2. DNA’nin Gorevleri

DNA molekiiliinii olusturan zincirler birbirinden kolaylikla ayrilabilir ve
yeniden bir araya gelebilir. Bu durum DNA replikasyonuna ve protein sentezine
olanak tanimaktadir (10).

DNA’da bulunan hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler, niikleotidler
arasindaki kovalent baglarin ¢oziilmesini saglar. Buna denatiirasyon denir (11).

Coziilmis hidrojen baglarinin yeniden olusumu, niikleotidlerin birleserek
sarmal yapiy1 yeniden olusturmasini saglar. Buna renatiirasyon denir (12).

DNA’nin iki ana gorevi vardir. Birinci gérevi; hiicre boliinmeye hazirlandig
sirada DNAnin kendini kopyalamasidir. Buna replikasyon denir. Bu olayda iki sarmal
zinciri bir arada tutan hidrojen baglari bir fermuar gibi acilir. A¢ikta kalan niikkleotidler
hiicrede 6nceden sentezlenmis niikleotidlerle tamamlanir. Boylece birbiriyle ayni iki

DNA olusur (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. DNA’nin replikasyonu (I, AGK., DNA ve Genetik Kod [Internet]. 2016
[02.12.2017]. Erisim adresi: https://slideplayer.biz.tr/slide/3650120).

Ikinci gorevi ise; kendinde bulunan bilgiyi Ribo Niikleik Asit’e (RNA)
aktarmasidir. Buna transkripsiyon denir. Bu olay sonucunda RNA’da toplanan bilgi,

ribozomlarda protein, enzim gibi maddelerin sentezlenmesini saglar. Buna isleme ise
translasyon denir (Sekil 2.6) (13).
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Sekil 2.6. Transkripsiyonun ve translasyonun mekanizmasi (Kalitm ve
Genetik: RNA’nin Yapisi [Internet]. 2017 [02.12.2017]. Erisim adresi:
https://bikifi.com/biki/kalitim-ve-genetik-rnanin-yapisi).

2.3. DNA-ila¢ Etkilesmeleri

Hizli ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalan hiicreler nedeniyle ortaya ¢ikan kanser
hastalig1, hiicrede biiylime kontroliiniin kaybolmasina sebep olur. Hiicre boliinmesi,
doku onarimi ve yenilenmesi amaciyla gerceklesir. Kanserli hiicre olusumunun temel
sebebi, hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen hatali DNA replikasyonlaridir. Bu
duruma neden olan faktorlere hazirlayici (predispozan) faktorler denir. Kanserin tiim
tirlerinde temel patolojik mekanizmalar benzer olsa da ilerlemeleri farkli sekildedir.
Hastaligin gelisimi ve tedavisi; baslama yasina, biiylime hizina, bulundugu organa,

yayilma hizina, evrelerine ve tedaviye verdikleri yanita gore farklilik gosterir (14).



Tiim kanser hiicrelerinde, anormal hiicre ¢ogalmasi ve yayilmasi (metastaz)
gozlenir. Bu hastalik, viicuttaki en kiiciik birim olan hiicrelerin i¢inde baslasa da tiim
viicudu etkileyebilir. Kanser hiicresinin en temel 6zellikleri; hizli ¢ogalma ve planh
hiicre oliimiinden korunmadir. Farkli organ ya da dokular1 etkileme yetenegi de
bulunur. Saglikli bir hiicrenin yasam dongiisii biiyiime, boliinlip ¢ogalma ve hiicre
6liimiinden olusurken hiicrenin normal dongiisiiniin disina ¢ikmasiyla kanserli hiicre
meydana gelir. Bu anormal hiicreler ya 6lerek bagisiklik sistemi tarafindan yok edilir
ya da ¢evresine uyum gosterir (8).

Kanser; hiicre i¢i fonksiyon bozukluklarina sebep olan mutasyonlar,
radyasyon, kimyasal etmenler ya da diger kanserojen ajanlara maruz kalma sonucunda
ortaya ¢ikar. Kanserli hiicreler normal biiyiime sinyalleri olmadan da yasayabilir ve
sinirsiz bir replikasyon potansiyeline sahip olduklari i¢in kontrolsiizce yayilir (15).

DNA’nin kimyasal bazi maddelerle etkilesmesi ve bu etkilesmelerin farkli
yontemler kullanilarak tayin edilebilmesi, yeni ilaglarin gelistirilmesi ag¢isindan
olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii birgok kanser ilact DNA molekiili ile etkilesmektedir.
Etkilesmelerin bir kismi kovalent baglar ile, bir kismi ise kovalent olmayan
etkilesimler ile meydana gelmektedir. Bu etkilesmelerin sonucunda DNA-ilag
kompleksi olusur. Klinikte kullanilabilir olan ve yan etkileri en aza indirilmis bir ilac1
sentezleyebilmek icin, ilacin etki mekanizmasinin aydinlatilmasinin yan sira hiicre
ozelliklerinin de iyi bilinmesi gerekir. Hiicrelerde meydana gelen degisikliklerin
saptanmasi ve agiklanmasi giderek zorlagmaktadir. Antikanser ilaglarin DNA ile
etkilesmeye girip girmedigine ve bu etkilesmelerin tiirliniin belirlenmesine yonelik
analitik metotlar son derece 6nemlidir. DNA-ilag etkilesmelerini arastirmak igin
cogunlukla spektroskopik ve elektrokimyasal yontemler kullanilmakla birlikte,
kromatografik yontemlerden de yararlanilmaktadir (16).

DNA-ilag etkilesmeleri temel olarak 3 mekanizma ile gergeklesir (17):

» Transkripsiyon faktorleri ve polimerazlar araciligiyla

v

DNA-RNA etkilesimi ile olusan ii¢lii sarmal araciligiyla
» Kiigiik aromatik molekiillerin DNA ile etkilesmesiyle

[lag molekiilleri DNA ile yapisal olarak 2 yolla etkilesebilir (18):
» Kovalent baglanma

» Non-kovalent baglanma



2.3.1 Kovalent Baglanma Y 6ntemi

Klinik kullanimdaki birgok antikanser ilag, etkisini DNA ile etkilesmeye
girerek gostermektedir. DNA-ila¢ arasindaki kovalent bag geri doniistimsiizdiir. Bu
ilaglar DNA dongiislinii inhibe ederek hiicre Oliimiine sebep olur. Kovalent
baglayicilarin en Onemli avantajlarindan biri, yliksek baglanma giicline sahip
olmalaridir. Ayrica biiyiik kovalent siibstitiientler; DNA’nin protein alimini bozarak,
hem replikasyonu hem de transkripsiyonu etkileyen bir omurga bozulmasina neden
olabilmektedir (19, 20).

Cis-diklorodiaminplatinyum (I1) (Cis-platin) antikanser ilag olarak kullanilan
bir kovalent baglayicidir. Bu madde klor gruplari tizerinden DNA organik bazlarindaki
azotlarla capraz bag olusturur (Sekil 2.7).

HN, Cl

HN

Sekil 2.7. A. DNA’ya kovalent olarak baglanmis cis-platin. B. (a) Cis-platinin
Guanin’e (G) ve Adenin’e (A) baglanma sekilleri. (b) 1,2-arazincir GpG
(yapra), 1,2-arazincir ApG (yapi1b), 1,3-arazincir GpNpG (yap1 c),
1,2-arazincir GpG (yap1 d) (21).

Organik interkatalorlerin gegis metal komplekslerine kovalent olarak
baglanmasi, biyolojik aktiviteyi etkileyen yeni DNA etkilesmelerine yol
acabilmektedir. R-baglanmis aromatik yan kollara sahip olan metal kompleksleri hem
metal koordinasyonuyla, hem de bagli aromatik ligandin interkalasyonuyla DNA'ya
baglanabilir (21).

Kovalent baglayicilar alkilleyici ajanlardir, DNA'ya bir alkil grubunun

(CnH2n+1) baglanmasi yoluyla kanser tedavisinde kullanilirlar (22).
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Alkilleyici Ajanlar

DNA alkilleyici ajanlar, énemli derecede DNA hasarina yol agan antikanser
maddeler olarak kullanilmistir. DNA'da Guanin ile reaksiyona girerek veya baska
konumlari alkilleyerek etki gosterirler. Bu ilaglar, serbest molekiillere metil veya baska
alkil gruplar ekler. Bu da organik bazlarin dogru eslesmesini engeller ve DNA'nin
yanlis kodlanmasina neden olur. Alkilleyici ajanlar ii¢ mekanizma ile etkilesime girer:

Birinci mekanizmada; bir alkilleyici ajan, DNA’nin organik bazlarina alkil
gruplar baglar. Bu degisiklik sonucunda DNA, onarim enzimleri tarafindan pargalanir.

Ikinci mekanizmada; iki adet DNA baglanma bdlgesine sahip alkilleyici bir
ajan tarafindan DNA’nin iki farkli zincirinde bulunan organik bazlar birbirine
baglanir. Bu capraz baglanma; DNA’nin replikasyon ve transkripsiyon igin sablon
olarak kullanilmasini 6nleyerek hiicre dliimiine yol acar.

Uciincii mekanizmada; alkilleyici ajanlar DNA ile kimyasal etkilesmeye
girerek kovalent baglar olusturur. Bunun sonucunda DNA’da meydana gelen sorunlu
eslesmeler, siibstitiisyon veya eksizyon ile sonuglanabilen hatalara neden olur. Bu
hatalar DNA sentezini 6nleyerek programli hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (22).

Alkilleyici ajanlar, yaygin olarak kullanilan antikanser ilaglarin en eski
smifidir. Cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde 6nemli bir rol oynarlar. Alkilleyici
ilaglarin ¢ogu monofonksiyonel metilasyon, bifonksiyonel alkilasyon veya

kloroetilasyon ajanidir (23, 24).

2.3.2 Non-Kovalent Baglanma Yontemi

DNA ile etkilesen kovalent ajanlar, non-kovalent ajanlara gore genellikle daha
sitotoksiktir. DNA ile non-kovalent sekilde etkilesen bilesiklerin molekiiller ve
biyokimyasal yolaklar {izerindeki etkisi ¢ok iyi tanimlanamamuistir. Ancak en 6nemli
etkilerini; DNA’daki yapisal bozulmalara yol agarak ve DNA’nin protein ile
etkilesimlerine miidahale ederek gostermektelerdir. Non-kovalent baglanma yontemi
geri doniisiimliidiir. ila¢ metabolizmas1 ve toksik etkiler de goz oniinde
bulundurularak, bu yonteme dayali tedavi daha fazla tercih edilmektedir. DNA ile
etkilesen non-kovalent ajanlar DNA konformasyonunu ve biikiilme gerilimini
degistirebilir, DNA-protein baglarii kesebilir ve DNA zincirinde kirilmalara yol

acabilir. Bu olaylar protein tiretimi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir (19).
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Non-kovalent DNA-ilag etkilesmeleri 3 mekanizmayla gergeklesir (25):
> Interkalasyon,
» Oluga baglanma
» Dis (sarmal dis1) baglanma

Interkalasyon

DNA'ya diizlemsel organik bilesiklerin eklenebilecegi teorisi ilk olarak
Lerman (26) tarafindan, baz1 heterosiklik aromatik maddelerin DNA’ya kars1 gii¢lii
afinitesini kanitlamak amaciyla 6ne siiriilmiistiir. Diizlemsel heterosiklik bilesikler,
DNA’nin karsilikli organik baz giftleri arasina istiflenen birer interkalatér gorevi
gormektedir. Interkalatérler, kovalent baglar olusturmadan ve DNA bazlar1 arasindaki
hidrojen baglarin1 pargalamadan DNA omurgasina dik bir sekilde yiginlar yapan
molekiillerdir. DNA-interkalator kompleksinin kararliligini saglayan kuvvetler; van
der Waals baglari, hidrojen baglari, hidrofobik baglar ve yiik transfer etkilesimleridir.
DNA interkalatorleri, hizla biiyiliyen kanser hiicrelerinde DNA replikasyonunu inhibe
etmesi amactyla kemoterapotik tedavide kullanilmaktadir.

DNA-interkalator kompleksi 7t-m istifleme etkilesimi sayesinde kararlidir. Bu
nedenle de iyonik kuvvetlere diger iki baglanma tiiriine (oluga baglanma ve dis
baglanma) gore daha az duyarhdir. Interkalatorler tarafindan DNA’da yapisal
degisiklikler indiiklenmektedir. Interkalasyon islemi DNA zincirini kararli hale getirir,
uzatir, sertlestirir ve acar. Bir interkalatdriin DNA’ya girebilmesi icin DNA genleserek
kendi organik baz ciftleri arasinda bir alan agar. Ag¢ilma miktar1 interkalatore goére
degisir. Bu yapisal degisiklikler; transkripsiyonu, replikasyonu ve DNA onarimini
engeller. Ayrica interkalatorleri potansiyel mutajenler haline getiren degisikliklere yol
acar (27-34).

Interkalasyon genellikle baz siralanisindan bagimsizdir. Bu baglanma yontemi
genellikle kaynagmis biiyiik bir aromatik ligand varliginda gergeklesmektedir. Daha
kiiglik aromatik ligandlarin varliginda yardimer ligandlarin fosfodiester omurgasiyla
uyusmamasi, genellikle interkalasyonu engellemektedir. Bdyle durumlarda
[Ru(fenil)s]?*’li durumdaki gibi kismi interkalasyon olusmaktadir (Sekil 2.8) (35-39).
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B : M = Co(ll) and Cu(ll)

Sekil 2.8. (A) DNA’ya diizlemsel ligand kompleksinin interkalasyonu. (B) DNA’ya
giren rutenyum kompleksi. (C) DNA’ya giren NZ1,N5-bis[piridin-2-
metilen] tiyokarbohidrazon’un Co (I1) ve Cu (I1) kompleksleri (37).
2 tiir interkalasyon yontemi bulunmaktadir (20, 40):
» Kilasik interkalasyon

» Diiglimleme interkalasyonu

Klasik Interkalasyon

Benzo[a]piren gibi klasik interkalatorler, baglanma bolgesini olusturan tiim

aromatik sistemleriyle birlikte DNA’ya baglanmaktadir (Sekil 2.9) (41).

Ct BP

G
Sekil 2.9. Benzo[a]pirenin klasik interkalasyonu (41).
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Diigiimleme Interkalasyonu

Bu interkalatorler genellikle zit taraflarinda iki yan zincire sahip diizlemsel
aromatik halka sistemleridir. DNA ile kompleks olusum siireci klasik interkalasyona
gore daha karmasiktir. Bu interkalasyonda kompleksi olusturmak i¢in yan zincirlerden
biri ara bosluk boyunca uzanir. Diiglimleme interkalatorleri DNA'nin minér ve major
oluklarmi isgal ederek DNA ile etkilesmeye girer. Bu da interkalatoriin kararliligina
katkida bulunmaktadir (42, 43).

Topoizomeraz enzimleri, DNA zincirinin boliinmesini baglatmak i¢in gerekli
olan hedefleme enzimleridir. Diigiimleme interkalatorlerinden olan akridin bilesikleri;
bu enzimleri inhibe ederek DNA hasar1 olusturmakta, boylece DNA replikasyonunu

ve onarimini bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Sekil 2.10) (44).

