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Yiiksek Lisans Tezi

HYPERICUM MONTBRETII SPACH. BITKiSINDEN ELDE EDILEN RUTIN,
KUERSITRIN VE MiRiSITRIN FLAVANOIDLERINIiN DNA iLE
ETKILESIMLERININ INCELENMESI

Burcu ATABEY OZDEMIiR
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Tez Damismani: Do¢. Dr. Burak COBAN
Haziran 2019, 107 sayfa

Hypericum Montbretii bitkisinden izole edilen rutin, kuersitrin ve mirisitrin flavonoidleri ve
bunlarin metal komplekslerinin DNA ile etkilesim yollart UV spektroskopisi, floresans
spektroskopisi, agaroz jel elektroforezi ve viskozimetri yontemleri kullanilarak incelendi.
Flavonoidlerin tek baslarina DNA ile etkilestigi ancak bu etkilesimin oldukga diisiik seviyede
oldugu goriildii. Elde edilen sonuglar, flavonoidlerin DNA ile interkalasyon ya da kismi
interkalasyon seklinde etkilestigini gosterdi. Flavonoidlerin DNA ile baglanma kuvvetleri
sirastyla mirisitrin > kuersitrin > rutin seklinde UV titrasyon ve floresans spektroskopisinde
belirlendi. Ayrica flavonoidlerin, DNA’da meydana gelen herhangi bir hasar1 onleyici etki
gosterebildigi agaroz jel elektroforezi sonuglarinda agikga goriildii. DNA’da meydana gelen

peroksit kaynakli hasari, her {i¢ flavonoidin de giderdigi gézlemlendi.



OZET (devam ediyor)

Metallerle kompleks olusturmasi saglanan flavonoidler ise, serbest flavonoidlere oranla DNA
ile ¢ok daha iyi bir sekilde etkilesti. Hem UV spektroskopisi hem de floresans spektroskopisi
denemelerinden elde ettigimiz sonuclar, bu etkilesimlerin interkalasyon ve metallerden
kaynakli olarak elektrostatik dis baglanma seklinde oldugunu gdsterdi. En yiiksek baglanma
sabitine mirisitrin-Cu*? kompleksinde ulasildi. Bu kompleksin yapismin DNA’da baz
dizilerinin arasina girmeye daha miisait olmas1 ilave hidroksil grubundan kaynaklanabilir.
Flavonoidlerden farkli olarak komplekslerin, DNA’da meydana gelen hasar tizerinde herhangi
bir iyilestirici etkileri olmadig1 aksine bazi durumlarda hasar1 arttirdiklar jel elektroforez

sonuglarinda gozlemlendi.
Elde edilen sonuclar 15181nda her ii¢ flavonoidin de DNA ile interkalasyon yoluyla etkilestigi
ancak flavonoid-metal komplekslerinin DNA ile ¢ok daha giiclii sekilde -etkilestigi

belirlenmistir. Flavonoidlerin, DNA’da olusan hasar1 giderici etkileri oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Flavonoid, Rutin, mirisitrin, kuersitrin, flavonoid-kompleks,

interkalasyon

Bilim Kodu: 405.05.00
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INVESTIGATION OF THE INTERACTIONS OF RUTIN, QUERCITRIN AND
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Interactions of rutin, quercitrin and myricitrin flavonoids isolated from the Hypericum
montbretii plant and their metal complexes with DNA were examined using UV-vis
spectroscopy, fluorescence spectroscopy, agarose gel electrophoresis and viscometry. The
results showed that the flavonoids interact with DNA in the form of intercalation or partial
intercalation. The binding of the flavonoids with DNA were determined by UV titration and
fluorescence spectroscopy as follows myricitrin> quercitrin> rutin. In addition, agarose gel
electrophoresis results clearly showed that flavonoids could prevent any damage to DNA. It
was observed that all three flavonoids inhibited the peroxide induced damage in DNA.

Flavonoids in the presence of metals interacted with DNA much better than free flavonoids.
The results we obtained from both UV spectroscopy and fluorescence spectroscopy

experiments showed that these interactions were caused by intercalation and



ABSTRACT (continued)

electrostatic external binding by cationic metals. The highest binding constant was reached in
the Myricitrin-Cu*? complex. The fact that the structure of this complex is more suitable to
enter between the base pairs of the DNA may result from the additional hydroxyl group.
Unlike flavonoids, the complexes were observed in the gel electrophoresis results in which

they did not have any curative effects on DNA damage but in some cases increased damage.
In the light of the results obtained, it was determined that all three flavonoids interacted with
DNA Dby intercalation but flavonoid-metal complexes interacted more strongly with DNA.

Flavonoids have been observed to have inhibitory effects on DNA damage.

Key Words: Flavonoid, rutin, myricitrin, quercitrin, flavonoid-metal complexes,

intercalation.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 FLAVONOIDLER

Flavonoidler bitkilerde kok, govde ve yapraklarda bulundugu bilinen polifenolik bilesiklerdir.
Flavonoidler ilk baslarda bazi sebze ve meyvelere verdikleri canli renklerden 6tiiri dikkat
¢ekmis bir madde smifidir. Oyle ki isimlerini Latince sar1 anlamina gelen “flavus”
kelimesinden almiglardir. Bitkilerde bulunan ve yapay olarak elde edilemeyen bu bilesiklerin
bitkilere saridan laciverte kadar renk veren pigmentler oldugu kabul edilir. Yesil ¢ay, sogan,
elma, findik, domates, baklagiller, fasulye ve oOzellikle kirmizi sarapta bol miktarda
bulunmaktadir. ilk baslarda dikkat cekici ve canli renkleriyle dikkat ceken flavonoidlerin
zaman icerisinde insan sagligi agisindan yararli etkileri olabilecegi diisiiniilmiis ve

flavonoidler bilimsel arastirmalarin ana konularindan biri haline gelmistir.

Calismalarin pek ¢ogu flavonoidlerin antioksidan etkileri iizerine yogunlasmistir. Bu
antioksidan ozellikleri sayesinde yaglarin zararli bilesiklere doniismesini engelleyerek
koroner kalp hastaliklarina kars1 koruma sagladiklari, hiicreye zarar veren serbest radikalleri
yakalayarak zararsiz hale getirdikleri diisiiniilmektedir. Flavonoidlerin bagisiklik sistemini
destekledikleri, histamin adi1 verilen maddeden kaynaklanan alerjik reaksiyonlar: 6nledikleri,
enzim aktiviteleri iizerinde etkili olduklari, virilis ve bakterilere kars1 koruma sagladiklari, kan
damarlarini koruduklari, C vitamininin giiciinii arttirdiklar1 ve kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini
engelledikleri yoniinde calismalar mevcuttur. Flavonoidlerin aynt zamanda dogal boyar
maddeler oldugu bilinmektedir. Antiinflamatuvar (Garcia-Lafuente et al. 2009),
antiproliferasyon yani hiicre biiylimesini engelleyici (Wang et al. 2008), antioksidan (Terao
2009), antikanserojen (Hertog et al. 1993b), antimikrobiyal (Mandalari et al. 2007),
antiallerjen (Kawai et al. 2007) etki gosterdigi belirtilen flavonoidlerin, bu olaylardaki etki

mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilabilmis degildir.



Son yillarda laboratuvar ortaminda yapilan ¢alismalarda, flavonoidlerin antioksidan 6zelligi
tizerinde durulmus ve kimyasal yapilariyla antioksidan Ozellikleri agiklanmaya calisilmis
ancak yasayan organizmalardaki antioksidan 6zellikleri ile ilgili bilgilerin daha sinirli oldugu
goriilmiistiir (Pietta 2000). Rice ve arkadaslar1 tarafindan yapay ortamlarda yapilan
caligmalarda flavonoidlerin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi yargisina ulasilmistir
(Rice-Evans et al. 1997). Flavonoidlerin antioksidan potansiyelleri iizerine yapilan
caligmalarda, antioksidan potansiyelinin fenolik hidroksil grubu sayisiyla beraber arttig
goriilmiistir (Witjen et al. 2005). Antioksidanlar gidalarimizin iginde bulunan, hem direk
hem de dolayli olarak viicudumuzu oksidatif hasara karst koruyan ya da hasari1 yavaslatan
maddeler ya da besinlerdir. Hiicrelerimizde oksijen kullanilarak gergeklesen tepkimeler
sonucunda yan iiriin olarak, viicudumuzda hasara sebep olabilecek serbest radikaller meydana
gelir. Antioksidanlar serbest radikal olusumunu azaltarak viicuda verdigi zarar1 en aza
indirmektedir. Ayrica antioksidanlarin viicudun bagisiklik giiciinii arttirdigi da bilinmektedir.
Dolayisiyla radikal aracili hasar sonucu olugsmasi muhtemel pek ¢ok hastaliktan korunmada
etkin rol oynayabilecekleri diisiiniilmektedir (Cimen 1999). Kirmizi sarap tiiketimi ve yliksek
yagli diyetle beslenme (Fransiz paradoksu) iizerine yapilan bir ¢aligmada olduk¢a yagli yeme
aliskanlig1 bulunan kisilerde kalp damar hastaliklarinin beklenenden ¢ok daha az goriildigi
anlasilmis ve bunun bu kisilerin ayn1 zamanda ytiksek flavonoid igerigi bilinen kirmizi sarap
tilketiminden kaynaklandigi savunulmustur (Frankel et al. 1993). Yaslilar {izerinde yapilan bir
calismada flavonoid igerigi bilinen (¢ay, elma, sogan) yiyecek tiiketiminin koroner kalp

hastaliklari riskini azalttigi savunulmaktadir (Hertog et al. 1993a).

Hypericum perforatum ¢ok yillik otsu bir bitkidir ve geleneksel olarak antidepresan olarak
kullanilmigtir. Ancak fitokimyasal analizinde sasirtict derecede flavonoid igerigine
rastlanilmis fakat daha ¢ok antidepresan 6zelligi lizerinde duruldugu goriilmiistiir. Bu bitkiden
elde edilen flavonoid ag¢isindan zengin 6zlerin koruyucu etkileri, siganlarda PC12 hiicrelerinde
peroksit kaynakli hasar {izerinde incelenmis ve bitki oziitiiniin hiicrelerde koruyucu etki
gosterdigi gortilmistiir (Zou et al. 2010). Farkli tiirlerden elde edilen flavonoid igerigi yiiksek
bitki ekstratlarinin antibakteriyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bu konuyla ilgili yapilan
calismalardan birinde naringenin ve soforaflavanone flavonoidlerinin, Staphylococcus aureus
(MRSA) ve Streptococci sp. bakterilerine kars1 yogun antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu

bildirilmistir (Tsuchiya and linuma 2000). Flavonoid ailesinin iiyelerinden olan katesinler de



kuvvetli antibakteriyel oOzelliklerinden dolayr bu konudaki c¢aligmalarin ilgi alanlar

igerisindedir.