Sekil 2.10. Diigiimleme interkalasyonu (43).
Oluga Baglanma

Baz1 kiigiik bilesikler van der Walls ve hidrojen baglartyla DNA'nin minér
oluklarma baglanir. Bu bilesiklerde tipik olarak pirol, furan veya benzen gibi cesitli
aromatik halkalar bulunur. Boylece ilaglar DNA’daki mindr oluk egrisine izohelikal
olarak dar ve kavisli bir sekilde konumlanir. Bu durum van der Waals baglarinin
olusmasina imkan tanir. Ek olarak bu ilaglar Adenin’in 3 numarali azot (N) atomu ve
Timin’in 2 numarali oksijen (O) atomu ile hidrojen baglari olusturabilmektedir.
Adenin-Timin (AT) grubu uygun elektronegatif cep niteliginde oldugu i¢in, oluga
baglanan ilaglar AT grubu bakimindan zengin bdlgelere yonelmektedir. Bu yonelim
ayrica; hem AT bolgelerinin GC bolgelerinden daha dar olmasindan, hem de Guanin
bazinin 2 numarali C atomuna bagli N tarafindan olusturulan sterik girintiden dolay1

bu bolgede daha iyi van der Waals baglari olusturabilmesinden kaynaklanir (45).
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Arastirmacilar oluklardaki GC bdlgelerine afinitesi olan birka¢ sentetik
poliamit sentezlemistir. Kararlilik saglayan hidrofobik baglar ve/veya hidrojen baglari
bu baglanma isleminin 6nemli bilesenleridir. Netropsin, oluk kismina baglanan iyi bir

antibiyotiktir (Sekil 2.11) (38, 46, 47).

Netropsin

oy e

C\g&%o

M = Ni(ll) and Zn(ll)

Sekil 2.11. (A) Minoér oluga baglanan Netropsin-DNA kompleksi. (B) Akridin bis-
imidazolidinonlarin (R = Etil ) GC bdlgelerine minor oluk kismindan
baglanmasi. (C) [RU(TMP)3]**nin DNA oluklarma baglanmasi.
(D) N*,N>-bis[piridin-2-metilen] tiyokarbohidrazonun Ni (1) ve Zn (1l)
metal komplekslerinin oluga baglanmasi (38, 46).

Dis Baglanma

Bu baglanma elektrostatik bir sekilde gergeklesir. Bazi ligandlar DNA fosfat
omurgasinin dis tarafina istiflenebilmektedir. Bu olay genellikle ligandin agregat
olusturdugu durumda olmaktadir. Bazi metal kompleksleri de DNA ile etkilesmeye dis

+25

baglanma yoluyla girmektedir. [Ru(bpy)s]™’nin DNA’ya baglanmasi sonucunda
gbzlenen liiminesans artis1 iyonik kuvvetlerle gii¢lii bir sekilde baglantili oldugu igin
molekiilin bu yontemle baglandig1 diisiiniilmiistir. Mg?* gibi katyonlara sahip

ligandlar da DNA ile genellikle bu yolla etkilesmektedir (Sekil 2.12) (48).

B .
e P
il &
[ % < 7.‘.‘_/ e T3
® > e 5T
| ;%«\ ()] [Rulbpy)g2
N

Sekil 2.12. DNA polielektrolit iyonlarina dis baglanan bir kompleks (48).
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2.4. DNA-Tla¢ Etkilesmesi Cahsmalarinda Kullanilan Yontemler

DNA-ilag etkilesmelerini aydinlatmak amaciyla kullanilan ydntemlerden
bazilari; Kizil6tesi (IR), Raman, Sirkiiler Dikroizm, Kiitle, Ultraviyole-Goriiniir Bolge
(UV-GB) ve Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopileri, Dontisiimlii, Kare
Dalga ve Diferansiyel Puls VVoltametrileri, Atomik Kuvvet Mikroskobu, Elektroforez,
Viskozite Ol¢iimleri ve Termal Denatiirasyon ¢alismalaridir. Bu teknikler, ilacin DNA
ile kompleks olusturmasinin ve bu etkilesmenin DNA yapisi iizerindeki etkilerinin
incelenmesinde onemli birer arag¢ olarak kullanilmistir. UV-GB ve Floresans
Spektroskopileri ile Dontisiimlii  Voltametri yontemleri daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (49).

UV-Gériiniir Bolge Spektroskopisi

Spektroskopi, en temel anlamiyla 1s1k ile maddenin etkilesiminin
incelenmesidir. Spektroskopik analiz yontemleri; molekiiler ya da atomik maddelerin
absorpladigi, yaydigi, sagilan ve yansitilan 1sin miktarinin élgiilmesine dayanir (50).

Bir madde kendi ozelligine bagli olarak, iizerine disiiriilen ultraviyole
isinlarindan radyo dalgalarina kadar gesitli dalga boylarindaki ismlarin bazilarim
absorplar, bazilariyla ise hi¢ etkilesime girmez. Maddenin bu 6zelliginden
yararlanilarak yapisi ve derigimi tayin edilebilir, yani nitel ve nicel analizi yapilabilir.
Bu amacla madde {izerine dalga boyu birbirinden ¢ok farkli olan 1s1nlar diistiriiliir ve
Ozelligine bagli olarak bunlarin hangilerinin madde tarafindan absorplandigi cihaz
yardimiyla saptanir. Ancak pratikte biitiin bu dalga boylarinda 151n verecek ve bunlarin
arasindan da hangilerinin absorplandigin1 saptayacak tek bir cihaz yapmak uygun
olmadigindan, belirli dalga boylari arasinda galisan cihazlar gelistirilmistir. Ornegin;
dalga boylar1 binlerce metreye varan radyo dalgalariyla analizlerin yiiriitildigi
cihazlara Niikleer Manyetik Rezonans, dalga boyu 200-750 nm arasindaki 1sinlarla
calisan cihazlara Ultraviyole-Goriiniir Bolge ve 2500-25000 nm dalga boylarindaki
1sinlarla ¢alisan cihazlara de Infrared Spektrofotometresi adi verilir (Sekil 2.13). Bu
cihazlardan yararlanilarak yiiriitiilen analiz yontemlerine de sirasiyla NMR, UV-GB
ve IR Spektroskopisi denir.
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1 pm lonm  200nm  400nm  800nm 2500 nm 50000 nm 1 mm 10 cm
yismlart Xagmlarn UV UV Gortinlir Yakin Orta Uzak Mikrodal Radyo
(Vakum) R IR IR Hrodaiga dalgalar1

Sekil 2.13. Elektromanyetik spektrum.

UV-GB spektrofotometresi Sekil 2.14°te gosterilen bilesenlerden meydana

gelmektedir.

Mercekler ve yarklar;
15181 daraltip bir ¢izgi

15181 sogurur.

Ornek (kiivet icinde);
farkli dalgaboylarinda gelen

Bilgisayar; sinyalleri |

gbrsel verilere gevirir.

halinde toplar.
\j
Monokromator
Kaynak; belirli bir (dalgaboyu secici);
dalgaboyunda 151k yayar. belirlenmis

dalgaboylarindaki 1s13in
gecmesine izin Verir.

Dedektor; ornekten
yayilan 15131 elektrik
sinyallerine dontistiiriir.

Sekil 2.14. UV-GB spektrofotometresinin sematik gosterimi (Arge ve Kalite

[Internet].

2014

[04.02.2020].

Erisim

adresi:

http://kalitecel.blogspot.com/2014/10/kromotografik-ve-spektroskopik

30.html).

Isinin birden ¢ok temel 6zelligi (dalga boyu, periyodu, frekansi, hizi, dalga

say1s1 vb.) bulunmaktadir. Isinin dalga 6zelliginin yaninda, pargacik 6zelligi de vardir

ve bu parcaciklarin herbirine foton denir. Yani 1sin hem dalga hem de tanecik 6zelligi

gOsterir ve cinsi frekans veya foton basina diisen enerji ile belirtilir. Isigin siddeti, 151k

demeti i¢indeki foton sayisi ile ilgilidir ve enerji birimleriyle 6l¢iiliir. Isik enerjisinin

absorpsiyonunda, molekiil kuantlanmis (degisken) miktarda enerji alip verecegine

gore, belli diizeydeki tek frekansli bir 1s1n1 absorplar. Bu bilesigin biitiin molekiilleri

icin gecerlidir ve bdylece spektrumda absorpsiyon ¢izgileri goriiliir. Fakat belli bir

elektronik seviyede olan her molekiil ayn1 zamanda degisik titresim ve donme

seviyesinde oldugundan, spektruma absorpsiyon bantlari ve pikleri seklinde yansir.
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10-200 nm arasindaki 1sinlar havada bulunan oksijen tarafindan absorplanir.
Bu bolgede o6zel diizenekler yardimi ile havadan arinmis ortamda (vakumda)
calisildigindan bu bolgeye Vakum UV (Uzak UV) denir. 200-400 nm’deki 1s1nlardan
yararlanilan bélgeye de mor 6tesi (UV) bolge denir. Ancak bu bolgedeki 1sinlar da adi
cam tarafindan absorplandigi i¢cin UV spektroskopisinde kullanilan prizma cam ve
mercekler kuvars camdan yapilmistir. Goriiniir bolge simirlar ise 400-780 nm’dir.
Cihazlarda farkli dalga boylarinda 1s1n elde etmek amaciyla UV ve goriiniir bolgeler
icin farkl tipte 151k kaynaklarindan yararlanilmaktadir. Gelismis spektrofotometreler
her iki tipteki 151n kaynagina da sahiptir, frekansi diizgilin ve otomatik olarak degistirir.
Sonugta gonderilen 1s1n demeti arasindan absorplanan 1s1n veya 1s1n demetleri, cihaz
tarafindan dedektor araciligiyla duyarli bir bigimde saptanir ve spektruma absorbans
bandi olarak aktarilir. Isigin dalga boyu veya frekansina karsi absorpsiyon miktarinin

grafige gecirilmesine “absorpsiyon spektrumu” denir (Sekil 2.15).

A

7.maks 7.nm)

Sekil 2.15. Absorpsiyon spektrumu (51).

Isinin diger temel 6zellikleri ise asagidaki gibi siralanabilir:

Dalga boyu (A): Bir 1simin dalga hareketinde art arda gelen iki tepe noktasi
arasindaki uzakliga, o 1s1nin dalga boyu denir. Dalga boyu, metre, cm, mm, mikron
(W), nanometre (nm), angstrom (A°) gibi birimlerle ifade edilir. Bunlarin arasindaki
iliski; 1 cm = 10* p = 10" nm = 108 A° (1pn = 1000 mp), (1 nm = 1 mp = 10 A°)
seklindedir.

Frekans (v): Birim zamandaki (saniyedeki) titresim sayisidir. Ayni zamanda
bir 151n1n saniyedeki periyot sayisina (1/P) da frekans denir. Birimi hertz dir (1 milyon
Hertz: 1 MegaHertz).

Periyot (P): Birbirini izleyen iki dalga tepesinin belli bir noktadan gegcmesi

igin gerekli siiredir. Birimi saniyedir (S).
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Hiz (¢): Isimin birim zamanda aldig1 yoldur. Her ¢esit 1sinin vakumdaki hizi
aynidir ve (c) ile gosterilir (¢ = 3.101 cm/s). Bir 1sinin hiz1 vakumdan, herhangi bir
ortama gegiste azalir ve (cj) ile gosterilir. Buna gore herhangi bir ortamdaki 1s1n hizi;
ci = v.A denklemiyle ifade edilir.

Dalga sayisi: Birim uzakliktaki (6rnegin 1 cm'deki) dalga sayisidir. Birimi ise
cm™ dir. 1 /A olarak ifade edilir.

Fotonlar belli bir enerjiye sahiptir ve bu, radyasyonun (isinin) frekansini
belirler. Radyasyonun sahip oldugu enerji yukarida verilen temel 6zellikler dikkate

aliarak bulunur. Buna gore bir molekiiliin 1511 absorplamasi durumunda enerji artisi;

E = h.v = h.c/A esitligiyle bulunur (h = Planck sabiti: 6.63 x 10’ erg.s). (2.1.)

Formiil 2.1, fotonlarin kiitlelerinin (N) birbirinden farkli oldugu gz 6niine
alinarak; E = N.h.v = N.h.c/A seklinde yazilabilir ve buradan da fotonun (isinin)
enerjisi ile dalga boyunun ters orantili oldugu anlasilir.

Her bir spektroskopik yontemin uygulanisi sirasinda; fotonlarin sahip oldugu
ve yukarida sozii edilen enerjiler, molekiiller tarafindan farkli amaglarla absorplanir.
Absorlanan 1ginlarin  yonteme uygun spektrofotometre tarafindan saptanip
degerlendirilmesiyle elde edilen spektrum, absorpsiyonu yapan maddeye iliskin
analizin sonuglandiriimasina yardimei olur.

Madde ile 1s1in etkilesmesi sonucu meydana gelecek olaylardan en 6nemlisi
1sinin absorplanmasidir. Cesitli dalga boylarinda 1s1n igeren bir demet saydam bir
ortamdan gegirilirse, i¢cinden bazi dalga boylarinin kayboldugu goriiliir. Buna 1smnin
absorplanmasi denir. Belli dalga boyundaki isinlar absorplandiginda 1smin enerjisi
maddeye geger ve maddenin molekiilleri, atomlar1 ve elektronlar1 daha yiiksek enerjili
hale geger. Bu olaya atom veya molekiillerin uyarilmasi denir.

Uyarilmis halde 108 s kalan atom veya molekiiller tekrar temel enerji
seviyesine doner ve uyarilmig halde iken aldiklar1 enerjiyi 1s1 veya 151k seklinde geri
verebilir. Enerjinin 151k olarak yavasca geri verilmesine fosforesans, daha kisa siirede
(aninda) geri verilmesine ise floresans denir. Sonugta maddeye belli bir dogrultuda
gelen I, giiciindeki bir 15181n giicii, ayn1 dogrultuda maddeyi terk ederken azalir ve 1
olur. Isigin bir kismi ¢ozelti tarafindan absorplanir (la), bir kismi dagilir (Ig) ve bir
kismi da yansir (ly) (Sekil 2.16).



19

!

! L\ / ;
Id/ e

Sekil 2.16. Isigin madde igerisinden gegisi (Basak Ates [Internet]. 2016 [04.02.2020].
Erigim adresi: https://docplayer.biz.tr/1286956-Spektroskopi-madde-ile-
isin-arasindaki-etkilesmeyi-inceleyen-bilim-dalidir.html.

lo ve | degerleri arasindaki iliski Lambert-Beer Kanunu ile ifade edilir ve UV
spektroskopisinde de bu kanundan nicel analizde yararlanilir. Bu kanuna gére; saydam
bir ¢ozeltiye gonderilen 151n demetinin siddetinin azalmasi, gonderilen 151n demetinin

siddeti kadar, iginden gectigi ¢ozeltideki molekiillerin derisimleri ve gonderilen 151

demetinin gectigi yolun uzakligi ile de ilgili ve dogru orantilidir. Dolayisiyla

gonderilen 15181n siddeti ve katettigi yol acisindan c¢alisma kosullari sabit tutulursa,
sonu¢ dogrudan ¢ozeltideki atom ve molekiillerin derisimi ile iliskili hale gelir ve
bundan da UV spektroskopisinde nicel analiz amaciyla yararlanilir. Lambert-Beer

Kanunu soyle ifade edilebilir:

log 1o/l = A (Absorbans) = k.b.C (2.2)

lo = Gelen 151810 siddeti

| = Ornekten ¢ikan 15181n siddeti

b = Is18in 6rnek i¢inden gegtigi yolun uzunlugu

C = Derisim (g/L)

k = Absorpsiyon katsayisi

e = Derisim mol/L ise absorpsiyon katsayisi € ile gosterilir ve molar
absorptivite olarak adlandirilir.

A = Absorbans (Optik dansite, Ekstinksiyon) degeri olup bunun tersi de
transmittans (T), yani gegirgenliktir ve T = I/l seklinde ifade edilir.

Lambert-Beer Kanunu ile absorptivitenin; derisim, hiicrenin kalinlig1 ve 1s18in
siddetinden bagimsiz bir sabit oldugu belirtilir. Absorbans (A) derisime (C) kars1
grafige gecirilecek olursa, Lambert-Beer kanununa gore sifir noktasindan gegen bir

dogru elde edilir (Sekil 2.17).
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A (Absorbans)
A

0

Derigim (C) (mom}
Sekil 2.17. Kalibrasyon egrisi (51).