Bazi flavonoidlerin, insanlardaki bagisiklik sistemi hiicrelerinin fonksiyonlarini énemli 6lciide
degistirdigi rapor edilmistir (Middleton Jr and Kandaswami 1992). Yine flavonoidlerin gesitli
kanser tiirlerini Onleyebilecegi diisliniilmektedir. Ren ve ark. tarafindan yapilan
epidemiyolojik arastirmalar ve insan Klinik denemeleri flavonoidlerin kanser kemoterapisine
onemli etkilerinin oldugunu go6stermistir (Ren et al. 2003). Bu etkilerin birgok eylem
mekanizmas1 vardir. Bu etki mekanizmalar1 karsinojen inaktivasyonu (kanser yapici
maddenin etkisizlestirmesi), kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimni engelleme, anjiyogenezinin
aktive edilmesi, antioksidan aktivite, hiicre dongiisiiniin ayarlanmasi, apoptozun durdurulmasi
ya da bu mekanizmalarin kombinasyonu olarak diisiinlilmektedir. Bunlarin sonucunda
flavonoidler umut verici kanser ajanlari olarak nitelendirilir. Flavonoidlerce zengin diyet
programi1 uygulayan bir grupla yapilan ¢alismada, flavonoid aliminin pankreas kanseri riskini
diistirdiigii gortlmistiir (Rossi et al. 2012). Flavonoid alimi ile akciger kanseri arasindaki
iligkinin arastirilldig1 bir baska calismada ise sigara igmeyen kisilerde flavonoid alimi ile
akciger kanseri goriilme orani arasinda ters oranti oldugu gortilmistiir (Knekt et al. 1997).
Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan prostat kanserine karst mirisetin ve
mirisitrin etkisinin ve etki mekanizmasinin arastirildigi bir ¢alismada, bu flavonoidlerin
prostat kanserine karsi etkili inhibitdrler oldugunu gostermistir. Ozellikle mirisetin ve
mirisitrin karigiminin kanser hiicrelerinin canliliginin azaltilmasi ve hiicre ¢ogalmasinin
onlenmesinde etkili oldugu goriilmiistir (Xu et al. 2013). Aym caligmada agiklanmaya
calisilan etki mekanizmasinin baska kanser tiirleri ve flavonoidler i¢in de diisiiniilebilecegi
belirtilmistir. Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri ve ilaglarla gosterdikleri etkilesimler,
flavonoidleri alternatif kanser tedavileri i¢in ideal adaylar haline getirmektedir (Kale et al.
2008). 1930’lardan beri incelenen flavonoidler bir¢ok tilkede geleneksel tipta kullanilmistir.
Izoflavonoid kaynaklar1 olan soya iiriinleriyle yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, Singapur ve
Cin gibi Asya iilkelerindeki vaka kontrol ¢aligmalar1 yiiksek soya tiiketimi ile meme kanseri
goriilme riskinin azaldigini1 gostermektedir. Yiiksek miktarda tofu tiiketen Asya Amerikali
kadinlarda da meme kanseri riski azalmistir. Ancak bu iliskinin Asya’da dogmus kadinlarla
smirlt oldugu goriilmistiir. Bu durum soya tiikketiminin erken yaslarda beslenmeye
katilmasimin 6nemli olabilecegini ya da Asya diyetinin diger bilesenlerine ve soya alimu ile

ilgili diger yasamsal faktdrlere bagl olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Le Marchand 2002).



Ancak flavonoidlerce zengin besinlerle beslenen bir grup kadin iizerinde yapilan baska bir
calismada da kanserin Onlenmesi ile flavonoid alimi arasinda kayda deger bir iligkinin
olmadigi agiklanmistir (Wang et al. 2009). Flavonoidlerin diisiikk konsantrasyonlar1 sigan
HAIIE hiicrelerindeki hasara kars1 koruyucu olurken, yiiksek konsantrasyonu bu hiicrelerde
DNA hasarina ve hiicre 6liimiine sebep olmustur (Witjen et al. 2005). Ayrica bu calismada
flavonoidlerin hiicre laboratuvar ortaminda antioksidan karakterlerinin siipheye yer
birakmayacak sekilde izlenebildigi ancak hiicre iginde etki ~mekanizmalarinin
aydinlatilamadig1 baz1 durumlarda hiicreye zarar verebilecekleri belirtilmistir. Ayni1 sekilde
diisiik flavonoid konsatrasyonunun DNA sarmalinda stabilizasyona sebep olurken, yiiksek
derisimin heliksin agilmasina sebep oldugunu gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Kanakis et

al. 2007).

Flavonoid olan mirisetinin antioksidan olarak bilinmesine ragmen birkag ¢alismada canli
organizma {lizerinde zararl 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Mirisetin lipidleri oksidatif
zararlara karsi koruyabildigi, ancak karbonhidrat ve DNA gibi bilesenlerde verilen zarari
arttirma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir (Ong and Khoo 1997). Rusak ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada, flavonoid-DNA etkilesimlerinin, sitotoksik ve DNA’ya zarar
veren ya da DNA hasarina karst koruyucu oOzellik gosterebilen iki farkli etkiye neden
olabilecegi belirtilmistir. Flavonoid konsantrasyonu ve inkiibe siiresi de bu etkilesimlerde

onemli yer tutmaktadir (Rusak et al. 2010).

Giliniimiizde flavonoidlerin biyo-yararlilig1 konusunda pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Ancak
bu caligmalar besinin igerdigi flavonoid miktari, emilimi ve flavonoidin insan viicudundaki
metabolik doniislimiiniin tam olarak bilinmiyor olmasmin getirdigi zorluklarla beraber
yiriimektedir. Bitkilerdeki flavonoid miktarlar1 konusundaki bilgilerin yetersiz ve celiskili
olmasi, flavonoidlerin antioksidan Ozellikleri konusunda yapilan g¢alismalarda karsilasilan
zorluklardan biridir. Bitkide flavonoid olusumunu etkileyen 11k, bitki genetigi, cevresel
kosullar, ¢imlenme, olgunluk derecesi, isleme ve depolama gibi pek ¢ok faktére baglidir
(Giiven et al. 2010). Bu nedenle besinden alinan flavonoid miktarinin tam olarak belirlenmesi
mimkiin degildir. Flavonoidlerin emilimi de alinan doza, alim sekline, beslenme ve cinsiyet
farkliliklarma, bireyin genetik ozelliklerine bagli olarak degisebilmektedir (Sturdik 2008).
Ayrica flavonoidlerin emiliminin birlikte tiiketildigi diger gidalara da baghh oldugu

bilinmektedir. Flavonoidlerin viicutta gecirdigi metabolik doniisiimlerin tam aydinlatilamamis



olmasi flavonoidlerin biyo-yararlilifi konusunda karsilagilan giicliikklerin bir digeridir.
Omegin flavonoid igerik tastyan sarimsagin kan basincim diisiiriicii etkisine ait kanitlarin

bulunmasina ragmen olayin mekanizmasi bilinmemektedir (Cimen 1999).

1.1.1 Flavonoid-Metal Kompleksleri

Flavonoidlerin metal iyonlariyla kompleks olusturabildigi bilinmektedir. Flavonoidlerin metal
iyonlariyla selat yapma yetenekleri, daha genis bir farmokolojik aktivite yelpazesine sahip
yeni bir molekiil kategorisinin ortaya ¢ikmasma sebep olmustur. Flavonoid-metal
komplekslerinin yapisi, kompleksin olusma mekanizmasi, biyolojik aktivitesi gibi konularda
caligmalar devam etmektedir. Olusan kompleksin biyolojik aktivitesi flavonoide ve metal
iyonuna bagh oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar flavonoid-metal komplekslerinin
ana flavonoidden daha etkili ozellikler gosterebildigini kanitlamistir. Antioksidan etki
gosterdigi bilinen bir flavonoid olan rutin ile rutinin bakir ve demir kompleksleri {izerine
yapilan bir calismada, komplekslerin rutinin antioksidan 6zelligini korudugunu bircok
durumda da artmis serbest radikal siipiiriicii aktivite sergiledigini gostermektedir (Afanas’eva
et al. 2001). Kuersetinin La, Nd, Eu, Gd, Tb, Dy, Tm ve Y elementleri ile olusturdugu
kompleksleri ve bu komplekslerin 6zelliklerini inceleyen bir ¢alismada da, komplekslerin
timor hiicreleri iizerindeki etkisinin kuersetinden daha yiiksek oldugu sonucuna ulasiimigtir
(Zhou et al. 2001a). Rutin-Zn kompleksleri iizerine yapilan galigmada rutin-Zn kompleksinin
biyolojik aktivitesinin, rutine oranla ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Ikeda et al. 2015).
Flavonoidlerin AI(IIT) ve Zn(II) iyonlariyla kompleks olusturmasinin antioksidan karakterini
arttirdigi gortiilmistiir (de Souza and de Giovani 2005). Flavonoid-metal kompleksleri gibi
kii¢iik molekiillerin DNA ile etkilesimine iliskin pek ¢ok kanit mevcuttur (Wang et al. 2006).
Kuersetin-lantan kompleksinin antikanser ilact olarak kullanilabilecegi iizerine hiicresel
diizeyde yapilan g¢alismalardan olumlu sonuglar elde edilmistir (Durgo et al. 2011). Yine
kuersetin-bakir kompleksinin DNA ile etkilesimi ¢esitli yontemler kullanilarak arastirilmis,
kompleksin DNA ile interkalasyon yaptig1 ve plasmit-DNA’da hasara yol actig1 sonuglarina
ulagilmistir (Tan et al. 2009a). Hem rutin hem de rutin-Fe kompleksinin DNA’ya
interkalasyon yaparak baglandigi ancak demir kompleksinin DNA’ya ¢ok daha kuvvetli
baglandigin1 gdsteren ve bu yapiyr bir antikanser ajani olarak tanimlayan caligmalar da
mevcuttur (Selvaraj et al. 2012). Flavonoidlerin alt siniflarindan biri olan izoflovanlar 6nemli

biyolojik aktiviteler ve antitimor Ozellik gosterir. Bir¢ok arastirmaci izoflovan-metal



komplekslerini incelemis ve bu komplekslerin izoflovanlara gére DNA’ya daha giiclii sekilde
baglandigini belirtmistir (Santini et al. 2013). Ligand 4’-metoksi-5,7-dihidroksi-izoflavon
kullanilarak, Cinko, Mangan, Bakir, Kobalt, Nikel metalleri ile kompleksleri sentezlenmis ve
bu komplekslerin laboratuar ortaminda yapilan c¢alismalarla antitimor aktiviteleri test
edilmistir. Mangan ve nikel komplekslerinin antitiimér etkisinin diger komplekslere gore daha
fazla oldugu goriilmiistiir (Chen et al. 2010). Narenciye flavanonu olan hesperetin, naringenin
Ozellikle meme kanserine karsi antikanserojen etkiler gosterdigi bildirilmistir (Tripoli et al.
2007, So et al. 1996). Bu flavonoidlerin baz1 metal komplekslerinin antioksidan ve antikanser
ozelligi gosterdigi bilinmektedir. Naringin-Cu kompleksinin serbest naringine oranla hiicre
canliligmmi azaltmadan antioksidan, antitimor etkiler gosterdigi goriilmiistiir (Pereira et al.
2007). Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan bir flavonoid olan apigeninin kansere karsi
koruyucu ve tedavi edici 6zellik gosterdigi diisiiniilmektedir (Chiang et al 2006). Hesperetin,
naringenin ve apigeninin 6zellikle bakir kompleksleri laboratuvar ortaminda test edilmis ve bu
komplekslerin serbest flavonoidlere gore kanser hiicrelerinin biiyiimesini daha iyi inhibe ettigi
belirtilmistir (Tan et al 2009). Son yillarda sentezlenen kuersetin-Cu kompleksinin DNA ile
etkilesimi ¢esitli yontemlerle incelenmis ve kompleksin antitimoér o6zellik gosterdigi
belirtilmistir. Calismada kompleksin antitiimér mekanizmasinin, sadece reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuyla gerceklesen bir DNA hasarini1 dnleyici etkisinden degil, ayn1 zamanda
kompleksin DNA ile girdigi spesifik bir etkilesimden kaynaklandig: belirtilmistir (Tan et al.
2009) Hiicreler fizerinde yapilan sitotoksitite deneylerinde, kompleksin hiicre olimii

tizerindeki etkisinin kuersetinden daha fazla oldugu gériilmiistiir (Santini et al. 2013).

Genellikle antikanser ilaglarinin birincil hedefi hiicre igidir. Kii¢iik molekiillerle DNA
arasindaki etkilesim DNA hasarina neden olup, hiicre boliinmesini bloke eder ve kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasimi durdurabilir. Flavonoid-metal komplekslerinin DNA’ya baglanma
modu ve baglanma sabiti, yeni kanser ilaglarinin tasarimi ve baglanma mekanizmalari
hakkinda bilgi saglayacaktir (Guo et al. 2012). Bu nedenle bu etkilesimlerdeki mekanizmanin

belirlenmesi, yeni ilag tasarimlari i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Flavonoidler metallerle genellikle iizerlerindeki hidroksil ya da okso gruplar1 ilizerinden
baglanirlar. Bir flavonoid-metal kompleksinin yapisi, metal iyonunun koordinasyon sayisi,
oksidasyon durumu, flavonoiddeki elektron vericilerin sayisi, sicaklik, pH, flavonoiddeki

halka sayis1 gibi faktorlere baghidir (MaleSev and Kunti¢ 2007). Elektron kiitle spektroskopisi



kullanilarak baz1 flavonoid bilesiklerinin demir ve bakir iyonlariyla kompleksleri
incelendiginde 1:1, 1:2, 2:2, 2:3 metal/flavonoid oranlart gézlemlenmistir. Ancak 1:2 birlesme
orani genel bir tercih oldugu anlasilmistir (Fernandez et al. 2002). Metallerin flavonoidlere

baglanarak kompleks olusturma noktalar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir (Elik et al. 2007).
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Sekil 1.1 Metallerin flavonoidlere baglanma noktalari.

Flavonoid-metal komplekslerinin olusumunda metal iyonunun yapist ve durumu da 6nem arz
etmektedir. Ornegin Kuersetinin Fe?* iyonlarina baglanma aktivitesinin Fe* iyonlarindan ¢ok
daha fazla oldugu belirlenmistir (Ren et al. 2008). Kobaltin Co*? ve Co*™® katyonlar
kullanilarak  sentezlenen terpiridin  komplekslerinin  DNA’ya baglanma yiizdeleri
incelendiginde, Co(Ill) kompleksinin ¢ok daha etkin oldugu goriilmiistir. Co(III)
kompleksinin baglanma ylizdesinin biiylik olmasi, bu komplekslerin DNA’ya baglanmasinda

elektrostatik unsurlarin 6nemli rol oynadigini gostermektedir (Indumathy et al. 2007).

Flavonoid-metal kompleksleri, antioksidan, antimikrobiyal, antitimoér, antidiyabetik,
antiflamatuvar gibi biyolojik aktiviteler gostermektedir (Cizelge 1.1). Bu biyolojik aktiviteler
genellikle komplekslerde ana flavonoide gore daha dstiindiir. Flavonoid-metal
komplekslerinin biyolojik aktivitelerinin, kompleksi olusturan flavonoidin yapisina bagl
oldugu goézlemlenmistir. Daha fazla hidroksit grubu bulunduran flavanollerin, diger
flavonoidlere oranla daha 1y1 bir biyolojik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Kompleksin
diizlemselligindeki artista farmokolojik aktiviteleri olumlu yonde etkilemektedir (Selvaraj et
al. 2014).



Cizelge 1.1 Flavonoid-Metal Komplekslerinin Biyolojik Aktiviteleri.

Flavanol Metal iyon Metal-Ligand Biyolojik Aktivite
orani
Rutin Cu(11).4H,0 2:1 Antioksidan (De Souza and De Giovani 2004)
Fe(11).6H.0 3:2 Antioksidan (De Souza and De Giovani 2004)
A1) 1:2 Antikoagiilan (Kunti¢ et al. 2011)
Cu(ll) 1:2 Antikoagiilan (Kunti¢ et al. 2011)
Oksidatif stres bazli yaralanmalarin azaltilmas: (Malesev
and Kunti¢ 2007)
Fe(ll) 1:2 Membran sivilasmasi (Ska-Kordala et al. 2001)
Kuersetin | Cu(ll) 1:2 Antioksidan (Bukhari et al. 2009)
DNA’ya baglanma (Ni et al. 2007)
Mirisetin | Fe(lll) 1:2 Antioksidan (Sungur and Uzar 2008)
Cu(ln) 1:2 Antioksidan (Mira et al. 2002)

1.1.2 Flavonoidlerin Yapisi

Flavonoid bilesikleri, benzon-Y-piron tiirevlerinden meydana gelen genis heterojen gruplari

igeren polifenol bilesiklerdir (Gibellini et al. 2011). Iki fenil halkasi ve bir propan zinciri

flavonoidlerin iskeletini olusturur (Sekil 1.2). 15 C atomundan olusan iskelet Cg-C3-Ce

dizilimine sahip difenilpropandir. Bu yapilarindan &tiirii polifenolik bilesikler olarak

adlandirilirlar.

—
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Sekil 1.2 Flavonoid Iskeleti.

Bu iskelette (Sekil 1.2) fenil gruplari propan zincirine farkli noktalardan baglanabilir.

Baglanma noktalaria gore flavonoidler flavonoid, izoflavonoid ve neoflavonoid olmak iizere

ii¢ gruba ayrilir. Bu gruplarda kendi iclerinde farkli alt siniflara ayrilir.

Flavonoidlerin

biyoyararlanima,

metabolizmas1  ve

biyolojik aktivitesi, flavonoidin

konfigiirasyonuna, toplam hidroksil grubu sayisina ve fonksiyonel gruplarina baglidir.

Iskelete bagl hidroksil gruplarinin sayisinin ve yerinin farkli olmasi, molekiiliin doymamislik




derecesi, ili¢ karbonlu heterohalkanin degisik yiikseltgenme basamaklarinda bulunabilmesi

farkl1 flavonoid tiirlerinin olusmasina yol acar. Flavonoidler ¢izelge 1.2°de gosterilen baslica

6 gruba ayrilir (Sturdik 2008). Flavonoidlerin tiim alt simiflari arasinda izoflavonlarin en

yiiksek biyoyararlanima sahip oldugu bilinmektedir (Spencer et al. 2000).

Cizelge 1.2 Flavonoidlerin siniflandirilmasi.

. FLAVONOID
FLAVONOID SINIFI FLAVONOID iSKELETI ORNEKLER ICEREN
BESINLER
© ! Apigenin Kereviz
Flavonlar | Luteolin Maydanoz
0]
© O Myricetin Sogan
| . Sarimsak
Flavonoller Quercetin Brokoli
OH
(0]
° iy min Narenciye
Flavanonlar Eriocitrin y
O
o I |
Flavanoller Fussin Ca
(Katesin) Takifolin y
OH
0]
(@]
O | Biochanin Soya siiti
[zoflavon Daidzein Soya peyniri
(@)
¥ L Sarap
e} Siyanidin Cilek
Antosiyanidin ~ Delphinidin -
P Kiraz

Dogal flavonoidlerin yapilarinda hidroksil gruplari bulunur. Reaktif 6zellik gosteren bu

hidroksil gruplart kolaylikla alkillenir ve glikozillenir. Bu nedenle flavonoidler bitkilerde

serbest formda degil glikozitleri seklinde bulunur. Asagida Cizelge 1.3’de bir flavanol olan

kuersetin ve bazi glikozitleri verilmistir (Erlund 2004).



Cizelge 1.3 Kuersetin ve bazi glikozitleri.

R1 R2 Rs
Kuersetin OH OH OH
Rutin OH OH rutinoz
Spiraeoside | OH O-p-D-glikoz H

Flavonoid glikozitlerinin seker kismi biyoyararliliklarinin 6nemli bir belirleyici oldugu

dimerizasyonun ise biyoyararlanimi azalttigi bulunmustur (Kumar and Pandey 2013).

Bu calismada ozelliklerini inceleyecegimiz rutin, Kkuersitrin ve mirisitrin flavonoidlerin

flavonol sinifina ait olan glikozit bilesiklerdir.

1.1.3 Flavonollar

Flavanoller, flavonoidlerin en sik rastlanan ve yapi1 ¢esidi en fazla olan smifidir. 3-
Hidroksiflavon olarak da adlandirilan flavonoller C-3 karbonunda hidroksil grubu bulundurur
(Sekil 1.3). C halkasinin en fazla yiikseltgendigi flavonoid sinifi olan flavoneller bitki ve
sebzelerde siklikla bulunan flavonoid cesididir. A¢ik sar1 ya da sar1 renkli olan flavonollar

amorf ve kristal yapilidir. Brokoli, sogan ve sarimsakta bol miktarda bulunur.

Sekil 1.3 Flavonol iskeleti.
1.1.3.1 Kuersetin

Dogada en ¢ok bulunan flavonoidlerden biri olan Kuersetin, suda ¢6ziinen ve antioksidan etki
gosterdigi diistiniilen bir flavonoldur (Sekil 1.4). En yaygin flavonollerden biri olan kuersetin
en yiiksek konsantrasyonda soganda bulunur (Erlund 2004). Elma, kirmizi sarap, kiraz,

brokoli, greyfurt, siyah ¢ay ve yesil yaprakli sebzelerin kuersetin icerdigi bilinmektedir.
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Sekil 1.4 Kuersetin.