Bazen Lambert-Beer kanunundan da sapmalar olabilir. Bunlar genelde
kimyasal 6rnegin ¢oziicii ile etkilesmesinden, polimerlesmeden ve cihazdan ileri gelen
sapmalar seklindedir. Derisime kars1 absorbans (A-C) grafiginde elde edilen bu dogru
belli bir bilesik i¢in ¢izildiginde, kalibrasyon egrisi olarak kullanilabilir ve bu bilesigin
bilinmeyen derisiminin absorbansi okunarak bu egri yardimiyla miktar tayini
yapilabilir. Mecbur kalinmadik¢a bu tiir ¢alismalarda 0.2-0.9 absorbans degerleri
disina ¢itkmamak gerekir. Dogrusal iligkiyi kurup hassas sonug elde etmek i¢in en iyi
sonuglar, ¢ozeltinin molar derisimi 107 ile 107 arasinda iken alinr.

Isin enerjisi veya elektromanyetik enerjiyi, maddenin en dis tabaka elektronlari
veya bag elektronlar1 absorplar. Boylece daha yiiksek enerji seviyelerine ¢ikarlar. Bazi
baglarin enerjileri diisiiktiir ve diisiik enerjili (uzun dalga boylu) 1sinlar1 absorplar. Bazi
baglarin enerjileri ise daha biiyiiktiir ve bunlar da daha yiiksek enerjili (kisa dalga
boylu) 1sinlar1 absorplar. Farkli dalga boyundaki isinlarin farkli baglar tarafindan
absorplanmasi analiz yapilmasina imkan saglamaktadir. Ornegin; tek bagl ve iizerinde
fonksiyonel grup tasimayan bir molekiil oldukga kisa dalga boylu, yani enerjisi yiiksek
isinlar1  absorplar. Ancak aymi 1smlar havadaki diger molekiillerce de
absorplandigindan bu tiir molekiillerle ¢alismak igin havasiz ortamda, yani vakumda
caligmak gerekir. Fonksiyonel grup tasiyan molekiillerdeki elektronlar daha kolay
sekilde iist enerji seviyelerine ¢ikabildiginden, bunlarin uyarilmasi i¢in daha diisiik

enerjili (dalga boyu daha uzun) 1sinlar yeterli olabilmektedir.
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Konuya iliskin diger bazi teorilerin yaninda, absorpsiyon ve spektrumlarin
olusumunun agiklanmasinda yararlanilan esas teori Molekiiler Orbital Teorisi’dir.
Teorinin esas1 analizlenen molekiillerdeki molekiiler bag orbitallerinin, anti-bag
orbitallerinin ve absorpsiyondan sorumlu elektronlarin varligina dayanmaktadir.

Molekiiler Orbital: Iki atom arasinda bag elektronlari tarafindan isgal edilen
ve lokalize olmamis elektron bulutuna, ya da diger bir deyisle bindirilmis atom
orbitallerine molekiiler orbital denir.

Molekiiler Bag Orbitali: iki atom orbitalinin birbiri {istiine binmesiyle (ig ige
girmesiyle) olusan ve bu atomlarin orbitallerinin enerji seviyeleri toplamindan daha
diisiik enerji seviyesinde meydana gelen orbitale molekiiler bag orbitali denir. Igindeki
elektronlarin monovalan (tek) bag yaptig1 orbitale; sigma molekiil orbitali denir ve
ile gosterilir. Tek baglar ayn1 zamanda sigma elektronlarinin olusturdugu ¢ baglar
olarak da anilir. I¢indeki baglarin ¢ift bag yaptig1 orbitale pi molekiil orbitali denir ve
n ile gosterilir. Cift baglar ayn1 zamanda r elektronlarinin olusturdugu n baglar1 olarak
da anilir.

Anti-Bag Orbitali: iki atom orbitalinin birbiri iistiine binmesiyle (i¢ ice
girmesiyle) olusan ve bu atomlarmn orbitallerinin enerji seviyeleri toplamindan daha
yiiksek enerji seviyesinde meydana gelen orbitale karsi/anti-bag orbitali denir. Bu da
o™ ve n* seklinde gosterilir.

Organik bir molekiile absorpsiyon o6zelligi kazandiran, absorpsiyondan
sorumlu olan elektronlar su sekilde siralanabilir:

» Molekiildeki atomlar1 birbirine baglayan elektronlar
e Tek bag, (o) elektronlar1 halinde
e (Cift bag, (n) elektronlar1 halinde
» Molekiildeki (O, S, N ve X gibi) hetero atomlar {izerinde ortaklanmamig halde
bulunan (n) elektronlari

Bu elektronlarin kendilerine uygun seviyedeki enerjilere sahip isinlarla
karsilagmalar1 durumunda absorplanirlar ve baslangigtaki G,  ve n, yani bag-orbitali
enerji diizeyinden c* ve r*, yani anti-bag enerji diizeylerine sigrar. n-elektronlar1 da
enerji aldiklarinda * ve n* seviyelerine sigrar.

UV veya goriiniir bélgedeki absorpsiyon pikleri de analizlenen molekiildeki bir

elektronun bag orbitalinden daha yiiksek enerjili bir orbitale sigramasi sonucu olusur.
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Molekiillerin bdyle bir sicramayi gergeklestirebilmesi i¢in enerjiye ihtiyaci vardir.
Ihtiyag duyduklar1 enerji diizeyindeki 1sinlarla karsilastiklarinda bunlari absorplayarak
bu enerjiye erisirler ve eksilen bu 1s1n ya da 1s1n demetlerinin spektruma yansimasiyla
pikler olusur. Bu gecise ait enerji orbitallerin durumuna bagli olup, molekiiliin geri
kalan kismi ile pek ilgili degildir. Bundan dolay1 basit bir fonksiyonlu grup, drnegin
-C=C- ¢ifte bagi, daima ayn1 bolgede absorpsiyon yapar. Bu sekilde absorpsiyon yapan
gruplara “kromofor” denir. UV spektrumu doymamuslik igeren bilesikler i¢in analizde
yararlanilabilecek bilgiler verir.

Bag yapmayan (ortaklanmamis n) elektronlarin enerji seviyeleri, bag yapan
elektronlarin (o ve © (molekiiler bag orbitalleri)) enerji seviyeleri ile baga karsi olan
elektronlarin (6* ve n* (anti-bag orbitallerin)) enerji Seviyeleri arasindadir.

Sekil 2.18'den de anlasilacagi gibi sigma (o) Ve pi (r) orbitalindeki bir elektron
151n enerjisi absorpladiginda yalnizca kendisinin iist enerji seviyesi olan anti-bag
molekiiler orbitallerine (c-c* ve n-n*) gectigi halde, bag yapmayan (ortaklanmamis

n) elektronlar her iki bagin da anti orbitallerine (n-c* ve n-n*) gecebilmektedir.

o* Antibag
> 3 y Antibag
|l w|o| &
— | Tt +
= b s =
:::: » Bag yapmayan
w Bag
o Bag

Sekil 2.18. Elektronlarin uyarilma enerji seviyeleri ve elektronik gegis tipleri (51).

Gegislerin kendilerine has 6zellikleri su sekilde agiklanabilir:

c-6* Gegisleri (125-150 nm): o-c* gecisleri en ¢ok enerjiye ihtiya¢ duyan
gecislerdir. Uzak UV 1simlarina (125-150 nm) ihtiyaglar1 vardir. C-H bagindaki bir
elektronu uyarip o* seviyesine ¢ikarabilmek i¢in 125 nm dalga boyunda bir 1sina
ihtiya¢ oldugu halde, C-C bagindaki bir elektronu 6* seviyesine ¢ikarmak i¢in 135 nm
dalga boyunda bir 1sma ihtiyag vardir. Ornegin metan ve etamin spektrumlari

alindiginda metan 125 nm’de tek, etan ise 125-135 nm’de iki pik verir.



23

n-n* Gegisleri (200-700 nm): Cok rastlanan gegislerden biridir. Bu gegcisler,
dalga boyu 200-700 nm olan daha az enerjili 1sinlarla gergeklestirilebilir. Boyle
gegislere elverisli ¢ifte bagi olan maddelerin spektrumlar1 daha kolay alinir. Bu tip
gecislerin bir yonii de, ¢ozeltiye bagli olarak ¢oziicliniin polarhi§inin artmasiyla
absorpsiyon pikinin daha uzun dalga boyuna kaymasidir. Coziiciiye bagl olarak
meydana gelen bu kaymaya batokromik kayma veya kirmiziya kayma adi verilir.

n-o* Gegisleri (150-250 nm): Bu gegcisler, iizerinde ortaklanmamis serbest
elektron cifti bulunduran bilesiklerde goriiliir. Yiiksek enerji gerektiren gegislerdir.
Cozicii polarlagtikga maksimum absorbans da diisiik dalga boyuna dogru kayar. Bu
kaymaya hipsokromik kayma veya maviye kayma denir. Tespiti ¢ok giigtiir. Vakumda
calismak gerekir.

n-n* Gegisleri (200-700 nm): UV alanda yapilan ¢alismalarin pek ¢ogunda
elde edilen pikler n-n* gegislerinden ileri gelir. Bunlarin tespit edilmesi oldukga
kolaydir, ¢linkii daha ¢ok goriiniir bolgede gozlenir. Bu gecisi meydana getiren
maddelerde n elektronlarina ek olarak =n elektronlarinin da bulunmasi gerekir.
Absorpsiyon pikleri, ¢oziicliniin polaritesinin artmasi ile kisa dalga boyuna dogru
kayar (hipsokromik kayma-maviye kayma). Bu bazen 30 nm’yi bulabilir.
Hipsokromik kaymanin nedeni; DNA’daki organik bazlarin, molekiiliin
ortaklanmamus elektron ciftleri ile hidrojen baglar1 vermesidir (51).

Absorpsiyon siddetinin artmasina hiperkromik etki, azalmasina ise hipokromik

etki denir. Kayma gesitleri Sekil 2.19 ile gosterilmistir.

hiperkromik etki,

maviye kayma
(hipsokromik etki)

larmiziya kayma
(batokromik etki)

Absorbans

». (Dalga boyu, nm)

Sekil 2.19. Absorpsiyon pikindeki olas1 kaymalar (Giir B. Merosiyanin 540 DYE
Bilesiginin Ince Filmlerinin Hazirlanmasi ve Fotofiziksel Ozelliklerinin
Incelenmesi [Doktora tezi]. Erzurum: Atatiirk Universitesi; 2015).
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2.4.1. UV-Gériiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi ile DNA-Ilac
Etkilesmelerinin Incelenmesi

UV-GB absorpsiyon spektroskopisi, niikleik asitlerin kiiglik molekiillerle
etkilesmesinin detaylandirilmasi i¢in kullanilan en yaygin ve basit yontemlerden
biridir. Molekiillerin kendilerine gerekli olan enerjiyi saglamak amaciyla
absorpladiklar 1sinlarin verdigi spektrumlarin degerlendirilmesi esasina dayanir (51).

Ilag ile DNA-ilag kompleksinin UV-GB absorpsiyon spektrumlari genellikle
farkli oldugu icin, DNA-ila¢ etkilesmeleri incelenirken bu farklilik karsilastirilir.
Degisimin biiylikliigi DNA ile ila¢g arasindaki etkilesmenin miktarin1 gdsterir.
DNA'nin absorpsiyon spektrumu; maksimum absorpsiyonun 260 nm’de oldugu, 200-
350 nm araliginda genis bir bant vermektedir. Bu degerler, piirin (Adenin ve Guanin)
ve pirimidin (Sitozin ve Timin) bolgelerindeki kromofor gruplarindaki elektronik
gecislerin etkisiyle olugsmustur. Bu gecisler kolaylikla gerceklesebilmektedir ve molar
absorptivite (€) 6,6x10* Mt.cm? diizeyindedir. Bu bilginin yardimiyla 260 nm'de
absorbans degeri Olglilerek DNA'nin molar derisimi Olgiilebilmektedir. Ayrica
absorbans oranlar1 dlgiilerek (Azeo / Azso Ve Azeo / Az0) DNA’nin saflign da
hesaplanabilmektedir. Bu oranin 1,8-1,9 araliginda olmasi DNA'nin yeterince
proteinsiz (saf) oldugu anlamima gelir. Ortamm pH degeri ve iyonik kuvvetlerdeki
degisimler sebepleriyle, maksimum absorpsiyon ve molar absorptivite degerlerinde
kiiciik degisimler gozlenebilmektedir (52-54).

Bilesiklerin DNAya interkalasyon yoluyla baglanmasi, genellikle hipokromik
etkilere ve batokromik kaymalara neden olmaktadir. Hipokromik etki interkalatif
etkilesmenin giiciiyle orantilidir. Etkilesme giici DNA organik bazi ile kromofor
arasindaki mesafenin kiipiiyle orantili olarak azalmaktadir. Mesafe azaldiginda da =-
n* elektronik gecisinin enerji seviyesi diismekte ve bu durum kirmiziya kaymaya
neden olmaktadir (54-56).

Hiperkromik etki, denatiirasyona bagli olarak DNA absorbansindaki olagan
dis1 artistir. DNA ile bilesik arasinda elektrostatik ¢ekim bulundugu durumlarda,
DNA-ilag etkilesmesi gergeklestikten sonra DNAnin seklinde ve yapisinda meydana
gelen degisikliklerden dolay1 hiperkromik etki gdzlenmektedir. DNA zincirlerini bir
arada tutan ana etmenler; istiflenme etkilesimleri, hidrofobik baglar ve hidrojen

baglaridir. Hidrojen baglar1 aromatik halkanin rezonansini sinirladigi i¢in numunenin
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absorbansini da sinirlar. Hiperkromik etki, ¢ogunlukla DNA omurgasinin fosfat
grubuna elektrostatik ¢ekim yoluyla baglanan ve sonunda DNA'nin sekonder
yapisinda hasara neden olan yiiklii katyonlarin varlig1 nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun yaninda; dis (elektrostatik) baglanma, DNA'nin sarmal yapisinin kismen
acilmasi ve daha fazla DNA bazina maruz kalmasi da bu etkiyi yapabilir. DNA
zincirinin denatiire edici ajanlarla karsilagmasi durumunda, ¢ift sarmal yapiy1
olusturan gii¢ bozuldugu i¢in 2 ayri iplik¢ik olugsmaktadir. Boylece organik bazlarin
birbiriyle etkilesimi azalarak birgok organik baz serbest hale gecer ve organik bazlar
arast hidrojen baglar1 olusamayacagi icin DNA’nin absorbansi1 %40 artar (57-59).
llactn DNA ile etkilesme miktarni godsteren baglanma sabiti (K) degeri,

Benesi-Hildebrand denklemine gore belirlenebilir:

A L
0 G+EG 1

x -
A-Ag EH-G €H-G K[DNA] (2.3)

K = Baglanma/birlesme sabiti

Ao = Ilacin absorbansi

A = DNA-ila¢ kompleksinin absorbansi

€c (€a) = Ilacin absorpsiyon katsayisi

€H-c (€f) = DNA-ilag kompleksinin absorpsiyon katsayisi

K degerinin hesaplanmasi i¢in DNA-ilag kompleksinin artan DNA derisimine
kars1 absorbansi Olgiiliir. 1 / [DNA] degerlerine kars1 Ao / (A-Ao) degerleri grafige
gecirilir. Cizilen dogrusal grafigin y eksenini kestigi nokta € / (€n-6-Ec) degerini,
egimi ise [E€c / (En-6-E€c)] / K degerini verir. Buradan bulunan K degeri ilacin DNA’ya
baglanma sabitidir (53).

UV-GB spektroskopisinde genellikle hiperkromik etki elektrostatik etkilesimi
ve hipokromik etki ile birlikte 15 nm’den biiyiik batokromik kayma interkalasyonu, 8

nm’den az batokromik kayma ise oluga baglanmay1 gostermektedir (57, 93).