Kuersetin acisindan zengin elma ve sogan tiiketiminin koroner hastaliklarin azaldigina dair
calismalar mevcuttur (Knekt et al. 1996). Bu durumun kuersetinin antioksidan etkisinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Polonya da 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada, yaygin bir
cevre kirletici, mutajen ve kanserojen olan kadmiyum metali kullanilmistir. Insan lenfosit
hiicrelerindeki DNA’da kadmiyumun yarattigi hasarin kuersetin kullanilarak azaltildig:
goriilmiistiir (Btasiak 2001). Ancak bu c¢aligmada kuersetinin hasarli DNA’ya etki
mekanizmasi iizerinde durulmamis sadece hasari azalttigi belirtilmistir. Diger flavonoidler
gibi metal iyonlariyla kenetlenebilme 6zelligi gosteren kuersetinin, kadmiyumu selatlayarak
DNA ile etkilesimini engelleyebilecegi diisiiniilmiistiir. Alvi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
kuersetin-DNA etkilesimini inceleyen bir ¢alismada kuersetinin DNA ile ilk etkilesiminin
DNA yapisi tizerinde stabilize edici bir etkiye sahip olabilecegini, ancak uzun siireli tedavinin
¢ift sarmalda biiyilk bir bozulmaya yol actigini gostermektedir (Alvi et al. 1986).
Muthukumaran ve ark. deneysel sicanlarin niikleus, akciger, karaciger ve bobreklerinde
nikotin kaynakli pro-oksidant ve antioksidan dengesizliklerine karsi kuersetinin koruyucu
etkisini karsilagtirmis ve DNA hasarina karsi koruyucu etkisini gosterdigine inanmislardir
(Muthukumaran et al. 2008). Kuersetinin oksidatif stresin sebep oldugu sitotoksik etki
iizerindeki koruyucu mekanizmadaki etkisinin incelendigi c¢alismada, diisiik dozlarda
koruyucu etki gosterirken yiiksek dozlarda tam tersi etki gosterebilecegi belirtilmis ve cift

tarafli bigak olarak tanimlanmistir (Chow et al. 2005).

Diger flavonoidlerde oldugu gibi kuersetin de metal iyonlariyla kompleksler
olusturabilmektedir (Sekil 1.5). Hatta bu komplekslerin DNA ile saf kuersetine oranla daha
iyi etkilestigine dair c¢alismalar da mevcuttur. Yapilan bir calismada Cu-kuersetin
kompleksinin saf kuersetinle karsilastirildiginda daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
goriilmiistiir (Bukhari et al. 2009). Kuersetinin Zn(I[) ve Cu(Il) komplekslerinin timor
hiicrelerine karsi baskilama oranlarinin Kuersetinden iistiin oldugu bulunmustur (Zhou et al.
2001b).
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Deneysel ve teorik caligmalar, flavonoidler i¢in ideal kompleks olusturma bolgelerinin tigiincii
ve besinci karbonlara bagli hidroksil gruplart ve dordiincii karbon atomu tizerindeki hidroksil

grubu oldugunu gostermistir (Dolatabadi 2011).

0]
HO, 7 OH
(O
O
2
OH
Sekil 1.5 Kuersetin Metal Komplekslerinin Yapisi.

Kuersetinin ¢inko kompleks sentezinin kolay oldugunun belirtildigi bir caligmada,
kompleksin tiimor hiicrelerinin biiyiime ve ¢ogalmasina etkisinin doza ve zamana bagli olarak
kuersetinden daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Neto and Lapis 2009). Sekil 1.6’da

kuersetinden yola ¢ikarak kuersetin-ginko kompleks olusum reaksiyonu sematize edilmistir.

HO

OH
e
OH HO

o )~ Zn(h) o, 0

O H,0-Zn-OH,

HO TN

OH

o 0
HO 7" oH
(O
o)
0~)
OH

Sekil 1.6 Kuersetin -Zn kompleksi olusum semasi

Kuersetin

Ayrica yapilan bir modelle, kompleksin DNA’ya muhtemelen Guanin Sitozin bolgesinden
baglandigi belirtilmistir (Neto and Lapis 2009). Kuersetin-Zn kompleksinin DNA’ya
baglanma ve DNA’y1 pargalamasi tizerine bir mekanizma Snermistir (Neto and Lapis 2009).

Sekil 1.7°de de 6nerilen hidroliz mekanizmasi goriilmektedir.
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Sekil 1.7 Kuersetin-Zn kompleksinin DNA’y1 par¢alama mekanizmasi

Tan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Kuersetin-Cu kompleksinin DNA iizerinde
yikici etkisinin oldugu belirtilmis (Tan et al. 2009) ve bu etki i¢in bir mekanizma (Sekil 1.8)
onerilmistir. Mekanizmada kuersetin-Cu(ll) kompleksinin  DNA’ya verdigi hasar,
kompleksteki Cu*? iyonlarinin Cu*! haline doniismesi sirasinda olusan radikaller sebebiyle

gerceklesmektedir.
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Sekil 1.8 Kuersetin-Cu kompleksinin DNA’y1 pargalama mekanizmasi (Tan et al. 2009)
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Kuersetin bitkilerde 4. karbonundaki OH grubunun hidrojeni ile sakkaritin yer degistirmesi

sonucu olusan kuersitrin glikoziti seklinde bulunur (Yalgin 2013).

Sekil 1.9 Kuersitrin (Kuersetin-3-O-glukoz) yapisi.
1.1.3.2 Rutin

Rutin kuersetin’in 3. karbon atomuna bagli -OH grubuna rutinozun baglanmasiyla olusan,
kuersetinin glikoziti olan bir flavonoldur (Sekil 1.10). Kayisi, kiraz, tiziim, karabugday,
greyfurt, erik ve portakal gibi bircok gidada dogal olarak bulunur. Flavonoidlerin énemli
temsilcilerinden biri olan rutin, vitamin P olarak da bilinir. Antialerjik, antikanserojen,
antienflamatuar 6zellikler dahil olmak {izere gesitli biyolojik aktivitelere sahiptir. Insan gdbek
ve endotel hiicrelerinde peroksit kaynakli sitotoksitite ve hiicre Oliimlerini 6nledigi
goriilmistlir. Rutinin bu islemi nasil yaptigi ile ilgili farkli diisiinceler 6ne siiriilmiistiir.
Damar endotel hiicrelerinde meydana gelen oOliimler kardiyovaskiiler hastaliklarin
olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle rutinin kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Gong et al. 2010). Ayn1 zamanda yiiksek bir
radikal siipiiriici aktivitesi ve antioksidan kapasitesi (Korkmaz ve Kolankaya 2010) olan
rutinin, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) peroksidasyonu inhibe etmede etkili oldugunu
gosteren calismalar da vardir (Jiang et al. 2007) Biitiin bunlarla birlikte, rutinin in vitro (canl

hiicre) ortamlardaki etki mekanizmalari lizerine az bilgi mevcuttur.

CH,
OH &

HO  OH
Sekil 1.10 Rutin Yapisi

15



Diger flavonoidlerde oldugu gibi rutinin de farkli metallerle sentezlenmis kompleks bilesikleri
vardir. Bu komplekslerin biyolojik aktivitelerinin rutinden daha farkli oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur. Ikeda ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir g¢alismada rutin-Zn
kompleksi sentezlenmis ve bu kompleksin biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Rutin-Zn(l1)
kompleksinin 16semi, melanom kanser hiicrelerine karsi laboratuvar ortaminda sitotoksit etki
gosterdigi goriilmiis, ayni konsantrasyondaki rutin ise bu etkiyi gostermemistir. Ayrica

kompleksin antioksidan aktivitesinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir (Ikeda et al. 2015).

Rutin DNA arasindaki etkilesim mekanizmasini ortaya ¢ikarmak i¢in yapilan ¢caligmada rutin
tek basina iken ve siklodekstrin varliginda spektroskopik yontemlerle ¢alismalar yapilmistir.
UV-goriiniir ve floresans spektroskopileri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda her iki sekilde de
DNA ile etkilesim goriilmiis ve rutinin DNA ile sinnamoil kismindan etkilestigi sonucuna

varilmistir (Yang et al. 2004). Sekil 1.11°de rutinin DNA ile etkilesen bolgesi gosterilmistir.

OH OH

CH,
o OH

Sekil 1.11 Rutinin DNA ile etkilesim bolgesi
1.1.3.3 Mirisetin

Mirisetin flavonoid iskeletinde 3, 5, 7, 3', 4’ ve 5’ karbonlara hidroksil gruplarinin bagl
oldugu flavanoldur. Mirisitrin, mirisetinin 3. karbon atomuna bagh -OH grubuna ramnozun
baglanmasiyla olusan, mirisetin glikoziti olan bir flavonoldur (Sekil 1.12). Cay, ¢ilek ve pek
cok bitkide bulunan dogal bir flavonoiddir. Mirisetin iizerinde son yillarda yapilan
caligmalarda antioksidan, anti-enflamatuar, antikanserojen ve antiviral aktiviteler gosterdigi

gorilmiistiir.
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Sekil 1.12 Mirisitrin Yapisi
Seker hastasi hayvanlar {izerinde yapilan bir c¢alismada, mirisetinin olumlu etkileri
goriilmiistiir. Ancak ¢alismanin in vivo ortamlarda yapilan calismalarla desteklenmesi
gerektigi belirtilerek, seker hastalarmin diyetlerinde mirisetin iceren besinler bulundurmasi
tizerine ¢alismalar yapilmasi 6nerilmistir (Li and Ding 2012). Mirisetinin, glutamatin sebep
oldugu néronal hiicre 6liimiinii inhibe ettigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Shimmyo et
al. 2008). Kang ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alisma mirisetinin melanoma igin timit
verici bir kemoterapotik madde oldugunu gostermistir (Kang et al. 2011). Diger flavonoidler

gibi mirisetin de metallerle kompleks bilesikler olusturmaktadir. Mirisetinin bakir ve demir

iyonlartyla olusturdugu kompleksler farkli biyolojik aktiviteler gostermistir (Mira et al. 2002).