2.4.2. Floresans Emisyon Spektroskopisi ile DNA-Ila¢ Etkilesmelerinin
Incelenmesi

Floresans spektroskopisi, DNA ile kiiciik ligand molekiilleri arasindaki

etkilesmeleri incelemek i¢in en sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemin
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avantajlarindan bazilari; yiiksek hassasiyet, genis dogrusal derisim aralifi ve
seciciliktir. En iyi floresans, diisiik enerjili n-n* gegis seviyelerine sahip aromatik
fonksiyonel gruplar1 bulunan bilesiklerden elde edilmektedir. Alifatik ve alisiklik
karbonil yapilar1 veya yliksek derecede konjuge cift bag yapilar1 igeren bilesikler de
floresans oOzellik gosterebilir ancak bu bilesiklerdeki gegislerin sayist aromatik
bilesiklerdekilere gore daha azdir (60, 61).

Floresans emisyonu c¢ok hassas bir islemdir ve florofor transferi genellikle
ilaglarin emisyon spektrumlarinda 10-20 nm’lik spektral kaymalara neden olmaktadir.
DNA ile etkilesme sonucunda floresans yogunlugu onemli bir oranda artmaktadir.
Serbest molekiillerin yonii, uyarilmig atomlarin radyasyonsuz bir sekilde eski haline
dénmesini saglar. DNA’ya interkalasyon yapan bir ilacin bagli olmasi durumunda, bu
gecis floresans emisyonu ile saglanir. Bu sirada floresans emisyonunda belirgin bir
artis goriilmektedir. Oluga baglanan ajanlarda hidrojen baglari, elektrostatik veya
hidrofobik etkilesimler s6z konusudur. Ayrica bu bilesikler seker-fosfat omurgasina
da yakindir. Bu durum DNA varliginda floresans yogunlugunda bir diisiise neden
olabilmektedir. Dogru yerlestirilmis soniimleyicilerin  (halojeniir iyonlarinin)
kullanilmasiyla, oluga baglanan ilaglarin DNA'ya baglanmasi hakkinda daha fazla
bilgi edinmek miimkiindiir. Bu molekiiller, halojeniirlerin sonlimleyici etkisine
interkalasyon ajanlarina gore daha duyarlidir. Cilinkii organik baz giftleri,
sonlimleyicilerin ilaca ulagmasini engellemektedir. Ayrica anyonik soniimleyicilerin
kullanilmasi, DNA iizerindeki fosfat gruplar1 arasindaki elektrostatik itme
kuvvetlerinden dolayr soniimleyicinin etkilerini azaltmaktadir. Dolayisiyla,
soniimleyici varliginda interkalasyon ajanlarimin  Ksv degerlerinde azalma

gozlenmektedir. Stern-Volmer esitligine gore (52, 62-64);

Fo/F=lo/1 =1 + Ksv x [Q] (24.)

Fo veya lo = Sontimleyici yoklugunda floresans yogunlugu
F veya I = Soniimleyici varliginda floresans yogunlugu
Ksv = Stern-Volmer sonlimleme sabiti

[Q] = Soniimleyici derigimi

Etidyum bromiir (EB), DNA'ya baglanan bir florofordur. DNA varliginda

EB’nin floresansi, organik baz ciftleri arasindaki giiclii interkalasyona bagli olarak
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artmaktadir. Bilindigi tiizere, floresans olayr ikinci bir molekiilin ilavesi ile
soniimlenebilmektedir. Ikinci molekiil DNA'ya interkalasyon yoluyla baglanirsa EB
ile rekabete girecegi i¢in bu durum DNA-EB'nin floresans yogunlugunda bir azalmaya
yol acacaktir. DNA ile ikinci molekiil arasindaki bagin kuvveti, DNA'ya rekabetci
olarak baglanan EB'nin floresansi soniimleme miktarina gore 6l¢iilebilir (64-66).
Floresans spektroskopisinde genellikle floresans siddeti artisi interkalasyonu,
floresans siddeti diislisi ise oluga baglanmayi, dis baglanmay1r veya

elektrostatik/hidrofobik etkilesimler bulundugunu gostermektedir (63).

2.4.3. Doniisiimlii (Siklik) Voltametri ile DNA-ila¢ Etkilesmelerinin
Incelenmesi

Zay1f absorpsiyon bantlar1 verdigi veya elektronik gecisleri DNA molekiilii ile
cakistigi i¢in uyumsuzluk gosteren kiiciik molekiiller, voltametrik tekniklerle
incelenebilmektedir. Pik potansiyellerindeki kaymalar araciligiyla baglanma sabitleri
(K) hesaplanarak DNA’nin bu molekkiiler ile etkilesme miktar1 belirlenebilmektedir.
Voltametrik yontemler elektron transferine bagl olan kimyasal reaksiyonlara karsi
hassas oldugu igin, akim ve potansiyel dlgtimlerinden Kinetik veriler elde etmek de
miimkiin olmaktadir (67).

[lacin etki mekanizmasmin ve DNA’ya baglanma giiciiniin degerlendirmesinde
dontigtimlii  voltametri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem, redoks
tepkimelerine girmeleri sebebiyle daha c¢ok olarak metal bazli bilesikler i¢in
kullanighidir. Bilesiklerin pik potansiyelleri ve pik akimlarindaki ¢esitlilik, baglanma
parametrelerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Artan miktarda DNA ilavesi
sonucunda pik akimlarmindaki (Ip) bozunmalar baglanma sabiti ve baglanma bolgesi
boyutunun belirlenmesinde kullanilirken, pik potansiyellerindeki kaymalar da
etkilesme yolunun saptanmasi icin kullanilabilir. Baglanma sabiti (K), asagidaki

denklemle bulunmaktadir (68):

log (1/[DNA]) = log K + log (1/(le-1)) (2.5.)

K = Baglanma sabiti,
lo=DNA yoklugunda ilacin pik akimi,
I = DNA varliginda ilacin pik akimi1
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Baglanma sabitinin hesaplanmasinda kullanilabilecek bir bagka esitlik (69):

1/[DNA] = [K x (L-A)/(L-1/D)]-K (2.6.)

A = Oransal bir sabit

K = Baglanma sabiti,

lo=DNA yoklugunda ilacin pik akimi,
I = DNA varliginda ilacin pik akimi

DNA ile ilag arasindaki etkilesme sonucunda elde edilecek bazi verilere

ulagmak i¢in kullanilan bir bagka esitlik (70):

Cu/Cs=K x {[serbest baz ¢iftleri]/s} (2.7))

s = Organik baz ciftlerindeki baglanma bdlgesinin boyutu
Ct = Serbest molekiillerin derigimi

Cph=DNA’ya bagli molekiillerin derisimi

K = Baglanma sabiti

Baz ¢ifti derisimi [DNA]/2 seklinde yazilabilir. Bu durumda:

Co/Cs = K x {[DNA]/2s}
Cv/Cs asagidaki esitlikle de hesaplanmaktadir (71):
Cu/Ct = (lo-1)/1 (2.8.)

Bu denklemin sag tarafi dogrudan deneydeki pik akimlarindan elde
edilebilmektedir. Bu nedenle deneysel veriler toplam DNA derisimine karsi Cp/Ct
grafigi olarak da gosterilebilir. Redoks tepkimeleri veren molekiillerin baglanma
sabitleri, DNA'nin bu molekiillere kars1 titre edildigi voltametrik deneylerden
hesaplanabilmektedir. Asir1 miktarda niikleik asit varliginda difiizyon akiminin
Olciildiigi deneyler, DNA'ya bagli molekiillerin difiizyon katsayisinin serbest
molekiillerinkinden daha diisiik oldugunu gostermistir (71-73).

Doniistimli voltametride pik potansiyelinin artig1 interkalasyonu, diisiisii

elektrostatik etkilesimi, pik akimi diisiisii ise oluga baglanmay1 gostermektedir (49).
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2.5. Antineoplastik Tlaclar

Antineoplastik ilaglar asagidaki sekilde siniflandirilir (74).

Alkilleyici Ajanlar

Temozolomit, Siklofosfamit, Klorambusil, Ifosfamit.

Antimetabolitler

Metotreksat, Merkaptopiirin, Fludarabin Fosfat Sodyum, Sitarabin,
Gemsitabin HCI, Kapesitabin.

Bitkisel Alkaloidler ve Diger Dogal Uriinler

Vinblastin, Vinkristin, Vinorelbin, Paklitaksel, Dosetaksel.

Sitotoksik Antibiyotikler ve Benzerleri

Doksorubisin, Epirubisin, Blemisin.

Diger Antineoplastik Ilaclar
Sisplatin, Karboplatin, Okzaliplatin, Irinotekan HCI.

Tez kapsaminda Gemsitabin HCI ve irinotekan HCI’nin DNA ile etkilesmeleri

incelenmistir.

2.5.1 Gemsitabin Hidrokloriir

GMB, tiimér hiicrelerini 1s1na hassaslastiran ve sitotoksisite 6zelligi gosteren
bir sitidin analogudur (75-77).

Fiziksel Ozellikleri

Beyaz veya kirli beyaz renkte kat1 bir maddedir. Suda ¢6ziiniir (51,3 g/L), metil
alkolde az ¢oziiniir, alkolde ve polar organik sivilarda pratik olarak ¢6ziinmez. % 1'lik

sulu ¢ozeltisinin pH’1 2-3 arasindadir. Hava gecirmeyen kaplarda saklanmalidir (78).
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Kimyasal Yapist

Molekiil yapist 4-amino-1-[(2R,4R,5R)-3,3-difloro-4-hidroksi-5-
(hidroksimetil)oksolan-2-il]pirimidin-2-on hidrokloriir seklindedir. Basit formiilii
CoH12CIF2N304 olarak gosterilir (Sekil 2.20). Molekiil agirligi 299,66 g/mol’diir. Sulu
cozeltisi UV spektrofotometrede 232 ve 268 nm’de pik verir (79).

NH,

HO

OH F
Sekil 2.20. GMB’nin kimyasal yapisi.

Etki Mekanizmasi

GMB hiicre i¢inde niikleozid kinazlar yoluyla aktif difosfat (dFdCDP: 2,2-
diflorodeoksisitidin difosfat) ve trifosfat (dFACTP: 2,2-diflorodeoksisitidin trifosfat)
niikleozidlerine metabolize olur. GMB’nin, dFdCDP ve dFdCTP’ye bagh iki ayri
mekanizma ile DNA sentezini inhibe ederek sitotoksik etkisini gosterdigi
disiiniilmektedir.

Birinci mekanizmaya gore; dFdCDP, DNA sentezi icin gerekli olan
deoksintikleozid trifosfatlarin olusmasini saglayan reaksiyonlar1 katalizlemekten
sorumlu olan riboniikleotid rediikktaz enzimini inhibe eder. Bu durum
deosiriboniikleozidlerin derisimlerinde ve 6zellikle de dFACTP’de azalmaya yol agar.

Ikinci mekanizmaya gore; dFACTP, DNA yapisina girmek i¢in dFdCTP ile
yarisir. Bu sirada dFACTP“nin hiicre i¢i derisiminin azalmasi sonucunda, dFACTP nin
DNA yapisina girmesi kolaylasir. Boylece DNA polimeraz enzimi GMB’yi
uzaklastiramaz ve uzayan DNA zincirlerini onaramaz. GMB, DNA yapisina girdikten
sonra DNA sentezi inhibe olur. Bu da apoptoz olarak adlandirilan programli hiicre

oliim siirecini baslatir (Sekil 2.21) (80).
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Deoksisitidin
Trifosfat N
Deoksisitidin Kinaz 1 @
e~ | Gemsitabin Difosfat = sy Ribonikleotid l
: Deoksisitidin Rediiktaz
FAUMP €= ponofosfat ‘
Deaminaz 3 n
1 ™~ Gemsitabin Trifosfat
Metabolizma
ve itrah 1

DNA Polimeraz

DNA ya Niikleotid
Katilmasi

Sekil. 2.21. GMB’nin etki mekanizmasi (74).
Metabolizmast

GMB; karacigerde, bobrekte, kanda ve diger dokularda bulunan sitidin
deaminaz tarafindan hizla 2’,2’-diflorodeoksiuridin olusturacak sekilde metabolize
edilir. Bu molekiil de dokulara dagitilir ve daha ileri bir transformasyona ugramaksizin

viicuttan idrar yoluyla atilir (81).

Farmakokinetigi

Cinsiyet ve yas, farmakokinetik iizerinde etkili olan faktorlerdir. Ilacin itrah
miktar1 kadinlarda erkeklerin %60-80’1 arasindadir ve viicut yiiz dl¢limii ile orantili
olarak da degismektedir. Yine de kadmlarda 1000 mg/m?’lik dozlar kullamldiginda
GMB dozunun azaltilmas1 gerekmez.

30 dakikalik infiizyonla verilen 100 mg/m?’lik tek dozdan sonra plazmada
GMB’nin pik derisimi 10-40 pg/mL arasindadir ve yarilanma 6mrii 17 dakikadir. 1,1
saatlik infiizyonla verilen 1000-2500 mg/m?’lik tekli dozlarda yarilanma émrii 11-26
dakikadir. Daha uzun siireli (3.6-4.3 saat) infiizyonlarla verilen 2500-3600 mg/m?’lik
tekli dozlarda yar1 6mrii 18,5-57,1 dakika arasinda degisir. Coklu dozlardan sonra
yarilanma dmril inflizyon siiresinden bagimsiz olarak tekli dozlarla gozlenenlere gore
daha uzundur. GMB ortalama bobrek atilimi 2-7 L/saat/m? arasinda degisir. GMB
dozunun her hafta tekrarlanmasi durumunda bir sonraki dozdan hemen Once 6l¢iilen

plazma derisimi 0,07-1,2 pg/mL arasinda degisir ve viicutta birikim olusmaz. Periferik
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kandaki mononiikleer hiicrelerde aktif metabolit olan dFACTP nin yar1 6émrii ise 0,7-
12 saat arasinda degisir. dFACTP derisiminin 35-350 mg/m?%30 dakika arasinda
degistigi infiizyon hizlarinda GMB dozlarinin uygulanmasiyla bu siire orantili olarak
artar ve 0,4-5 ug/mL arasinda degisen maksimum plazma derisimleriyle sonuglanir.
1000 mg/m?%30 dakikalik bir GMB dozundan sonra ilk 30 dakika boyunca 5
pg/mL’nin iizerinde kalan plazma GMB derisiminin, sonraki 1 saat boyunca da 0,4

pug/mL’nin iizerinde olmasi beklenir (81).

Endikasyonlar:

Akciger, meme, mesane, over, pankreas ve safra kanali kanserleri ve

mezoteliyoma hastaliklarinda kullanilmaktadir (74).

Kontrendikasyonlari

Asilanma yoluyla, intramiiskiiler enjeksiyon olarak, ¢ocuklara, kadinlara veya
yasli hastalara (65 yas ve {izeri) uygulama ve dis hastaligi, ekstravazasyon, hepatik
hastalik, herpes enfeksiyonu, kardiyovaskiiler hastalik, kemik iligi depresyonu,
notropeni, radyasyon tedavisi, renal hastalik, renal yetmezlik, su ¢igegi hastaligi ve
trombositopeni durumlarinda kullanilmasi sakincalidir. Emzirme, enfeksiyon ve

gebelik durumlarinda kesinlikle kullanilmamalidir (74).

Yan Etkileri

[lacin kullanim1 sonucunda anafilaktoid reaksiyonlar, hematiiri, proteiniiri,
alopesi (sa¢ dokiilmesi), makiilopapiiler dokiintii, enfeksiyon, pnomoni, bulanti,
diyare, konstipasyon, kusma, stomatit, ates, enjeksiyon yeri reaksiyonu, letarji, malez,
periferik 6dem, hepatik enzim diizeylerinde yiikselme, anemi, hemolitik-uremik
sendrom, nétropeni, trombositopeni, paresteziler, sersemlik hissi, dispne ve kanama

goriilebilmektedir (74).

2.5.2. irinotekan Hidrokloriir

ITN, Camptotheca acuminata isimli bir bitkiden elde edilen Camptothecin
isimli alkaloidin semisentetik ve suda eriyebilen bir tiirevi olan, Topoizomeraz-I grubu

antineoplastik bir ilactir (82, 83).
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Fiziksel Ozellikleri

Sar1 veya agik sar1 renkte kristal bir tozdur. Erime sicakligi 222 derecedir. Suda

ve organik sivilarda az ¢ozliniir. Sulu ¢ozeltisinin pH’1 4’tiir. Hava gegirmeyen

kaplarda saklanmalidir (84).

Kimyasal Yapist

Molekiil yapist [(19S)-10,19-dietil-19-hidroksi-14,18-diokso-17-0ksa-3,13-
diazapentasiklo[11.8.0.0%11.0*°,0°?% henikosa-1(21),2,4(9),5,7,10,15(20)-heptaen-7-
il]-4-piperidin-1-il-piperidin-1-karboksilat hidrokloriir seklindedir. Basit formiilii
Ca3H39CIN4Og olarak gosterilir (Sekil 2.22). Molekil agirligt 623,1 g/mol’diir.
Etanoldeki ¢ozeltisi UV spektrofotometrede 221, 255, 359 ve 372 nm’de pik verir (84).

Sekil 2.22. ITN’nin kimyasal yapist.
Etki Mekanizmast

ITN, hiicredeki Topoizomeraz-I1 kompleksleriyle etkilesir ve S fazina spesifik
olarak sitotoksik etki gosterir. Topoizomerazlar, hiicrenin hayati olaylarinin
gerceklestigi DNA bolgelerindeki katlanmalar1 ve siiper sarmal olugsmasin rediikler.
DNA’daki fosfodiester baglarin1 acar ve tekrar birlestirir. Tek ya da ¢ift zincirli
DNA’nin olugsmasina 6nciiliik eden DNA-enzim bagini olusturur. Topoizomeraz-I, tek
zincir DNA kiriklarina geri doniisiimlii olarak baglamr. Topoizomeraz-I-ITN
kompleksinin kendisi hiicre i¢in 6liimciil degildir. Fakat replikasyon ¢atallari ile olan
etkilesimleri, DNA’da zincir kiriklarina yol agar. Bu durum G2 fazinda gecikmeye,
geri doniisiimsiiz replikasyon sorunlarina ve hiicre dliimlerine sebep olur. Daha yiiksek
derisimlerde ITN, DNA hasarina ve apoptoza yol acarak S fazinda olmayan hiicreleri

de oldiirtir (85).
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Metabolizmasi

Giiniimiizde florourasil-l1okovorinle kombine edilen ITN, 4. evre kolon kanseri
tedavisinde kullanilmaktadir. insan karboksilesterazlar1 ITN’yi aktif metaboliti olan 7-
etil-10-hidroksikamptotesine (SN-38) déniistiiriir. SN-38, ITN’ye gére 100-1000 kat
daha yiiksek sitotoksik etkiye sahiptir. Bu metabolit Topoizomeraz-1 enzimini
DNA'ya geri doniisiimsiiz olarak baglar. Bu da gen hasarina ve apoptoza yol agar (86).

SN-38, Uridin-Difosfat Glukronosiltransferaz tarafindan SN-38G’ye (inaktif
glukronid) konjuge edilir. Daha sonra safra yollarindan salgilanir ve fazlasi idrarla
atilir. Bu konjugasyondaki major enzim UDP Glukronozil Transferaz 1A1’°dir
(UGT1Al). Bu enzimin azalmasi durumunda SN-38’in inaktif formuna doniigiimii
azalir. SN-38’1, hem kanser hiicreleri hem de karaciger hiicreleri UGT1A1 araciligi ile
inhibe edebilmektedir (87).

ITN; SN-38’¢ hidrolize olmasinin yamisira, sitokrom P450 3A4 (CYP3A4)
aracilikli oksidatif yolaklara da duyarlidir. Bu yolaklar ile inaktif metabolitler olan 7-
etil-10-(5-aminopentanoik asid)-karboniloksi-kamptotesin ve 7-etil-10-(4-amino-1-
piperodino)-karboniloksi-kamptotesin olusmaktadir. Bu da, direkt olmasa da aktif
metabolit olan SN-38 diizeylerini etkilemektedir. CYP3A alt ailesinde CYP3A4,
CYP3A5 ve CYP3A7 fonksiyonel genlerdir. Bunlardan CYP3A4 ve CYP3A5
dominant olanlardir. CYP3 A aktivitesinin kalitimsal oldugu diisiiniilmektedir. CYP3A
gen ailesindeki bazi tek niikleotid polimorfizmlerinin ITN farmakokinetigi ve
farmakodinamigi ile direkt olarak iliskili oldugu bulunsa da, bu iliskinin mekanizmasi

heniiz tam olarak kesfedilmemistir (88).

Farmakokinetigi

ITN viicut dokularindaki karboksilesteraz ile aktif SN-38'e hidroliz edilir. SN-
38, yaklasik 14 saatlik bir yar1 émre sahiptir. ITN’nin ve SN-38’in plazma protein
baglanmalar1 sirasiyla yaklasik %65 ve %95'tir. SN-38, UGT1Al enzimi tarafindan
glukuronidasyon ile elimine edilir. ITN ayrica kismen sitokrom P450 izoenzimleri
olan CYP3A4 veya CYP3AS tarafindan metabolize edilir. Intravendz dozun toplamda
%350’sinden fazlasi (%30 safrayla ve %20 idrarla) degismemis ilag olarak atilir (78).



35

Endikasyonlart

Akciger, kolorektal, kii¢iik hiicreli akciger, kiigiik hiicreli olmayan akciger,
meme, mide, over, pankreas ve serviks kanserleri ile rabdomiyosarkom, glioblastoma

multiforme ve malign glioma hastaliklarinda kullanilmaktadir (74).

Kontrendikasyonlar

Asilanma yoluyla, ¢ocuklara veya yasl hastalara (65 yas ve tizeri) uygulama
ve biliyer kanal hastaligi, dis hastaligi, dis tedavisi, diyabet, ekstravazasyon, emzirme,
enfeksiyon, gebelik, goz ile temas, hepatik hastalik, herpes enfeksiyonu, intramiiskiiler
enjeksiyon, kaza sonucu maruz kalma, nétropeni, radyasyon tedavisi, sarilik, su gigegi
hastaligi, trombositopeni ve viral enfeksiyon durumlarinda kullanilmasi sakincalidir.

Diyare ve kemik iligi depresyonu durumlarinda kesinlikle kullanilmamalidir (74).

Yan Etkileri

llacin kullanimi sonucunda anafilaktoid reaksiyonlar, lenfopeni, renal
yetmezlik, alopesi (sa¢ dokiilmesi), cilt dokiintiisli, diyaforez (terleme), hipokalemi,
enfeksiyon, abdominal agri, bagirsak iskemisi, bulanti, dispepsi, diyare, flatulans,
hipersalivasyon, ileus, kolit, konstipasyon, kusma, pankreatit, stomatit, tiflitis, asteni,
ates, 6dem, lakrimasyon, miyozis, hepatik enzim diizeylerinde yilikselme, anemi,
l6kopeni, notropeni, trombositopeni, miyokard infarktiisii, siniis bradikardisi, sirt
agrisi, anoreksi, dehidratasyon, hiperglisemi, hiponatremi, kilo kaybi, uykusuzluk, bas
agrisi, bas donmesi, iisiime, titreme, dispne, Oksiiriikk, pulmoner embolism, rinit, al
basmasi, hipovolemi, kanama, ortostatik hipotansiyon ve tromboembolizm

goriilebilmektedir (74).

2.6. DNA-Ilac Etkilesmeleriyle Ilgili Yapilan Spektroskopik Calismalar

DNA-ilag etkilesmelerinin spektroskopik yontemlerle analizleri yapilirken ¢cok
farkli ilag etkin maddeleriyle ¢alisilmistir.

Aslanoglu ve Oge (70) 2005 yilinda yaptiklar1 arastirmada, norepinefrinin
DNA ile etkilesmesini incelemistir. Arastirma sirasinda UV-GB spektroskopisinden,
ayrica voltametrik ve viskometrik yontemlerden faydalanilmistir. Arastirmanin
sonucunda, norepinefrinin DNA’ya baglandig1 gézlenmistir. Vizkozite 6l¢iimlerinden;

diisiik derisimlerdeki norepinefrinin DNA’ya elektrostatik etkilesimlerle baglandigi,
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ancak derisim arttikca interkalasyonla da baglanabildigi kesfedilmistir. 25 °C’de
standart Gibbs serbest enerji degisimi yaklasik -21.17 kJ/mol olarak o6l¢lilmiistiir.
Boylece norepinefrinin DNA’ya baglanmasi i¢in disaridan enerjiye ihtiya¢ olmadigi
anlagilmistir.

Li ve ark. (89) 2005 yilinda yaptiklar1 arastirmada, antitimor ilag olan
Mitoksantron’un (MTX) asetat tampon ¢ozeltilerinde DNA ile etkilesmesini
incelemistir. Arastirma sirasinda doniisiimlii voltametri ve UV-GB, floresans ve raman
spektroskopileri yontemlerinden faydalanilmigtir. Arastirmanin sonucunda; floresans
spektrumundaki emisyon soniimlemesinde ve donilisimli voltametrideki pik
akimlarinda 6nemli derecede disiis, UV-GB spektroskopisindeki absorpsiyon
spektrumunda ise hipokromik etki ve barokromik kayma gozlenmistir. Bu bulgular
sayesinde MTX’in DNA’ya interkalasyonla baglandigi kesfedilmistir. Raman
spektroskopisinden elde edilen verilerin yardimiyla, MTX’teki kromoforun sadece bir
kisminin DNA zincirine baglandig1 anlagilmistir.

Wei ve ark. (90) 2010 yilinda yaptiklar1 arastirmada, 5,10,15,20-tetrakis-(N-
metilpiridinyum-4-il)-21H,23H-porfirinin (TMPyP4) ve bir baska porfirin tiirevi olan
5,10,15,20-tetrakis-(N-propilpiridinyum-4-il)-21H,23H-porfirinin (TPrPyP4)
polietilen glikol varliginda paralel dort zincirli G-kuadruplekse (GaTsGas)4
baglanmasini incelemistir. Arastirma sirasinda dairesel dikroizm, goriiniir bolge
molekiiler absorpsiyon spektroskopisi ve floresans spektroskopisi yontemlerinden
faydalanilmistir. Arastirmanin sonucunda, her C molekiiliiniin 4 adet TMPyP4 veya
TPrPyP4 molekiiliinii baglayabildigi kesfedilmistir. Yiiksek ve diisiik baglanma
ozelligine sahip iki farkli baglanma bolgesi gozlenmistir. Bu bolgelere ait baglanma
katsayilar1 sirasiyla; (G4T4Ga)4-TMPYP4 igin 2,74 x 108 Mt ve 8,21 x 10° M,
(G4T4G4)4-TPrPyP4 igin ise 2.05 x 108 M ve 1,05 x 108 M! olarak bulunmustur. G-
kuadrupleksin iki ucuna iki porfirin molekiilii daha giiglii bir sekilde baglanirken, diger
iki porfirinin iki adet dis oluga zay1f bir sekilde baglandigi anlasiimstir.

Shah ve ark. (91) 2010 yilinda yaptiklari aragtirmada, potansiyel antikanser bir
ilag olan 4-nitrofenilferrosen (NFC) ile DNA arasindaki etkilesmeyi incelemistir.
Arastirma sirasinda UV-GB ve floresan spektroskopileri ve doniisiimlii voltametri
yontemlerinden faydalanilmistir. Arastirmanin sonucunda; doniisiimlii voltametride

negatif potansiyel kaymasi, UV-GB spektroskopisinde az miktarda batokromik
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kayma, floresans spektroskopisinde tamamlanmayan soniimleme ve vizkozitede
azalma gozlenmistir. Bu bulgular sayesinde pozitif yiiklii NFC ile DNA’daki anyonik
fosfatlar arasinda elektrostatik etkilesim bulundugu kesfedilmistir. Ilacin serbest ve
DNA’ya bagli formlarina ait difiizyon katsayilari, Randles—Sevcik esitligi kullanilarak
hesaplanmistir. Dontistimlii voltametriden elde edilen verilerin yardimiyla; baglanma
sabiti, baglanma oranlari, baglanma bolgesinin biiyiikliigii ve baglanma serbest enerjisi
gibi bazi baglanma parametreleri elde edilmistir. Baglanma sabiti ayrica UV-GB ve
floresans spektroskopileriyle de hesaplanmis olup, doniisiimlii voltametriyle yakin
degerlere ulasilmistir.

Bhadra ve Kumar (92) 2011 yilinda yaptiklar1 arastirmada, insan telomerik
kuadrupleks DNA’s1 ile izokinolin alkaloitleri olan berberin, palmatin, koralin ve
sanguinarinin etkilesmesini inceleyerek etidyum ile karsilastirmistir. Arastirma
sirasinda dairesel dikroizm, optik erime, mikrokalorimetri, absorpsiyon spektroskopisi
ve floresans spektroskopisi yontemlerinden faydalanilmistir. Arastirmanin sonucunda,
tiim molekiillerin DNA’ya 1:1 oraninda baglandig1 kesfedilmistir. Koralin en yiiksek
baglanma sabitine sahipken (10° M™), digerlerinin baglanma sabitlerinin 10° M
civarinda oldugu gozlenmistir. Etidyumun baglanma sabiti sanguinarine yakin
bulunmustur. Kolilen ve sanguarin, berberin ve palmatine gére DNA’ya daha fazla
istiflenmistir. Incelenen tiim alkaloidlerin DNA ile etkilesmesi ekzotermik bir sekilde
gerceklesmistir. Koralin, sanguinarin, berberin ve palmatin igin sirasiyla —169, —198,
—105 ve —95 kal/mol K olan 1s1 kapasitesi degerlerinden, DNA’ya baglanmalarina etki
eden hidrofobik 6zelliklerinde 6nemli 6l¢lide farkliliklar bulundugu anlasilmistir.

Sirajuddin ve ark. (56) 2012 yilinda yaptiklar1 arastirmada; yeni bir azometin
olan 3-[(3,5-dimetilfenilimino)metil]benzen-1,2-diol sentezleyerek onu enzimatik,
antioksidan, antibakteriyel ve antifungal ozellikleri, sitotoksisitesi ve DNA ile
etkilesmesi bakimindan incelemistir. Arastirma sirasinda Fourier Dontistimlii Infrared,
'H ve 13C NMR spektroskopileri ile tek kristal analizi yontemlerinden faydalaniimastir.
Arastirmanin sonucunda; bilesigin, interkalasyon ve oluga baglanma olmak iizere 2
yolla DNA ile etkilesmeye girdigi kesfedilmistir. Bilesigin interkalasyonda DNA’daki
organik baz ciftleri arasina yerlestigi, oluga baglanmada ise organik bazlarla hidrojen

bag1 olusturdugu gozlenmistir. Ayrica etkili bir antioksidan oldugu bulunmustur.
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2.6.1. Gemsitabin HCl ile Tlgili Yapilan Calismalar

Kalanur ve ark. (93) 2009 yilinda yaptiklar arastirmada, antikanser bir ilag
olan GMB’nin DNA ile etkilesmesini incelemistir. Arastirma sirasinda dairesel
dikroizm, UV-GB ve floresans spektroskopileri ve diferansiyel puls voltametri
yontemlerinden faydalanilmistir. Arastirmanin sonucunda, elektrokimyasal veriler
yardimiyla ilacin DNA’ya baglanma sabiti 2,22 x 10° M ve baglanma orani 1:2 olarak
bulunmustur. Elektrokimyasal ve spektroskopik veriler yardimiyla da ilacin DNA’da
oluga baglandigi kesfedilmistir. Ayrica GMB’nin farmasotik preparatlardan tayini i¢in
diferansiyel puls voltametrisinde 5 x 10° - 7,5 x 10* M araliginda dogrusal olan bir
yontem gelistirilmistir. Gozlenebilme smir1 1,06 x 10® M olarak &lgiilen bu ydntemin

GMB tayininde basariyla uygulanabildigi belirtilmistir.