Bu calismada incelenecek olan flavonoller kuersitrin, rutin ve mirisitrin Dog. Dr Ozlem
DEMIRKIRAN ve arkadaslari tarafindan Hypericum montbretii bitkisinden izole edilmistir.
Son yillarda Hypericum montbretii bitkisinden elde edilen iirinler katlanarak artmis ve bu
rlinler en ¢ok incelenen maddeler sinifina girmistir. Antitimor ve Antimikrobiyel dahil
olmak tizere cesitli biyolojik aktiviteleri olan bazi umut verici bilesiklerin kaynagi olarak
goriilen Hypericum ailesi biiylik ilgi gérmektedir. Demirkiran ve arkadaslari tarafindan
yapilan bu ¢aligmada Hypericum montbretii bitkisi kurutularak 6giitiilmiis ve 15 giin boyunca
oda sicakliginda metil alkol (MeOH) ile ekstre edilmistir. Daha sonra ekstre vakumda
konsantre edilmis ve farkli ¢oziicliler kullanilarak cesitli kolon kromatografik yontemler
kullanilarak bilesikler izole edilmistir. Izole edilen bu bilesiklerin yapilar1 Goriiniir bolge
molekiiler absorbsiyon spektroskopisi (UV), Kizilétesi spektroskopisi (IR), Niikleer magnetik
rezonans spektroskopisi (NMR) ve gesitli 2 boyutlu NMR spektroskopik tekniklerle
aydmlatilmistir.  Kuersetin, kaempferol, kuersitrin, hayperin, mirisitrin, rutin, metil
klorogenat, 5-O-p-kumarilkuinik asit, klorogenik asit (5-O-kafeoil kuinik asit), mangiferin,

sikimik asit bu maddeden izole edilen maddelerdir (Demirkiran vd. 2013).
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Sekil 1.13 Hypericum perforatum.

Flavonoidler, insan saglig1 agisindan pek ¢ok yararli 6zellikle anilan bilesik sinifidir. Pek ¢ok
yararl etkisinden bahsedilse bile, baz1 arastirmalar zararl etkilerinden ya da etkisizliklerinden
de bahsetmistir. Flavonoidler iizerine yapilan calismalar genellikle laboratuvar ortaminda
yapildigindan, canli viicudunda da ayni 6zellikleri gdsterip gostermeyecegi bilinmemektedir.
Flavonoidler Tlizerine yapilan aragtirmalarin pek c¢ogu flavonoid-DNA iliskisi iizerine
odaklanmistir. DNA ile etkilesebilen dogal molekiillerin, insan sagligi acisindan 6nemli
sonuclar yarabilecegi diisiiniilmektedir. DNA ile etkilesen bu molekiillerin, DNA’ nin yapisini
bozmasi, kendini eslemesinin Oniine gegmesi, antitiimor ilaglarinin gelistirilmesinde oldukga
onemlidir. Flavonoidler iizerine arastirmalar ¢ogunlukla Kkuersetin ve ozellikleri iizerine
yogunlagsmistir. Dogada en sik bulunan flavonoidlerden biri olmast bunun en O6nemli

sebeplerinden biridir.

Bu calismada kuersitrin ile beraber rutin ve mirisitrinin DNA ile etkilesimi spektrofotometrik
yontemler kullanilarak incelenecektir. Bu konuda yapilan diger galigmalardan hareketle bu
flavonoidlerin yalniz bagina DNA ile nasil etkilestigi, bu etkilesimin hangi sekilde olabilecegi
ve etkilesim kuvvetleri arasindaki farklar incelenmeye c¢alisilacaktir. Aymi sekilde bu
flavonoidlerin, Cu(Il) ve Zn(II) iyonlariyla kompleks olusturup olusturmadigi, olusturuyor ise
bu kompleksin ana flavonoidden farkli 6zellik gosterip gostermedigi arastirilacaktir. Yapilan
calismalar  flavonoid-metal komplekslerinin, ana flavonoidden farkli  Ozellikler

gosterebilecegini  gostermektedir. Kompleksin DNA ile etkilesimi, bu etkilesimi hangi
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yontemlerle yaptigi, etkilesimin ana flavonoidin yaptigi etkilesimden farki arastirilmaya

calisilacaktir.

1.2 DNA

Deoksiribontikleik asit veya kisaca DNA tiim organizmalar ve bazi viriislerin canlilik islevleri
ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik talimatlar1 tasiyan bir makro molekiildiir.

DNA aslinda niikleotid polimeridir.

DNA oncelikle canlilarin genetik bilgilerini depolamak i¢in iglevsel birim olarak hizmet veren
polimer zinciridir. Canlinin viicut sekli, her organina ait is boliimii ve bu organlarin ¢aligma
diizenleri, hiicre i¢inde iiretilmesi gereken proteinlerin genetik kodlari, iiretilecek proteinlerin
miktar kontrolleri (gen regiilasyonu) gibi canlinin hayatin1 devam ettirmesi i¢in gereken seyler

DNA {izerinde planlanmis ve kodlanmastir.

DNA’nin yap1 tasi olan niikleotidler ii¢ ana kisimdan meydana gelir. Bunlar;
e Heterosiklik halka yapisi gosteren bes karbonlu seker (Pentoz)
e Azot atomlar1 igeren organik bir baz (piirin ya da pirimidin)

e Bir fosfat grubu

DNA’da dort gesit niikleotit bulunur. Niikleotitlerin yapilarindaki bazlarin farkli olmasi
birbirlerinden ayrilmalarini saglar. DNA’nin yapisinda Piirin bazlar1 olarak Adenin (A) ve
Guanin (G), pirimidin bazlar1 olarak da Sitozin (S) ve Timin (T) bulunur. Bir niikleotit
yapisina katilan baz cesidine gore isimlendirilir. Ornegin, adenin bazi ile 5 karbonlu bir seker
birlestiginde adenozin meydana gelir. Adenozin fosforik asitle birlestiginde ise adenin

niikleotidi olusmus olur.

O NH
NH, ., = o
&= N & TN TN H.C H
o7 |55 2N <*?jfLLﬂ Is“s = FE "
3 & 3,) Za 45 2 6, 2 5% 3
0 i Lo ezl
Adenin Guanin Sitozin Timin

Sekil 1.14 DNA da bulunan bazlarin yapilari.
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Niikleotitlerin yapisindaki baz ve seker birbirine glikozit bagiyla baglanarak niikleosit adi
verilen yapiy1 olusturur. Fosfat grubu da niikleositteki seker kismiyla ester baglar1 olusturarak
niikleotiti olusturur. Niikleotitler birinin seker grubunda bulunan 3-OH (3') grubu ile onu
izleyen niikleotitin 5-POg4 (5) grubu arasinda kurulan fosfodiester bagiyla birbirine baglanan
bir omurgaya sahip bir zincir olusturur. Bu zincirin olusumundaki fosfodiester baglari oldukga
kuvvetlidir. Bu zincirler DNA’nin ana yapisini meydana getirir. Poliniikleotit zincirleri 3'-5'
fosfodiester baglar1 ile olustugundan, zincirin iki ucu birbirinden farklidir. Bu durum
poliniikleotit zincirde bir kutupluluk olugsmasina neden olur. Bazi viriisler disinda biitiin

canlilarda DNA hep ¢ift zincirden olusur.

1.2.1 DNA’nin yapisi

DNA’nin hiicre igerisindeki yapis1 1953 yilinda Watson ve Crick’in DNA nin ¢ift sarmal yap1
halinde bulundugunu agiklayan modeli ortaya koymalariyla kanitlandi. Watson ve Crick’in
ortaya koyduklart model o doneme kadar bu konu lizerinde c¢alisan bagka arastirmacilarin
bulduklar1 bilgilere dayanir. Wilkins ve Franklin DNA molekiiliiniin birden fazla poliniikleotit
zincirinin birbiri etrafinda dénmesiyle meydana geldigini ve bu doniimlerin zincirlerdeki
bazlarin sirasina bagli olmadigini belirtmistir. Chargaff cesitli tiirlere ait DNA’lar1 incelemis,
DNA’y1 niikleotitlerine parcaladiginda Adenin miktarinin Timine, Guanin miktarmin da
Sitozine daima esit oldugunu belirlemistir. Watson ve Crick bu bulgulara ek olarak DNA’nin
biyokimyasal ozelliklerini degerlendirmis ve DNA’nin ii¢ boyutlu yapisina ait bir model

gelistirmiglerdir.

Poliniikleotit zincirler ortak bir eksen etrafinda saga dogru donen heliks yapidadirlar. Bu
dontimler sirasinda zincirlerdeki bazlarla seker halkalarini birbirine baglayan glikozit baglar
tam olarak karsi karsiya gelmezler. Bu durumda, c¢ift sarmalin seker-fosfat omurgalar1 eksen
boyunca esit aralikli yer kaplamazlar ve omurgalar arasinda oluklar olusur. Bu oluklarin

boyutlar1 esit degildir. Biri genis (major) digeri ise dar (mindr) oluk olarak adlandirilir.
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Oluk

Sekil 1.15 DNA daki major ve mindr oluklar

Seker-fosfat omurgasi ¢ift zincirin disinda kalir ve negatif yiiklidiir. Niikleotidlerin bazlari
molekiiliin omurgasinin i¢ kisminda ve DNA sarmalinin eksenine dik konumdadir. Birbirine
komsu baz ¢iftleri arasindaki uzaklik 3,4 A dur. iki poliniikleotid zinciri niikleotid bazlari
arasinda olusan Hidrojen baglariyla birbirine baglanir. Bu hidrojen baglar1 her zaman bir
plrin ve bir pirimidin bazi arasinda meydana gelir. Bazlar arasinda siki bir etkilesim
saglanmasi i¢in, hidrojen baglarinin yonelimi ve uzakliklar1 Adenin ile Timin ve Guanin ile
Sitozin arasinda en uygun olmaktadir. Adenin ve Timin arasinda iki, Guanin ve Sitozin
arasinda ise {i¢ tane hidrojen bagi olusur. Baz eslesmesindeki bu yapt DNA’nin replikasyon,
onarim, rekombinasyon gibi islevlerinin mekanizmalarinin agiklanmasinda DNA’nin en

onemli O6zelliklerindendir.

b
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Sekil 1.16 DNA’daki baz eslesmeleri

Bazlar arasinda olusan hidrojen baglarmin farkli olmasi poliniikleotit zincirlerdeki ester
baglarinin birbirine ters durumda olmasina yol agar. Bu nedenle DNA’da iki poliniikleotit

zinciri birbirine ters yonde uzanir.
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Sekil 1.17 DNA’nin yapis1

Bu yapida bazlar molekiiliin i¢ kisminda yer aldigindan molekiiliin i¢i hidrofobik, fosfat-seker
omurgast ise molekiil omurgasinin digsinda yer aldigindan molekiiliin dis1 hidrofilik 6zellik

gosterir.