2.6.2. Irinotekan HCl ile Tlgili Yapilan Calismalar

Tamyiirek (94) 2015 yilinda yaptig1 calismada; ITN’nin hemoglobin, globulin
ve insan serum albumini gibi serum proteinlerine baglanmasi incelemistir. Bu amagla
[3-(2,3-epoksipropoksi)propil]trimetoksisilan ile modifiye edilmis siiperparamagnetik
demir oksit nanopartikiil (GPTS-SPION) yiizeyi kullanilmistir. Bu nanopartikiiller
NH4OH ile Fe?* ve Fe®* tuzlan birlikte ¢oktiiriilerek sentezlenmis ve sonra SPION
yiizeyinde fonksiyonel epoksi gruplari elde etmek i¢in GPTS ile modifiye edilmistir.
Sonuglar sirastyla 20 mg GPTS modifiye SPION yiizeyine; insan serum albuminin
(HSA) 44,1, globulinin 21,2 ve hemoglobinin 32,6 ug kadar baglandigi bulunmustur.
ITN’nin serum proteinlerine baglanma miktarlarmnin belirlenmesi amaciyla, ITN nin
spektroflorimetrik yontemle uyarma ve yayilma dalga boylar1 belirlenmigtir. Buna
gore uyarma dalga boyu 299 nm iken, yayilma dalga boyu 448 nm bulunmustur. 25
mg GPTS modifiye SPION yiizeyin serum protein-SPION yiizeylerine ITN baglanma
miktarlart HSA igin 37,3, globulin i¢in 43,2 ve hemoglobin i¢in 40,8 ug kadar
bulunmustur. Nanopartikiil yiizeyine HSA, globulin ve hemoglobin ile ITN’nin
baglanmalar1 IR spektroskopisi ile dogrulanmistir. Ayrica yiizey karakterizasyonu igin
Taramal1 Elektron Mikroskobu analizi yapilmistir. GPTS-SPION yiizeyinde serum
proteini-iITN etkilesmesinin termal davranisi, termogravimetrik analiz kullanilarak
incelenmistir. Termal par¢alanmanin kinetik parametreleri, Horowitz-Metzger metodu

kullanilarak tayin edilmistir.
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Temerk ve ark. (95) 2018 yilinda yaptiklari ¢alismada, antikanser bir ilag olan
ITN’nin ssDNA ve dsDNA ile etkilesmesini incelemistir. Arastirma sirasinda
voltametrik ve spektroskopik yontemlerden faydalanilmistir. Arastirmanin sonucunda,
ITN molekiiliiniin interkalasyonla DNA zincirindeki organik bazlarin arasina
yerlestigi ve bu etkilesmenin iyonik giiclerden bagimsiz bir sekilde gerceklestigi
kesfedilmigtir. dsDNA varliginda spektrumda hiperkromik etki gozlenmistir. Bu
durum, ilagtaki kromofor grubun DNA’daki organik bazlarla interkalasyon yaptigini
gostermektedir. ssDNA varliginda ise DNA’nin dis kismindaki negatif yiiklii fosfat
gruplar1 ile ITN arasinda elektrostatik etkilesim gerceklestigi kesfedilmistir. Daha
sonra ITN-dsDNA ve ITN-ssDNA komplekslerinin baglanma sabitleri, stokiyometrik
katsayilar1 ve termodinamik parametreleri degerlendirilmistir. ssDNA ile yapilan
calismalar dsDNA ile yapilanlara gére daha etkili sonu¢ vermistir. ITN’nin pik
akimlarinin, DNA derisimiyle orantili olarak degistigi anlasilmigtir. dsDNA ve
ssDNA’nmn gozlenebilme smirlar1 sirasiyla 5,49 x 107 ve 1,87 x 107 M olarak

bulunmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

UV-GB spektrofotometresi

Buzdolabi

Hassas terazi
Manyetik karistiric
Otomatik pipet

pH metre

Saf su sistemi
Ultrasonik banyo

Vortex Karistiric

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA

Fosforik asit
Gemsitabin HCI
Irinotekan HCI

Sodyum dihidrojen fosfat

Sodyum fosfat
Sodyum hidroksit

3.3. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

Balon joje

Beher

Otomatik pipet ucu
Olgekli santrifiij tiipii
Piset

Spatiil
Spektrofotometre kiiveti
Tartim kabi

Vial

Shimadzu UV-1700 PharmaSpec

Bosch
Mettler Toledo AG285
Jeno Tech MS-51M

Eppendorf Research Plus (100-1000 pL / 1000-5000 pL)

Mettler Toledo MA235

Bornstead Nanopure Diamond
Bandelin Sonorex Super RK 514 BH

IKA Vortex Genius 3

Sigma
H3PO4 (Merck)

CgH12CIF2N304.HCI (Mustafa Nevzat ilag Sanayii A.S.)
C33H39CIN4Os.HCI (Mustafa Nevzat ilag Sanayii A.S.)

NaH2PO4 (Merck)
Na2HPO4 (Merck)
NaOH (Merck)

Pyrex (10, 25, 50, 100, 250 ve 2000 mL)

250 mL

1000 pL / 5000 pL

15 mL

500 mL

Metal

Kuvars (1x1x3,5 cm)
Plastik

Plastik (1,5 mL/2 mL)
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3.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi
DNA Stok Cozeltisi

Hassas terazide 40 mg DNA tartilarak balon jojeye aktarilmis ve saf su ile 100
mL’ye tamamlanmigtir. Vortex karistirict kullanilarak homojen karigsmasi saglanan
¢ozeltinin derisimi 1,376 x 10 M’dir. DNA ¢alisma ¢ozeltileri bu stok ¢dzeltiden pH
7,4 ve pH 4,7 fosfat tampon ¢ozeltileri ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak
hazirlanmistir. DNA’nin absorbans oranlar 6lgiilerek (A2eo / Azso Ve Azeo / Azzo)
DNA’nin saflifi da hesaplanabilmektedir. Bu oranin 1,8-1,9 araliginda olmasi
DNA'nin yeterince proteinsiz (saf) oldugu anlamina gelir. Yaptigimiz Slgiimlerde

DNA’nin saflik oram1 1,81 bulunmustur.

Gemsitabin HCI Stok Cozeltisi

Hassas terazide 90 mg GMB tartilarak balon jojeye aktarilmis ve saf su ile 100
mL’ye tamamlanmistir. Vortex karistirict kullanilarak homojen karigmasi saglanan
¢ozeltinin derisimi 3 x 10 M’dir. GMB ¢alisma ¢ozeltileri bu stok ¢ozeltiden tampon

cozeltiler ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmastir.

Irinotekan HCI Stok Cozeltisi

Hassas terazide 62,4 mg ITN tartilarak balon jojeye aktarilmis ve saf su ile 100
mL’ye tamamlanmistir. Vortex karistirict kullanilarak homojen karigsmasi saglanan
¢ozeltinin derisimi 10 M’dir. ITN calisma ¢ozeltileri bu stok ¢ozeltiden tampon

cozeltiler ile uygun seyreltmeler yapilarak giinliik olarak hazirlanmistir.

Fosforik Asit Cozeltisi (0,5 M HzPOy)

250 mL’lik balon joje, yarisina kadar saf su ile doldurulmustur. 1,71 g/mL
yogunluga sahip %85°lik H3POs c¢ozeltisinden 8 mL alinarak bu balon jojeye
aktarilmig ve saf su ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Manyetik karistirict kullanilarak,

hazirlanan ¢6zeltinin homojen karigmasi saglanmistir.



42

Sodyum Hidroksit Cézeltisi (0,2 M NaOH)

Hassas terazide 2 g NaOH tartilarak balon jojeye aktarilmis ve saf su ile 250
mL’ye tamamlanmistir. Manyetik karigtirict kullanilarak, hazirlanan ¢6zeltinin

homojen karigmasi saglanmistir.

pH 7,4 Fosfat Tampon Cozeltisi

Hassas terazide 7,098 g NaoHPOj tartilarak balon jojeye aktarilmis ve saf su
ile 250 mL’ye tamamlanmustir. Daha sonra hazirlanan bu 0,2 M NazHPOg iizerine, pH
7,4’te sabitlenene kadar 0,5 M H3POj4 eklenmistir. Manyetik karistirici kullanilarak,

hazirlanan tiim ¢6zeltilerin homojen karismasi saglanmistir.

pH 4,7 Fosfat Tampon Cozeltisi

Hassas terazide 7,8 g NaH2POs tartilarak balon jojeye aktarilmis ve saf su ile
250 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra hazirlanan bu 0,2 M NaH2POjs {izerine, pH
4,7°de sabitlenene kadar 0,2 M NaOH eklenmistir. Manyetik karistiric1 kullanilarak,

hazirlanan tiim ¢ozeltilerin homojen karigsmasi saglanmistir.

3.5. UV-Goriiniir Bolge Absorpsiyon Spektroskopisi ile DNA-Ilac
Etkilesmelerinin Incelenmesi

DNA-ilag etkilesmesinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrik titrasyon yontemi
kullanilmistir. Bunun i¢in sabit derisimdeki ilag ¢6zeltisi tizerine artan derisimlerde
DNA c¢ozeltisi ilave edilmistir. Tlag ¢ozeltisinin tek basma ve her DNA ¢ozeltisi
ilavesinden sonra UV-GB spektrumlar1 alinmistir. Her deney pH 7,4 ve pH 4,7 fosfat
tampon c¢ozeltilerinde 6 defa tekrarlanmistir. Elde edilen UV spektrumlarinda
absorbans degerindeki degisimler izlenmistir. Bu spektrumlardan yararlanarak,
1/[DNA]’ya karst Ao/(A-Ao) degerleri grafige gegirilmistir. Daha sonra Benesi-

Hildebrand esitligi uygulanarak baglanma sabitleri hesaplanmaigtir.
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4. BULGULAR

4.1. DNA-Gemsitabin HCI Etkilesimi Bulgular:

DNA ve GMB ¢ozeltilerinin UV spektrumlart Sekil 4.1 ile gdsterilmistir.

=4 = -
a
0.2 F i
b
0,0 L e
205,00 250,00 311,639
nm.

Sekil 4.1. a) 3 x 10° M GMB, b) 5 x 10® M DNA ¢ézeltilerinin UV spektrumlari.

DNA’nin artan derisimlerdeki UV spektrumlar Sekil 4.2 ile gosterilmistir.

0952

0.5

Abs.

a0

01 1 1
200,00 250,00 300,00
nm.

350,00 398,304

Sekil 4.2. DNA’nin artan derisimlerdeki UV spektrumlari. a) 14 x 106 M,
b) 16,86 x 10° M, ¢) 25,29 x 10°° M, d) 33,72 x 10° M,

e) 42,16 x 10°° M, f) 50,59 x 10°° M, ) 59,02 x 10 M,
h) 67,45 x 10 M, i) 75,88 x 106 M.
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GMB ¢ozeltisinin artan derisimlerdeki UV spektrumlart Sekil 4.3 ile
gosterilmistir.

2,839

20

Ahbs,

1.0

o0 1 o
200,00 250,00 314,585
nm.

Sekil 4.3. GMB’nin artan derisimlerdeki UV spektrumlari. a) 1,5 x 10° M,
b)3x10°M, ¢)45x10°M, d)6x10°M, e)7,5x10°M,
f)9x10°M, g)105x10°M, h)12x10°M, i) 13,5x10° M,
j) 15 x 10°M.

DNA-GMB kompleksinin olusumunu saptamak amaciyla Job yOntemi
uygulanmistir. Sabit hacimde GMB ve DNA’nin birbirine gore derisimleri
degistirilerek elde edilen UV spektrumlari (Sekil 4.4) ve DNA ¢ozeltisi tizerine GMB
yerine ayni hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari (Sekil 4.5)
karsilastinlmistir. Sekil 4.4’te azalan DNA derisimlerine ragmen sinyalde artis

gozlenmesi, kompleksin olustugunu gostermistir.
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Sekil 4.4. DNA iizerine artan derisimlerde GMB eklenmesi ile elde edilen UV
spektrumlari. A. a) 5x 10° M DNA + 0 M GMB, b) 4,76 x 10° M DNA +
0,24x10°M GMB, ¢)4,55x10°M DNA + 0,45x10°M GMB,
d) 4,16 x 10°M DNA + 0,84x 10°M GMB, e€)3,75x10°M DNA +
1,25x10°M GMB, f)25x10°M DNA + 25x10°M GMB,
0) 1,25x10°M DNA + 3,75x10°M GMB, h) 0,84 x 10° M DNA +
416x10°M GMB, i)0,45x10°M DNA + 455x10°M GMB,
j)0,24x10°M DNA + 476x10°M GMB, k)OM DNA +
5x 10° M GMB. B. Yakinlastirilmis spektrumlar.
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Sekil 4.5. 5x 10° M DNA c¢ozeltisi iizerine GMB  yerine Sekil 4.4 teki derisimleri
olusturan hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlar:.
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Kan ve mide pH’larinda DNA-GMB etkilesmeleri arasinda fark olup
olmadigin1 test etmek amaciyla kan pH’inda (pH 7,4) (Sekil 4.6) ve mide pH’inda (pH
4,7) (Sekil 4.7) DNA-GMB etkilesmesi i¢in ayri ayr1 ¢alismalar yapilmis ve UV
spektrumlari her pH icin kaydedilmistir.

0097

0z

05

Abs.

0.4

0z

0.0
205,00 250,00 314,604

Sekil 4.6. pH 7,4 fosfat tampon c¢ozeltisinde 3 x10°M GMB iizerine artan
derigsimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b) 10°M, ¢)1,5x10°M, d)2x10°M, €)3x10°M, f)4x10°M,
g) 5x10° M.
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Sekil 4.7. pH 4,7 fosfat tampon c¢ozeltisinde 3 x10°M GMB iizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b) 10°M, ¢)1,5x10°M, d)2x10°M, €)3x10°M, f)4x10°M,

g) 5x10° M.
pH 7,4 ve pH 4,7 fosfat tampon ¢o6zeltilerinden elde edilen UV
spektrumlarindan yararlanarak, 268 nm’de 1/[DNA]’ya karst Ao/(A-Ao) degerleri

grafige gecirilmistir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Daha sonra Benesi-Hildebrand esitligi
uygulanarak baglanma sabitleri hesaplanmustir.
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Sekil 4.8. pH 7,4 fosfat tampon ¢6zeltisinde DNA-GMB etkilesimi i¢in 268 nm
dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonucunda 1/[DNA]’ya kars1 Ao/(A-Ao)
grafigi (n=6).
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Sekil 4.9. pH 4,7 fosfat tampon ¢6zeltisinde DNA-GMB etkilesimi igin 268 nm
dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonucunda 1/[DNA]’ya karst Ao/(A-Ao)
grafigi (n=6).
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4.2. DNA-irinotgkan HCI Etkilesimi Bulgular
DNA ve ITN c¢ozeltilerinin UV spektrumlar Sekil 4.10 ile gosterilmistir.

1.0

05+

o0 b
0z I 1 I
200,00 250,00 200,00 360,00 209,281

nm.

Sekil 4.10. a) 10° M ITN, b) 3 x 10° M DNA ¢bzeltilerinin UV spektrumlari.

ITN ¢ozeltisinin artan derisimlerdeki UV spektrumlar1 Sekil 4.11 ile
gosterilmistir.

3287

20F

Abs.

1.0

0.0

0z 1 1 1
200,00 250,00 200,00 250,00 299,281
nm.

Sekil 4.11. ITN’nin artan derisimlerdeki UV spektrumlari. ) 10° M,
b)2x10°M, ¢)3x10°M, d)4x10°M, €)5x10°M,

f)6x10° M, g) 7 x 10° M.
DNA-ITN kompleksinin olusumunu saptamak amaciyla ITN ¢ozeltisi iizerine
artan derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari (Sekil 4.12) ve
DNA ¢ozeltisi iizerine ITN yerine ayn1 hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV

spektrumlar: (Sekil 4.13) karsilastirilmastir.
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Sekil 4.12. 3 x 10° M ITN iizerine artan derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen
UV spektrumlari. a)0OM, b)2x10%M, ¢)5x10°%M, d)10°M,
e) 2x 10° M, f) 4 x 105 M, g) 6 x 105 M, h) 8 x 105 M, i) 10 M.

1,045 T T

Abs.

e N
oo

.01 1
200,00 250,00 314,526
nm.

Sekil 4.13. 10% M DNA c¢ozeltisi iizerine ITN yerine Sekil 4.12°deki derisimleri
olusturan hacimlerde su eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari.
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Kan ve mide pH’larinda DNA-ITN etkilesmeleri arasinda fark olup olmadigimni
test etmek amaciyla kan pH’inda (pH 7,4) (Sekil 4.14) ve mide pH’inda (pH 4,7) (Sekil
4.15) DNA-ITN etkilesmesi i¢in ayr1 ayr1 calismalar yapilmis ve spektrumlari her pH
icin kaydedilmistir.

1,291

10

Abs.

a5

an

-0
205,00 250,00 200,00 340,00 299,299

nm.

Sekil 4.14. pH 7,4 fosfat tampon c¢ozeltisinde 3x 10°M ITN iizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b) 2x10%M, ¢)5x10°M, d)10°M, €)2x10°M, f)4x10° M,
g) 6 x 10° M, h) 8 x 10° M, i) 10™* M.
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Sekil 4.15. pH 4,7 fosfat tampon ¢ozeltisinde 3 X 10°M ITN iizerine artan
derisimlerde DNA eklenmesi ile elde edilen UV spektrumlari. a) 0 M,
b) 2x10°M, c)5x10°M, d)10°M, e)2x10°M, f)4x10° M,

g) 6 x 10° M, h) 8 x 10° M, i) 10 M.
pH 7,4 ve pH 4,7 fosfat tampon c¢ozeltilerinden elde edilen UV
spektrumlarindan yararlanarak, 220 nm ve 255 nm dalga boylarindaki piklerin
1/[DNA] ya kars1 Ao/(A-Ao) degerleri grafige gegirilmistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

Daha sonra Benesi-Hildebrand esitligi uygulanarak baglanma sabitleri hesaplanmustir.
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Sekil 4.16. pH 7,4 fosfat tampon ¢dzeltisinde DNA-ITN etkilesimi i¢in 1/[DNA]’ya
karst Ao/(A-Ao) grafigi (n=6).
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Sekil 4.17. pH 4,7 fosfat tampon ¢dzeltisinde DNA-ITN etkilesimi i¢in 1/[DNA]’ya
kars1 Ao/(A-Ao) grafigi (n=6).



54

5. TARTISMA

Antineoplastik ilaclardan GMB’nin ve ITN’nin DNA ile etkilesmelerinin
kanitlanmas1 ve etkilesme tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu tezde her iki
madde i¢in de gesitli calismalar yapilmistir.

Oncelikle maddelerin ve DNA’nin spektrumlari ¢izdirilmistir. DNA 260 ve
GMB 268 nm’de birer pik verirken ITN 220, 255, 355 ve 370 nm’de 4 adet pik
vermistir.

DNA’nin ve maddelerin diizenli artan derisimlerde UV spektrumlari
cizdirilmigtir. Artan derisimle maksimum absorbans yaptiklari dalga boylar1 genel
olarak sabit kalmistir. Derisimle orantili olarak absorbanslarin arttigi gézlenmistir
(Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.11).

DNA-madde kompleksine ait dalga boyu ve absorbans degerlerinin zamana
bagl olarak degisip degismedigini saptamak amaciyla sulu ortamda maddelerin
tlizerine artan derisimlerde DNA eklenmistir. Eklenme aninda ve sonrasindaki 2., 4.,
6., 8. ve 10. dakikalarda dl¢timler yapilarak bulgularin degismedigi gozlenmistir.

GMB-DNA kompleksinin olusumu i¢in gerekli derisim araligiin saptanmasi
amaciyla Job (devamli degismeler) yontemi uygulanmistir (96). Bu amagla toplam
hacim sabit tutularak GMB ve DNA’nin birbirine gore derisimleri degistirilmis ve her
bir durum i¢in UV spektrumlar kaydedilmistir (Sekil 4.4). Karsilastirma yapabilmek
icin DNA c¢ozeltisi lizerine GMB yerine ayni hacimlerde su eklenmistir (Sekil 4.5).
Elde edilen spektrumlarin karsilastiriimasi: sonucunda, GMB eklenen ¢ozeltiden elde
edilen absorbans degerlerinde artis, DNA-su ¢ozeltisinden elde edilen absorbans
degerlerinde seyrelmeden dolay1 azalma gozlenmistir (Sekil 4.5). Ayrica DNA-GMB
¢ozeltisindeki piklerde DNA derisiminin artmasiyla hipsokromik kayma gézlenmistir.
Bu durum DNA ve GMB arasinda kompleks olustugunu géstermektedir (54, 55).

Kan ve mide pH’larinda DNA-GMB etkilesmeleri arasinda fark olup
olmadigini test etmek amaciyla kan pH’inda (pH 7,4) ve mide pH’inda (pH 4,7) DNA-
GMB etkilesmesi i¢in fosfat tamponlar1 kullanilarak ayr1 ayr1 ¢aligmalar yapilmis ve
spektrumlari her pH i¢in kaydedilmistir. Her iki pH degerinde de kompleks olusumuna
bagli olarak hiperkromik etki ve 4 nm kadar hipsokromik kayma goézlenmistir.
Hipsokromik kaymanin sebebi; DNA’daki organik bazlarin, molekiiliin

ortaklanmamis elektron ciftleri ile hidrojen baglar1 vermesidir (51). Interkalasyonda
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DNA ile molekiil arasindaki © baglarina bagh olarak 15 nm’den biiyiik bir kayma
gozlenirken oluga baglanmada bu miktar 8 nm’den kigiiktiir (93). Ayrica oluga
baglanan molekiillerde, birbirine baglh ancak kaynagsmamis aromatik halka sistemleri
bulunmaktadir (97). Bu da GMB’nin DNA ile oluga baglanma yoluyla etkilestigini
gostermektedir. Bu verinin literatiir bulgusuna (93) uygun oldugu goriilmektedir.

GMB’nin hangi pH degerine sahip ortamda DNA’ya daha gii¢lii baglandigini
test etmek amaciyla, spektrumlardan yararlanarak, pH 7,4 ve pH 4,7 i¢in 268nm’de
1/[DNA] ya kars1 Ao/(A-Ao) degerleri grafige gegirilmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Daha
sonra Benesi-Hildebrand esitligi uygulanarak baglanma sabitleri hesaplanmistir. pH
7,4 tampon c¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 1948 M olarak
hesaplanirken, pH 4,7 tampon c¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 956
M olarak hesaplanmustir. Bu durum kan pH’inda DNA-GMB etkilesmesinin daha
giiclii oldugunu gostermektedir.

DNA-ITN kompleksinin olusumunu saptamak amaciyla sulu ortamda DNA
¢ozeltisi iizerine artan derisimlerde ITN eklenmistir. Karsilastirma yapabilmek igin
DNA ¢bzeltisi iizerine ITN yerine ayn1 hacimlerde su eklenmistir (Sekil 4.12 ve Sekil
4.13). Elde edilen spektrumlarin karsilastirilmasi sonucunda, ITN eklenen ¢dzeltiden
elde edilen absorbans degerlerinde artis, DNA-su ¢ozeltisinden elde edilen absorbans
degerlerinde seyrelmeden dolay1 azalma gozlenmistir (Sekil 4.13). Ayrica DNA-ITN
¢ozeltisinde DNA derisiminin artmasiyla 220 nm’deki pikte hipsokromik kayma ve
255 nm’deki pikte batokromik kayma gozlenmistir. Bu durum DNA ve ITN arasinda
kompleks olustugunu gostermektedir.

Kan ve mide pH’larinda DNA-ITN etkilesmeleri arasinda fark olup olmadigin
test etmek amaciyla kan pH’inda (pH 7,4) ve mide pH’inda (pH 4,7) DNA-ITN
etkilesmesi i¢in fosfat tamponlari kullanilarak ayr1 ayri calismalar yapilmis ve
spektrumlari her pH i¢in kaydedilmistir. Her iki pH degerinde de kompleks olusumuna
bagl olarak 220 nm ve 255 nm’deki piklerde hiperkromik etki gézlenmistir. ITN’de
n-m* ve n-n* olmak iizere iki tiir elektronik gecis bulunmaktadir. ITN spektrumundaki
genis absorpsiyon bantlar1 da ligand i¢i n-n* gegislerinden kaynaklanmaktadir. Ortama
DNA ceklendiginde, interkalasyonla DNA’ya baglanan maddelerin yapisal olarak
sikismas1 sonucunda m-m* gecis bdlgesinde DNA-ITN kompleks olusumuna bagl

olarak hiperkromik etki olusmaktadir (95). pH 7,4 tampon ¢o6zeltisinde 220 nm’deki
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pikte 16 nm hipsokromik kayma, 255 nm’deki pikte 2 nm batokromik kayma ve pH
4,7 tampon ¢ozeltisinde 220 nm’deki pikte 2 nm hipsokromik kayma, 255 nm’deki
pikte 3 nm batokromik kayma gdzlenmistir. Bu da ITN’nin DNA ile interkalasyon
yoluyla etkilestigini gostermektedir. Bu verinin literatiir bulgusuna (95) uygun oldugu
goriilmektedir.

ITN’nin hangi pH degerine sahip ortamda DNA’ya daha giiglii baglandigin1
test etmek amaciyla; spektrumlardan yararlanarak pH 7,4 ve pH 4,7 igin 220 nm ve
255 nm dalga boylarindaki piklerin 1/[DNA]’ya karst Ao/(A-Ao) degerleri grafige
gecirilmistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17). Daha sonra Benesi-Hildebrand esitligi
uygulanarak baglanma sabitleri hesaplanmistir. 220 nm’deki pike gore pH 7,4 tampon
¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 12632 M olarak hesaplanirken, pH
4,7 tampon ¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 10825 M™ olarak
hesaplanmistir. 255 nm’deki pike gore pH 7,4 tampon ¢ozeltisindeki kompleksin
baglanma sabiti degeri 6348 M olarak hesaplanirken, pH 4,7 tampon ¢ozeltisindeki
kompleksin baglanma sabiti degeri 2798 M olarak hesaplanmistir. Bu durum kan

pH’inda DNA-ITN etkilesmesinin daha gii¢lii oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda; antineoplastik ilaglardan GMB ve ITN’nin DNA ile
etkilesmelerinin UV  spektrofotometrik yontemle incelenmesi ve etkilesme
mekanizmalariin aydmlatilmasi i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Calismalar hem sulu
ortamda, hem de iki farkli pH (pH 7,4 ve pH 4,7) i¢in tampon ¢dzelti ortamlarinda
gerceklestirilmistir. Calisilan molekiillerin DNA ile etkilesmesinin zamana bagh
olmadig1 gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gére; GMB’nin DNA ile etkilesmesinin
oluga baglanma, ITN’nin DNA ile etkilesmesinin ise interkalasyon Yoluyla
gerceklestigi goriilmiistiir. DNA-GMB kompleksi i¢in pH 7,4 tampon ¢ozeltisindeki
baglanma sabiti degeri 1948 M olarak hesaplanirken, pH 4,7 tampon ¢ozeltisindeki
baglanma sabiti degeri 956 M olarak hesaplanmistir. DNA-ITN kompleksi i¢in; 220
nm’de pH 7,4 tampon ¢dzeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 12632 M7,
pH 4,7 tampon ¢dzeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri 10825 M olarak
hesaplanirken, 255 nm’de pH 7,4 tampon ¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti
degeri 6348 M, pH 4,7 tampon ¢ozeltisindeki kompleksin baglanma sabiti degeri
2798 M olarak hesaplanmistir. Bu verilerin 15131nda baglanma sabitinin kan pH’inda
daha yiiksek oldugu anlasilmistir.

Tezden elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda DNA-ilag
etkilesmeleri  ile ilgili ¢alismalarda UV  spektrofotometrik  yontemden

faydalanilabilecegi gortilmiistiir.
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PRODUCT
SPECIFICATIONS
AND
Page 1 of 4 CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name: GEMCITABINE HYDROCHLORIDE

Control No.: 896602217 Order No.: 6U80029001
Client Packing Order: 5000011215
Customer Name: MUSTAFA NEVZAT ILAC SANAYI A.S.

Quantity: 7875.000 GR Quality Market: EUR
Manufacturing Site: PLANTEX LTD. - NETANYA Criginal Analysis Date:  27-June-2018

Manufacturing Date: June 2017 Re Test date: June 2022

Packaging and storage:  Store at Up to 25°C. Do not freeze.
Keep in a tight container.

TESTS AND METHODS SPECIFICATIONS RESULTS*
Ph.Eur. TESTS

Characters white or almost white powder. Conforms
Identification by FTIR

(2.2.24)

A.Infrared absorption (2.2.24) The absorption maxima in the spectrum obtained with Conforms

' the substance to be examined correspond in position
and

relative intensity to those in the spectrum obtained with
gemcitabine hydrochloride CRS.

Identification by Chlorides It gives reaction (a) of chlorides Conforms
(2.3.1.)

Appearance of solution

22.1)

Clarity Solution S is clear. (2.2.1) Conforms
Appearance of solution

(2.2.2,Method II) :

Colour The solution is not more intensely coloured than Less than BY~7

reference solution BY7

pH 2.0t03.0 2.6
(2.2.3)

Specific optical rotation [a]”, Between(+43.0°) and (+50.0°) +45.6°
(2.2.7)
Plantex Ltd

5 Basel Street, P.O.Box 3190 Petach-Tikva 4951033, Israel

Manufacturing site : 1 Hakadar St., Industrial Zone, PO. Box 160 Netanya 4210101, Isracl TEL. 972-9-8604333
FAX. 972-9-8339063
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Page 2 of 4 CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product Name: GEMCITABINE HYDROCHLORIDE
Control No.: 896602217 Order No.: 6U80029001

Client Packing Order: 5000011215

Customer Name: MUSTAFA NEVZAT ILAC SANAYI A.S.
Quantity: 7875.000 GR Quality Market: EUR

Manufacturing Site: PLANTEX LTD. - NETANYA Original Analysis Date:  27-June-2018

| Manufacturing Date: June 2017 Re Test date: June 2022

Packaging and storage:  Store at Up to 25°C. Do not freeze.
Keep in a tight container.