1.2.2 DNA’nmin farkh sekilleri

1953 yilinda Watson ve Click tarafindan yapisi agiklanan DNA molekiiliiniin daha sonra bazi
kosullarda farkli yapilarda bulunabilece§i ve bu yapilarin birbirine doniisebilecegi

belirlenmistir. DNA’nin ti¢ farkli sekli bulunmaktadir (Sekil 1.18). Bunlar;

B-DNA: DNA’larin ¢ogu B formundadir. Bu molekiil saga donlimlii bir sarmaldir. Hiicrelerin
icinde bulundugu ortam gibi sulu ortamlarda baskindir. Cift zincirin bir tam doniisiinde yapiya

10 baz girmektedir. Baz giftleri ¢ift sarmal eksenine dikey olarak yer almig bulunmaktadir.

A-DNA: Sag el ¢ift sarmal yap1 gosteren DNA molekiiliiniin bir tam doniis yapmasi i¢in
yapiya 11 baz girmis, baz ciftleri ¢ift sarmal eksenine 20 derecelik bir agiyla yerlesmistir.
Cap1 23 A’dur (Garcia-Ramos et al. 2013). DNA nin su miktarmnin azaldig: ya da yiiksek tuz
kosullarindaki halidir. B DNA’ya oranla biraz daha sikisik yapidadir.
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Z-DNA: Sola donilimlii bir sarmaldir. Z-DNA’nin bir tam doniis yapmasinda zincir yapisina 12
baz girmektedir. B DNA’ya benzeyen Z-DNA zig zag yapilidir. Sarmalin ¢ap1 18 A’dur. Bu
formda kiigiik oluk derin ve dardir, biiyiik oluk kaybolmus gibidir (Garcia-Ramos et al. 2013).

Sekil 1.18 DNA tiirleri

DNA canlilarda yasamin devam edebilmesi igin biitiin genetik bilginin depolandigt bir
poliniikleotittir. Bu genetik bilginin nesilden nesile aktarilabilmesi DNA’nin kendini eslemesi
(Replikasyon) ve Transkripsiyonla miimkiin olmaktadir. Replikasyon DNA’nin tamamen
kendinin esi yeni bir molekiil olusturma islemidir. Boylece DNA’nin tasidigi genetik bilgi
nesilden nesile aktarilir. Replikasyonda DNA her bir ipligini kalip olarak kullanarak kendine
es bir DNA ipligi olusturur. Boylece ana molekiilden olusan iki yavru molekiil ana molekiiliin

bir zincirini tasir.
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Sekil 1.19 DNA’nin Replikasyonu

DNA’dan RNA’ya genetik bilginin aktarilmasi islemine transkripsiyon denir. Transkripsiyon,
hiicre i¢i genetik bilgi akisinin ilk basamagidir. Transkripsiyonda DNA’nin bir dizisinin
eslenegi olan mRNA molekiilii sentezlenir. DNA kalib1 iizerinden RNA sentezi, RNA

polimeraz enzimi tarafindan gergeklestirilir.

DHA Gen bolgesi

Helikaz

o+

Anlamh zncir RNA polimeraz

Sekil 1.20 DNA’nin Transkripsiyonu

Mesajct RNA’nin (mRNA) gorevi DNA molekiilinde sakli olan genetik bilgiyi protein
yapisina aktarmaktir. Bunun igin mRNA sentezlenecek protein ile ilgili bilgiyi DNA’dan alip
cekirdek zar1 deliklerinden gecerek sitoplazmadaki ribozomlara goétiiriir. Boylece bu molekiil
DNA’dan aldig1 6zel sifreye bagl kalarak, hiicre tarafindan sentezlenecek aminoasit sirasini

belirler.
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1.3 KUCUK MOLEKULLERIN DNA ILE ETKILESIiM YOLLARI

Bir canliya ait tiim genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiilii dogal veya c¢evresel faktorlerin
etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. Insan hiicrelerinde metabolik aktiviteler ve
cevresel faktorler (UV 15181 gibi) sonucu giinde 1 milyon hiicrenin zarar gormesi olasidir. Bu
etkenler, DNA nin yapisin1 ve dahasi diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi degistirebilirler.
DNA hasar replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug¢ olarak genomik

kararsizliga, kanser ve yaslanmaya neden olur.

Yapilan arastirmalar kanser ilaglarinin kanser hiicrelerine zarar verdigini ve hiicrelerin
Oliimiine sebep oldugunu gdstermistir. Bu nedenle kanser ilaglarinin ana hedefi DNA’dur.
Molekiillerin DNA’ya nasil baglandiginin mekanizmasinit belirlemek hem yeni ilaglar
gelistirmek hem de bu ilaglarda goriilen yan etkilerin ortadan kaldirilmasi acisindan oldukca
onemlidir. Yeni sentezlenen kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanmasi ve onunla etkilesmesi
yeni ilaglarin tasariminda oldugu kadar DNA’y1 algilama yontemlerinin gelismesinde ve

cevreye zararli maddelerin algilanmasinda da 6nemlidir.

Kiigiik molekiillerin DNA’ya baglanmasi ile ilgili ¢esitli etkilesim tiirleri vardir.
e Elektrostatik baglanma
e  Oluk baglayicilar

e Interkalasyon

interkalasyon

Major Oluk Baglayici

Elektrostatik Etkilesim

Mindr Oluk Baglayici

; —=— s\\ Bis interkalasyon

Sekil 1.21 DNA’ya baglanma cesitleri
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1.3.1 Elektrostatik Etkilesim

DNA sarmali hem yapisin1 hem de fonksiyonlarimi etkileyen negatif yiikli fosfat gruplari
icerir (GOkoglu ve ark. 2009). Pozitif yiikli iyonlar negatif yikli DNA omurgasina
elektrostatik etkilesimle baglanabilir. Metaller ile fosfat gruplarinin baglanmasi genellikle
DNA’nin kararliligini arttirabilir (Aslanoglu 1997). Elektrostatik etkilesimler diger etkilesim
tiirlerine gore daha zayiftir. Molekiil ¢ift sarmala dig baglanma ile baglandiginda genellikle
kars1 iyonlar1 uzaklastirir. Bunun sonucunda DNA yapisinda ayrilmalar gerceklesebilir. Bu tiir

etkilesimler genellikle secici degildir.

Sekil 1.22 Elektrostatik Dig Baglanma

DNA ile etkilesen molekiiliin {izerindeki fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine bagli olarak

interkalasyon ve oluk baglayicilar da elektrostatik etkilesimi biinyesinde barindirabilir.

External Binding

0 [Ru(bpy)J*
/

SN
Sekil 1.23 Elektrostatik Dig Baglanma (Sirajuddin et al. 2013)
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1.3.2 interkalasyon

Bir molekiil ya da grubun baska bir molekiil ya da grubun arasina tersinir sekilde girmesi

interkalasyon olarak adlandirilir.

c&

Sekil 1.24 interkalasyon

Molekiil eger uygun sekilde ve kimyasal yapida olursa DNA’daki baz giftleri arasina tersinir
sekilde yerlesebilirler. Interkalatorler cogunlukla ¢ok halkali, aromatik ve diizlemseldir.
Interkalator molekiil ve baz ciftleri arasinda van der Waals kuvvetleri etkindir. Interkalatorler

genellikle 5 pirimidin 3’ piirin bazlar1 arasina baglanirlar.

Sekil 1.25 Interkalasyon (Sirajuddin et al. 2013).
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Interkalasyonda polisiklik aromatik bilesikler DNA baz ciftlerinin arasina yerleserek, baz
ciftlerinin arasinin agilmasina, seker fosfat omurgasinin uzamasina ve DNA sarmalinin

bozulmasina sebep olur.

Metal kompleksleri DNA’ya baglanirken, metal iyonlari dogrudan DNA omurgasindaki
fosforlarla koordine olur. Aromatik yan kollar veya aren ligandlari DNA bazlar1 arasina
girerek interkalasyon yapar. Metal kompleksleri ile DNA arasindaki interkalatif etkilesimler
biyolojik aktiviteyi etkileyebilecek yeni 6zelliklere sahiptir (Liu and Sadler 2011).

Interkalatérler DNA nin replikasyon, transkripsiyon ve onarim islemlerini kesintiye ugratan
ilaclardir. Bu etkilerinden dolay1 interkalatérler mutajendir. DNA interkaratorleri kanser
tedavisinde hizli biiyliyen kanser hiicrelerinde DNA’nin kendini eslemesini engellemede
kullanilir.  Etidyum, daunomisin, ekinomisin, aktinomisin ve kuinakrin  6nemli

interkalatorlerdir.

Uzerinde ¢ok calisilmis olan DNA interkalatdrlerinden biri de etidyum bromiirdiir (EtBr).

Etidyum
bromur

g

baz cift arasinda
(@) (b) kumelenmis Exdgvum
bromur il

Sekil 1.26 Et-Br’nin yapis1 ve DNA’ya baglanma sekli
Parlak renkli bir akridin tiirevi olan proflavin, II. Diinya Savasi sirasinda yara tedavi etmek

amaciyla yaygin olarak kullanilmistir (Sekil 1.27). Proflavin, etkinligini bakteri DNA’sina
baglanip DNA sentezini 6nleyerek gosterdigi bilinmektedir (Sekil 1.28).
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~
N NH,

Sekil 1.27 Proflavinin Yapisi

Sekil 1.28 Proflavinin DNA ya Baglanma Sekli (Mukherjee and Sasikala 2013)

Antrasiklinler (Sekil 1.29) DNA ve RNA sentezine miidahale ederler. DNA ve RNA sentezini
inhibe etmeleri (engellemeleri) replikasyonu dnler ve bdylece kanser hiicrelerinin biiyiimesi

durur.

Sekil 1.29 Doksorubisin ve Daunorubisin Yapilar

Daunorubisin kanser tedavisinde kullanilan bir kemoterapdtik ilagtir. DNA’ya interkalasyon
yoluyla baglanir (Sekil 1.30).
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Sekil 1.30 Daunorubisin DNA’ya baglanma sekli (Mukherjee and Sasikala 2013)

Aktinomisin DNA ¢ift zinciri igine, komsu guanozin-sitozin baz ¢iftleri arasina enine

yerleserek DNA ve mRNA iiretimini bozan ilagtir (Sekil 1.31).

I—_Pro -Pro
L.
Saﬁ/ “D-val Val-El)/ sar
val-Me-L~. - L-Thr 5 o L—Thr\o/ L-Me-Val
N NH,
9) @]

Sekil 1.31 Aktinomisin yapist ve DNA’ya baglanma sekli
1.3.3 Oluk Baglayicilar
Bu baglanma sekli, molekiiliin DNA sarmalinin baz ciftlerinin arasina direk hidrojen-baglari

ile baglanmasidir (Aslanoglu 1997). DNA’nin B-DNA formunda genis bir major yarik ve
derin ve dar bir mindr yarik bulunmaktadir (Sekil 1.32) (Seanger 1984).
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Sekil 1.32 DNA {izerindeki Major ve Minér oluklar

Kii¢iik molekiillerin mindr oluklar lizerinden biiyiik molekiillerin ise major oluklar lizerinden
baglandigi bilinmektedir (Aslanoglu 1997). Genellikle hilal seklinde molekiiller olan oluk
baglayicilarin i¢ kisminda hidrojen-bagi yapabilecek N-H gruplar1 vardir. Bazi oluk
baglayicilar katyonik ligandlardir (Sekil 1.33).

M = Ni(ll) and Zn(ll)

Sekil 1.33 Oluk baglayicilar (Sirajuddin et al. 2013)
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Sterik engelin daha az olmasi ve elektrostatik potansiyelden o&tiirii oluk baglayicilar DNA
tizerinde Adenin-Timin segiciligi gosterir (Aslanoglu 1997). Distiamin ve Netropsin bilinen

mindr oluk baglayici ilaglardir (Sekil 1.34).

0]
}HN NH,
HN \/—§
2
Netropsin
NH,
HNﬁ .
\ N\ NH,
[}
Me (e N\,\/Ie (0]
Distamin

Sekil 1.34 Netropsin ve Distamin yapisi

Sekil 1.35 Netropsinin DNA’ya baglanma sekli (Sirajuddin et al. 2013)

Mindr oluk ile baglanan molekiiller furan, pirol ya da benzen halkalar igerir. Bu molekiiller
hidrojen-baglari, elektrostatik etkilesim ve Van der Waals baglar1 yoluyla mindr oluklara
uyum saglar hale gelir (Aslanoglu 1997). Interkalasyon ile baglanan molekiillerden farkli
olarak oluk baglayicilar DNA’nin yapisinda belirgin bir degisiklige neden olmaz. Bu
baglanma seklinde enzimlerinin DNA {izerinde baglanabilecegi bosluklar doldurulmasi esas

alinmaktadir. Hoechst boyalar1 (Sekil 1.36) DNA’ya oyuklardan baglandigi igin hiicre
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boliinmesi sirasinda  DNA  replikasyonunu bozabilirler. Dolayisiyla potansiyel olarak

mutajenik ve kanserojeniktir. Sekil 1.37°de Hoechst boyalarmin DNA ile etkilesim sekli

H
N
, NH*
HsC—NH* NO
__/

goriilmektedir.

NH*
3Cr

Sekil 1.36 Hoechst Boyasinin Yapisi

Sekil 1.37 DNA’ya oluk baglanma sekli

Dinemisin, sekil 1.38’deki yapidan da goriilecegi tizere antrasiklik bir halka ile endimin
yapilarim1 birlikte bulundurur. Dinemisin DNA’ya interkalasyon ve kiiciik oluklarin
baglanmasinin bir kombinasyonu seklinde baglanir (Sekil 1.39). Yani hem interkalasyon hem
de kiigiik oluklara baglanma gozlenir. Dinemisin, NADPH, tiyol veya 151k ile aktive edilebilir
ve once DNA’ya baglanir. Bunun sonucunda DNA sarmalinin her ikisinde de standart bir

kirllma meydana gelir.

OH O OH

Sekil 1.38 Dinemisinin yapisi
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Sekil 1.39 Dinemisinin DNA tizerindeki etkisi

1.3.4 Gegis Metali ve Gegis Metali Komplekslerinin DNA ile Etkilesim Yollar

Metal iyonlarinin niikleik asitlerle nasil etkilestigi ve etkilesimin niikleik asitler tizerindeki
etkisi uzun zamandir arastirma konusudur. Agir metallerin canlilar iizerindeki zararl
etkilerinin bunlarin DNA’ya baz1 bolgelerden baglanmasi ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Pozitif yiiklii metal iyonlar1 direk ya da dolayli olarak DNA’nin negatif
yiiklii bolgeleriyle etkilesime girebilirler. DNA’nin bu bolgeleri negatif yiiklii fosfat gruplari,
azot ya da oksijen gibi elektron verici atomlar olabilir. Metal iyonlarinin baglanmasi DNA’ nin

tek zincirinde ya da her iki zincirinde de kirilmalara yol agabilir (Anastassopoulou 2003).

Glinlimiizde antikanser ilaglarinin DNA’ya bir baglanarak antitimor etkisi gosterdigi
bilinmektedir. DNA’ya baglanan molekiill DNA’nin kendini eslemesini Onleyerek tiimor
hiicrelerinin biiylimesinin Oniine ge¢gmektedir. Bu nedenle geg¢is metallerinin ¢esitli ligandlarla
olusturacagi komplekslerin DNA ile etkilesip etkilesmedigi, etkilesiyorsa bunun hangi sekilde
oldugu ve etkilesimin DNA’ya verdigi hasar gibi konularda caligmalar yapilmaktadir.
Ozellikle, DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesen molekiillere yonelik calismalar ilgi
cekmektedir.

Gegis metallerinin ¢esitli ligandlarla olusturdugu komplekslerin de DNA ile etkilesimlerine

iliskin pek ¢ok calisma mevcuttur. Gegis metal kompleksleri DNA ile interkalasyon, kismi

interkalasyon, elektrostatik ya da kovalent baglarla etkilesebilmektedir. Bu etkilesimler
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kompleksin biiytikliigline, geometrisine ya da yapisina bagl olarak degisebilir (Vijayalakshmi
et al. 2006).

Ilag endiistrisinde ¢ok genis kullanim alani bulunan Schiff bazlariyla olusturulan pek ¢ok
kompleksin DNA ile etkilesimi incelenmistir. Ulkemizde yapilan bir c¢alismada 2,6
diaminopiridin ile elde edilen yeni Schiff bazi ile metal kompleksleri sentezlenmis ve bu
komplekslerin DNA ile etkilesimi ¢esitli spektroskopik yontemler kullanilarak incelenmistir.
Bu calismada Cu(Il) katyonu ile olusturulan kompleksin DNA’ya baglanma aktivitesinin ¢ok
yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (Kurt and Temel 2013).

Yine bir Schiff bazi1 olan bis(salisiliden)-1,3-diaminopropanin Ni(II) kompleksi Aric ve
arkadaslar1 tarafindan sentezlenmis ve bu kompleksin plazmid DNA ile etkilesimi ¢esitli
spektroskopik yontemlerle incelenmis ve kompleksin DNA ile kismi interkalasyon ve

elektrostatik dis baglanma seklinde etkilestigi belirlenmistir (Aric and Nazir 2010).

1.4 ANALITIK YONTEMLER

1.4.1 UV Titrasyon Yontemi

Herhangi bir maddenin DNA ile etkilesiminin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan

yontemlerden biri absorbsiyon spektroskopisidir.

DNA c¢esitli metal kompleksleri ya da kiiclik molekiillerle etkilestig§inde UV absorbansinda
degisiklikler gortliir. Bu degisiklikler incelendiginde DNA molekiil etkilesiminin tiirii
konusunda bilgi sahibi olunabilir. Bu yontemde ¢alisilirken DNA’nin ya da maddenin
derisimi sabit tutularak diger maddenin derisimi kiiclik miktarlarda arttirilarak absorbans
Olctimii yapilir. Genellikle ¢alisma sabit madde derisimi iizerine DNA eklenmesi seklinde
yapilir. Her eklenen DNA’nin ardindan absorbsiyon 6l¢iimleri yapilir. Spektrumda absorbans
ve dalga boyundaki degisikliklerden DNA molekiil etkilesiminin 6zelligi belirlenmeye
caligilir.

UV spektroskopisinde DNA’ya baglanan molekiiller maksimim emilim yogunlugu degerinde

degisime sebep olur. Maksimum emilim yogunlugundaki artis hiperkromik, azalma ise
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hipokromik etki olarak adlandirilir. Pik absorbsiyonunun daha biiyiik dalga boyuna kaymasi
batokromik etki, daha kisa dalga boyuna kaymasi ise hipsokromik etki olarak adlandirilir.

Kiictik molekiillerin DNA’ya baglanma sekilleri, absorbsiyon spektrumunda hiperkromik ve
hipokromik etkiler ile karakterize edilir (Sekil 1.40). Sabit tutulan DNA miktari tizerine kiigiik
porsiyonlar halinde molekiiller eklendiginde gozlemlenen durum asagidaki grafiklerde

gosterilmistir.

¥
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Sekil 1.40 a-Hiperkromizm b-Hipokromizm
DNA-molekiil absorbsiyon spektrumu incelendiginde eger absorbansta bir azalma (Sekil

1.41) (hipokromik etki) ve maksimum absorbsiyonda artis (kirmiziya kayma, batokromizm)
varsa bu molekiillin DNA ile interkalasyon yaptigini gosterir (Indumathy et al. 2007).
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Etkilesim sekli kismi interkalasyon ya da elektrostatik dis baglanma durumunda ise

absorbansta artig (hiperkromik etki) goriiliir (Arjmand and Aziz 2009).
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Sekil 1.41 Sabit madde derisimi tizerine DNA konsantrasyonu artirilarak absorbsiyon
grafiginde meydana gelen degisimler

Imdumaty ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmada iki kobalt kompleksi sentezlemis ve bu
komplekslerin DNA ile etkilesimlerini UV titrasyon yontemiyle incelemistir. Bu ¢aligmada
[Co(itpy)2]** (itpy: imidazoterpiridin) kompleksinin (Sekil 1.42) 20 pM ¢ozeltisi iizerine 0-
500 pM DNA eklenerek UV titrasyon yapilmis. Bunun sonunda goriilen absorbanstaki diisme
(Sekil 1.43) molekiiliin DNA ile interkalasyon yaptigina kanit olarak sunulmustur (Indumathy
et al. 2008).

— — 2+/3+

Sekil 1.42 ([Co(itpy)]** ve [Co(itpy)]**) komplekslerinin yapis
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Sekil 1.43 Kobalt kompleksinin DNA titrasyonuyla UV spektrumunda meydana gelen
degisimler (Indumathy et al. 2008)

Kompleksin DNA’ya hangi kuvvetle baglandigin1 gosteren baglanma sabiti degeri titrasyon
sonucu elde edilen degerler kullanilarak hesaplanabilir. Bu sabitin hesaplanmasi igin bir

formiil gelistirilmistir (Pyle et al. 1989).