TESTS AND METHODS SPECIFICATIONS RESULTS*
Ph.Eur. TESTS
Heavy metals Maximum 10 ppm Less than 10ppm
(2.4.8)
Sulphated ash Maximum 0.10% Less than 0.05%
(24.14)
Bacterial endotoxins Less than 0.05 IU/mg Less than 0.011U/mg
(2.6.14)
Related substances
(2.2.29)
impuritiy A (Cytosine) Not more than 0.15% Less than 0.02%
impuritiy C Not more than 0.2% Less than 0.02%
Any unspecified impurity Not more than 0.10% Less than 0.02%
Total impurities Not more than 0.4% Less than 0.02%
Assay 98.0 % - 102.0 % 100.2%
IN-HOUSE for EUR TESTS
Identification
by HPLC The retention time of the main peak in the Gemcitabine Conforms
Hydrochloride sample solution
has the same value as the retention time of the main
peak of the Gemcitabine Hydrochloride standard
solution in the assay method.
Plantex Ltd

5 Basel Street, P.O.Box 3190 Petach-Tikva 4951033, Israel

Manufacturing site : 1 Hakadar St., Industrial Zone, PO. Box 160 Netanya 4210101, Isracl TEL. 972-9-8604333

FAX. 972-9-8339063
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Page 3 of 4 CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product Name: GEMCITABINE HYDROCHLORIDE
Control No.: 896602217 Order No.:  6U80029001

Client Packing Order: 5000011215
Custoraer Name: MUSTAFA NEVZAT ILAC SANAYIT A.S.

Quantity: 7875.000 GR Quality Market: EUR
Manufacturing Site: PLANTEX LTD. - NETANYA Original Analysis Date:  27-June-2018

Manufacturing Date: June 2017 Re Test date: June 2022

Packaging and storage:  Store at Up to 25°C. Do not freeze.
Keep in a tight container.

TESTS AND METHODS SPECIFICATIONS RESULTS*
IN-HOUSE for EUR TESTS
Residual solvents (by GC)
<8966-RS>
Methanol Not more than 1000 ppm Less than 29ppm
Ethanol Not more than 4000 ppm 553ppm
Acetone Not more than 3000 ppm Less than 84ppm
Dichloromethane Not more than 400 ppm Less than 26ppm
IN-HOUSE Microbial TESTS
Bacterial endotoxins Not more than 0.05 EU/mg Less than
0.01E.U/mg
Microbiological test
Total aerobic microbial count Not more than 100 CFU/g Less than 10CFU/g
Total Yeast and Molds count Not more than 50 CFU/g Less than 10CFU/g
Staphylococccus aureus Absent/1g Absent
Pseudomonas aeruginosa Absent/1g Absent
E.Coli Absent/1g Absent
Salmonella spp. Absent/10g Absent
Remarks:

1. Conforms to the requirements of the Ph.Eur. and IN-HOUSE for EUR and IN-HOUSE Microbial Specifications.
2. Benzene test is performed at least in 1 of each 20 batches.

3. The product meets the requirements for residual solvents USP <467> and ICH guide Q3C. The non-ICH solvents
are supported by suitable qualification information.

Plantex Ltd
5 Basel Street, P.O.Box 3190 Petach-Tikva 4951033, Israel

Manufacturing site : 1 Hakadar St., Industrial Zone, PO. Box 160 Netanya 4210101, Isracl TEL. 972-9-8604333
FAX. 972-9-8339063
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Product Name: GEMCITABINE HYDROCHLORIDE
Control No.: 896602217 Order No.: 6U80029001

Client Packing Order: 5000011215
Customer Name: MUSTAFA NEVZAT ILAC SANAYI A.S.

Quantity: 7875.000 GR Quality Market: EUR
Manufacturing Site: PLANTEX LTD. - NETANYA Original Analysis Date:  27-June-2018

Manufacturing Date: June 2017 Re Test date: June 2022

Packaging and storage:  Store at Up to 25°C. Do not freeze.
Keep in a tight container.

4. Corresponds to Current European Pharmacopeia.
5. * Caution - Gemcitiabine Hydrochloride is a potent cytotoxic agent. Great care should be taken to prevent inhaling
particlesand exposing the skin to it.

Released by Quality Control Manager: Signature**: PP\ Leonid Geldstein 11 December 2018 12:40:02
Print Date: 11 December 2018
Orna Cohen Zedek
(*) Upon completion of the 'Results' column this document becomes a certificate of analysis End of C.0O.A.

(**) This document was signed electronically and this is the manifestation of the electronic signature.

Plantex Ltd
5 Basel Street, P.O.Box 3190 Petach-Tikva 4951033, Israel

Manufacturing site : 1 Hakadar St., Industrial Zone, PO. Box 160 Netanya 4210101, Isracl TEL. 972-9-8604333
FAX. 972-9-8339063
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7-Desethyl irnnotecan

Not mare than 0.15%

Not detected

NQ . 243 GONG YE BEI ROAD, JINAN CiTY, P.R.CHINA
PR UE 1S
CERTIFICATE OF ANALYSIS L R
(i EYIRETY |
Product Neme: sinotecan Hydrachioride |
TR o e L, F /5 1 )
Code: R Manuf.Date: 29/09/2018 !
Y . juk =34 8 1.6k d: \
8J615C31 . 1.6kg/drum
Batch No.: y/f'\j\}‘&fui W/U { ’“\QA f-’a\:kat;;:l Size: |
it it 8.514kg K5 m\m fi p;g I 1t & EL A
Batch Size: // i ’ \6‘ Report Date: 28/1212018
(49 %55 e | j 53 F1 0, R
COANo - ATONPLE \ *-\ i m L Retest date: 28/09/2020
# bl el e it B b 7 QS-210700025004C
Specification: ] i‘) 4 Specification Number:
Kaars
Analytical Results
151 H B badk 44k
itern Acceptance ciiteria Result
[H:41 H e S g bR KHBEH R E
Description Almost white to yellow crystalline powder Almost white crystalline
powder
"% 5) A SO LL Sb e B i 1 5 2 L 0 B i — B oM
identification The infrared absorption spectrum of the sample must be Conforms
concordant with that of the reference substance
B.{E SRREHYSL ¥ AR R (R BR E T iR 00 O i B sh, Pkl Falx
7‘?’ :E} :}:‘]ﬂ%ﬂﬁ VL s () 755 1 0 TR R0 T, R R (S- X BR AR) (1 £ Conforms
et ) —
The retention time of the major peak of the Sampe solution
corresponds to the irinotecan(S-enantiomer) peak in the
identification solution,as obtained in the test for Limit of
Irinatecan Hydrochlaride Enantiomer
C. 5 4 A W 0 5 ) e R S ERR
M_e_e’ts the requirements of the tests for Chloride Positive reaction
[+8 %)
TESTS
PAYSRIY 1%3i0.1% 0.02%
Residue on ignition NMT 0.1%
- ER RO L B e A A G () F18i10.15% P S o]
BRI NMT 0.15% Not detected
Limit of irinotecan
hydrochloride
enantiomer(HPLC)
Ko e M 17.0% ~9.0% 8.1%
Water Determination Between 7.0% and 9.0%
HYUAR (iR
Organic
impurities(Procedure
2)(HPLC)
7-I88 Z BEOR T B 4 c10.15% ARMH
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DEANEESTT R R B !
Praduct Name Irinotecan Hydrochloride g
S i T Sarea)
L4 o . S R R1UF Pkl i
Code: B A Manuf.Date: 20/0912018 |
£ Limm'.‘ff: @-&m#‘! 1. Ska/deum ’ !
Batch No.. B0 5081 P \( Wit Tﬁﬁ”"m Package Size: o
0 i 8.514kg A R AT A it F - FZFE
Batch Size: g ,/’E% % ’g ’ ‘é \\ ) "% ReportDate: 28/1212018
(L4 o O } PUALE VLR e
COA No. : A79YE1204 L il / Retest date: 28/09/2020
15 b CLIBARY A e ‘ —— 5 o bt 0S-210700025004C
Specnﬁcaixon: LJSP 39 Specification Numbar:
Wk R
Analytical Results
i 1% btk g
tem Acceptancs criteria Resuit
Bl KILGPA 1 1%110.15% A3y
Irinotecan related Not more than 0.15% Not detected
compound A
M- 31 5 T 18110.15% Az
11-Ethyl innotecan Not more than 0.15% Not detected
101 7510.15% 0.001%
Camptothecin Not more than 0.15%
L YR kLB $14340.15% 0.01%
Irinotecan related Not more than 0.15%
compound B :
7-Z, % 8 R T #4510.15% 0:001%
7-Ethylcamptothecin Not more than 0.15%
TA1-2Z B0l A181£0.15% A AR 3|
ol Not more than 0.15% Not detected
7,11-Diethyl-10-hydroxy
camptothecin _ '
oA FOh T H8140.10% i€ T B g
Any unspecified impurity Not more than 0.10% LTDL
AR A8110.50% 0.01%
Total impurities Not more than 0.50%
Ly kg
Residual Solvents(GC)
A3 e F it 100 ppm 1ppm
Petroleum ether Not more than 100 ppm
Lt | A14515000 ppm 59ppm
Acetane Not more than 5000 ppm
LBRZBh 448315000 ppm’ A B
Ethy! acetate Not more than 5000 ppm Not detected
iy A #41:13000 ppm 141ppm
Methanot Nat more than 3000 ppm
e i) A #2600 ppm 28ppm
Dichloromethane Not more than 600 ppm '
{5 BLa )
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NO. 243 GONG YE BE!I ROAD, JINAN CITY, P.R.CHINA

ﬁ ‘m‘?{:)"}@ - :1

A _CERT IFICATE OF ANALY SIS s S R Page3/3
#* :‘;13’;% {137 8 0 }1
Product Nutne "mu iecan H ;df:wnlonae
. e e = W, i |
Code: LR D Manuf Cate: 2910912018 !
e ] ) o \,’N/Li 2 % Mk 1.Skgldrtim
Batch No 8J015GB1 o T ‘ / Package Size: $
Lt 8 51dkg 183 L RUAE
Batch Size: Report Date: 28/1212018
fetis vy 86 1 W) H5F
GOA No. Gl Retest date: 28/09/2020
Fir 46 bk F XAy 308 WAL 5 QS-210700025004C
Specificaticn: USP 39 Specification Number:
Kysashi i
Analytical Results
yiit [ Ry gy
item Acceptance criteria Result
T @ LR B & AR O 3L R 298.0% - 102 0% 100.7%
Assay(HPLL) Contains NI.T 98.0% and NMT 102.0% of Irinotecan
Hydraochloride, calculated on the anhydrous basis
{41 & v i ) BiAyF0.28 EUMmgf 3 8 1 <0.29EU/mg
Bacterial endotoxins Less than 0.29 EU/mg irinotecan
(W AR ] '
Microbial Limits
WA %1371 1000 cfu/g 20cfuig
Total aerobic microbial Not exceed 1000 cfu/g
counl
T8 6 FOBY R SR F 1412100 cfulg 20cfu/g
Total combined molds Not exceed 100 cfu/g
and yeasts count
WAE R
Conform 1o the client's requirements
/413
pH pHEZ %93.5~5.0 4.2
35t05.0
BRI BLAE AR B PRGN, IR JLE RN MaRE
Solubility Slightly soluble in water or chloroform, practically insaluble in Conforms
acetone
fredt diaf G &Tﬁm%‘i‘&ﬁ@s* BRI L T Moy
Color of solution Not more intensely coloured than reference solution GY3 <GY6
[34.:3):4 B R+61° 2 469° +65°
Specific rotation [a} “Between +61°and+69°

Wil Kmlh (EWHRY 41K BR. 4 LR A

Conc!usron This product conforms to USP 41,

VAT

QC# # A %U;\f LA / //}\ WA

QC Manager: Checker: . Reporter @Ff
RE BLA “’{h S thEels
Qualified Person:

’#?




9. 0OZGECMI$S
Levent ATMACA
Eczaca
Tletisim Bilgileri

E-Posta: leventmails@hotmail.com

Adres Bilgileri: Ankara — Etimesgut - Eryaman

Cep Telefonu: 90 (505) 597 78 01

Kisisel Bilgiler

Toplam Tecriibe: 6 yil 2 ay (2 y1l Staj)

Calisma Durumu: Calisiyor (Tiirkiye flag ve Tibbi Cihaz Kurumu)
Egitim Durumu: Universite (Mezun)

Medeni Durumu: Bekar

Uyruk: Tiirkiye Cumhuriyeti

Askerlik Durumu: Yapildi

Dogum Tarihi: 28.07.1991

Dogum Yeri: Merzifon

Siiriicii Belgesi: B (2009)

Is Deneyimleri

Eczaci
Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu

03.2016 — Calisiyor — Ankara, Tiirkiye
1) Fiyat Birimi (Ekonomik Degerlendirmeler ve ilag Tedarik Yonetimi Dairesi)
2) Ilag Takip Sistemi Birimi (Bilgi Sistemleri Dairesi)

3) Saglik Beyani Denetim Birimi (Kozmetik Denetim Dairesi)


mailto:leventmails@hotmail.com

Stajyer Eczaci
Akcenter Eczanesi

02.2015 - 05.2015 (75 Is Giinii) Ankara, Tiirkiye

Serbest eczacilik uygulamalarinin pratik olarak pekistirilmesi.

Stajyer Eczaci
Drogsan Ilaglar1 Sanayi ve Ticaret A.S.

06.2014 - 07.2014 (30 is Giinii) Ankara, Tiirkiye

Endiistri eczacilig1 uygulamalarinin pratik olarak pekistirilmesi.

Stajyer Eczaci
Hacettepe Universitesi Hastaneleri

09.2013 - 06.2014 (Yillik Staj) Ankara, Tiirkiye

Klinik eczacilik uygulamalarinin pratik olarak pekistirilmesi.

Stajyer Eczaci
Gengtoy Eczanesi

06.2012 - 09.2012 (30 Is Giinii) Ankara, Tiirkiye

Serbest eczacilik uygulamalarinin pratik olarak pekistirilmesi.

Stajyer Eczaci
Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Uygulama Eczanesi

10.2011 - 06.2012 (Yillik Staj) Ankara, Tiirkiye

Serbest eczacilik uygulamalarinin pratik olarak pekistirilmesi.



Egitim Bilgileri

« Universite (Lisans)
09.2010 - 06.2015
Hacettepe Universitesi - (Orgiin Ogretim) Eczacilik Fakiiltesi, Eczacilik (Tiirkge)

2,7214

o Lise-06.2009

Corum Fen Lisesi - Fen Bilimleri

80,57 /100
Yabanci Dil
Okuma Yazma Konusma
Ingilizce Iyi Iyi Tyi
Yetkinlikler

« Bilgisayar Bilgileri

Microsoft Windows
Microsoft Office
Microsoft Movie Maker
Microsoft Paint

« Sertifika Bilgileri
Clinical Practical Education Completion
Hacettepe University Faculty of Pharmacy - 06.2015
THIS IS TO CERTIFY THAT LEVENT ATMACA HAS COMPLETED ALL
HER/HIS CLINICAL PRACTICAL EDUCATION AT HACETTEPE

UNIVERSITY HOSPITALS WHICH ARE ACCREDITED BY JOINT
COMMISSION INTERNATIONAL (JCI).



Smav Bilgileri

YDS - Yabanc1 Dil Sinavi (66,25)

OSYM - 09.2015

Seminerler ve Kurslar

Eczacinin Yasal Sorumluluklar:

SS. Istanbul Eczacilar, Uretim, Temin, Dagitim Kooperatifi - 21.02.2015 (4 Saat)

Y. Dog. Dr. Nezih VAROL tarafindan "Litai TBB Konuk Evi Balgat/Ankara"
adresinde verilmistir.

Ek Bilgiler

Hobiler / flgi Alanlar:

Teknoloji, Koleksiyonculuk, Spor (Tenis, Kayak, Masa Tenisi, Yiizme, Fitness),
Oyun (Bilgisayar, Kutu vb.), Sinema, Miizik, Seyahat.

Uye Olunan Topluluklar:
Ankara Eczaci1 Odasi

Sigara Kullanimi: Sigara kullanmiyorum.

Referanslar

Prof. Dr. Sacide Altinoz

Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dal1 —
Emekli Ogretim Uyesi

Tel : 05357099489 | E-Posta : saltinoz@hacettepe.edu.tr

Uzm. Ecz. Murat Hamamcilar

Akcenter Eczanesi - Eczact

Tel : 05393307681


mailto:saltinoz@hacettepe.edu.tr