[DNA]/(ca-e1) = [DNA]/(eB-r) + 1/Kp (eB-21)

Formiilde ea Olgiilen konsantrasyondaki sonlim katsayisi, eg; DNA’ya tiim komplekslerin
baglanmas1 sonrasindaki sonlim katsayist ve &f serbest haldeki kompleksin soniim katsayisi
olarak aciklanir. Burada [DNA]/(ea-€f) karst [DNA] degerleri grafige gecirilir ve egimden Kp

degeri hesaplanir.
Arjman ve Aziz (2009) (2,2,2',2-S,S[bis(bis-N,N-2-tiyobenzimidazolilokzalato-1,2-etan)’1n

kobalt(Il), bakir(Il), ¢inko(Il) ile ii¢ farkli kompleksini sentezlemis ve bu komplekslerin

DNA’ya baglanma durumlarini incelemistir.
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Sekil 1.44 Co, Cu ve Zn komplekslerinin artan DNA derisimiyle UV spektrumunda meydana
gelen degisimler

Kobalt kompleksinin absorbsiyon grafiginde hiperkromik etki bakir ve ¢inko komplekslerinin
grafiklerinde ise hipokromik etki agik¢a goriilmektedir (Sekil 1.44). Ancak kirmiziya kayma
batokromik etki goriilmemektedir. Komplekslerin yapisi tam interkalasyonun Oniine gegmis
olabilecegi diisiinilmiistir (Arjmand and Aziz 2009). Komplekslerin baglanma sabitleri
hesaplanmis ve baglanma sabitlerinin DNA ile tam interkalasyon yapan molekiillerden ¢ok

daha kiigiik oldugu goriilmiistiir (Arjmand and Aziz 2009).

Pyle ve arkadaslar tarafindan yapilan DNA molekiil etkilesimlerinin incelendigi bir
calismada Ru(IIT) komplekslerinden [Ru(phen).(phi)]*? kompleksinin (1,10-phen: fenantrolin;
phi: 1,10-fenantrolin-5,6-diamin) DNA ile etkilesimi incelenmistir (Sekil 1.45). Kompleks
iizerine DNA eklenip absorbsiyon spektrumu incelendiginde hem hipokromik hem de

batokromik etki acikca goriilmektedir (Pyle et al. 1989).

39



| 2+ 0.5 ~

Ru(phen),(phi)?*

! )
400 500 600 Ta0
Wavalength (nr)

Sekil 1.45 [Ru(phen)z(phi)]?* kompleksinin yapisi ve kompleksin iizerine DNA eklenmesiyle
absorbsiyon spektrumunda meydana gelen degisimler

Gortldiigii gibi UV titrasyonu DNA molekiil etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan en
yaygin yontemlerden biridir. Ancak UV titrasyonu ile elde edilen bulgular baska yontemlerle

de desteklenmelidir.

1.4.2 Floresans Spektroskopisi

Floresans spektroskopisi, DNA molekiil iliskilerinin belirlenmesinde gittikce dnemi artan
yontemlerden biridir. Molekiillerin DNA’ya nasil baglandiginin anlagilmasinda ¢ok 6nemli

bilgiler verebilir.

Floresans spektrumlar1 absorbsiyon spektrumlari gibi deneysel sartlar1 verilen maddeler i¢in
karakteristiktir. Molekiiller DNA’ya baglandiginda floresans spektrumunda degisiklikler
yaratabilirler. Bazi maddeler DNA’ya baglandiginda floresans emisyonunda diismeler

gortliirken, floresans emisyonunu arttiran maddeler de oldugu bilinmektedir.
Etidyumbromiir (EtBr), 4,6-diamidin-2-fenil indol dihidrokloriir (DAPI), bisbenzimidazol

(Hoechst 33258), tiyazol oranj homodimeri (TO), berberin, naftilalenimidler gibi maddelerin

DNA ortaminda floresan siddetleri artarken; fotokimyasal floresans uglar olarak adlandirilan
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9,10-antrakinon-2-siilfonat, fosfin 3R ve Nil mavisi gibi maddelerin DNA varliginda floresans
siddetleri azalmaktadir (Guan et al. 2006, Zhu et al. 1999).

DNA ile interkalasyon yoluyla baglanan molekiillerin floresans yogunlugunda artma oldugu
diisiiniilmektedir. Etrafi su molekiilleri ile sarilan molekiiller i¢lerinde bulunduklar1 hidrofilik
ortam nedeniyle floresans ozellik gosteremezler. Ancak DNA ile interkalasyon yoluyla
etkilestiklerinde i¢lerine girdikleri ortam hidrofobik 6zellik gosterdiginden su molekiilleri
DNA sarmalinin disinda kalir. Su molekiilleri ile etkilesmeyen molekiiller floresans 6zellik
gosterebilir. Bu durumda DNA ile etkilesen molekiil miktar1 arttikca floresansta yiikselme

gortliir (Wu and Ji 1999).

Kumar ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada bir kobalt kompleksi sentezlenmis ve
bu kompleksin DNA ile etkilesimi incelenmistir. DNA ile interkalasyon yaptig1 diisiiniilen bu
molekdillerin floresans spektrumlar1 incelendiginde (Sekil 1.46) eklenen DNA’ya karsilik
floresansinda artis oldugu goriilmektedir (Kumar et al. 2011).

Dalgaboyu (nm})

Sekil 1.46 10 uM [Co(bpy)2(dmhbt)]** kompleksi iizerine 0-120 uM ct-DNA eklenmesi
durumunda floresans siddetindeki degisim (Kumar et al. 2011).

Molekiillerin DNA ile etkilesimlerinin floresans spektroskopisiyle belirlenmesinde EtBr’den
de yararlanilir. Katyonik bir boya olan EtBr DNA i¢in en iyi interkelatorlerden biri olarak
yillardir kullanilmaktadir (Alonso et al. 2006). EtBr DNA varliginda ¢ok kuvvetli floresans
1sima yapar (Sekil 1.48). Sistematik adi 3,8-diamino-5-etil-6-fenil fenantridinyum bromiir
olan bu bilesik DNA’ya baglanma 6zellikleri bakimindan en ¢ok kullanilan floresan ugtur

(Sekil 1.47).
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Sekil 1.48 EtBr’nin tek basina (a) ve DNA varliginda (b) floresans spektrumu

Bu yontemde EtBr-DNA kompleksinin floresans spektroskopisi alinir. Daha sonra, DNA ile
interkalasyon yaptig1 diisliniilen molekiiller bu kompleksin {iizerine eklenerek floresans
yogunlugu olgiiliir. Molekiill DNA ile interkalasyon yapiyorsa, EtBr’ii DNA baz ciftleri
arasindan ¢ikararak yerine yerlestigi bununda floresans yogunlugunda diisiise neden oldugu

diistiniilmektedir.

2008 yilinda yapilan bir ¢alismada [Co(itpy)2](ClO4)s (itpy: imidazole-terpiridin) kompleksi
sentezlenmis ve bu kompleksin DNA ile interkalasyon yaptig1 cesitli yontemlerle
belirlenmistir. Bu kompleksin EtBr kullanilarak floresans spektrumu alinmis ve floresans

yogunlugundaki azalma agik¢a goriilmiistiir (Sekil 1.49) (Indumathy et al. 2008).
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Sekil 1.49 [DNAJ/[Et-Br]= 2,5 cozeltisi iizerine 0-50 uM [Co(itpy)2]** kompleksi
eklendiginde floresans spektrumundaki degisimler (Indumathy et al. 2008).

Elde edilen sonuglar diisiik derisimlerde Stern-Volmer esitligi ile degerlendirilebilir (Keizer
1983).

I/10= 1 + Ksv [Q] (Stern-Volmer esitligi)

Bu esitlikte | 6lglim yapilan dalga boyundaki floresans yogunlugunu, lo ortama kompleks
eklemeden oOnceki floresans yogunlugunu, [Q] baskilayict molekiil derisimini, Ksv de
baglanma derecesini vermektedir. I/lo degerine karsi [Q] degeri grafige geg¢irildiginde elde

edilen dogrunun egiminden K bulunur.

Sirajuddin (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada Zn kompleksinin EtBr/DNA ile
etkilesiminin floresans Ol¢iimleri yapilmistir (Sekil 1.50). Bu etkilesim sonunda alinan
degerler Stern-Volmer esitligi ile hesaplandiginda kompleksin DNA’ya baglanma derecesi
(Ksv) 1,0 x 10 M olarak hesaplanmustir.
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Sekil 1.50 Zn kompleks (C7gHs2N26028Zn2) Et-Br/DNA’ya karsi floresans spektrumu
(Sirajuddin et al. 2013).

1.4.3 Elektroforez

DNA molekiil etkilesimlerinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir diger yontem de
elektroforezdir. Elektroforez elektriksel bir alanda molekiillerin yiiklerine, molekiiler
agirliklarina ve biiyiikliklerine gore ayirt edildikleri bir tekniktir. Bu analizin temeli,
molekiillerin elektriksel bir alanda jel {lizerindeki gociine dayanir. Bu go¢ hizi molekiiliin
biiytikliigiine, yapisina, jeldeki kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve

uygulanan akimin siddetine bagli olarak degismektedir.

Degisik tiirleri olan elektroforezin DNA ile calisilirken en kullanilan sekli agaroz jel
elektroforezidir. Agaroz bir alg tiiriinden elde edilir, yliksek sicaklikta uygun tamponda
coziiliip tekrar sogutularak jel elde edilir. Ayrimi yapilacak 6rnek, jel igerisinde taraklarla
olusturulmus kuyucuklara yiiklenir ve elektriksel alanda yiiriitiilerek ayrimi yapilir. Jel uygun
sekilde hazirlanirken ya da ornekler yiiklenip elektriksel olarak ayrildiktan sonra boyanir ve

orneklerin goriintiilenmesi gergeklestirilir.
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Sekil 1.51 Elektroforez diizenegi

DNA negatif yiik tagiyan bir molekiildiir, bu nedenle iki kutuplu jele yerlestirildiginde pozitif
kutba dogru hareket eder. Ancak bu hareket sirasinda DNA’larin yapilar1 hareket hizlarini
etkiler. Siiper kivrimli DNA’nin lineer DNA’dan, lineer DNA’nin da halkali DNA’dan daha
hizl1 hareket ettigi bilinmektedir. Kii¢iik DNA’lar biiylik DNA’lardan daha hizli hareket eder.

Jel elektroforezi ¢aligmalarinda c¢ogunlukla plazmit-DNA’dan yararlanilir. Plazmit-DNA
genellikle bakteri stoplazmasinda bulunan ¢ift iplikli, ¢ember seklinde ve kendi kendine

cogalabilen DNA yapilaridir.

Sekil 1.52 Plasmit-DNA
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Hasarsiz ¢ift sarmalli plasmid pBR322, kompakt bir siiper sarmal halinde bulunur. Zincirde
kopmalarin olugmasi iizerine, DNA’nin siiper sarmal bi¢imi dairesel forma ve dogrusal forma
parcalanir. Bir zincir parcalanirsa, siiper sarmal form dairesel form olusturmak iizere gevser.
Her iki zincir de kirilirsa dogrusal form olusur (Yoshino et al. 1999). Her formun
elektroforezde jel igerisinde hareket hizi farklidir. Form I de DNA zincirinde kirik yoktur.
Yiik yogunlugu fazla, hacmi de diisiik oldugundan jelde en hizli hareket eden formdur. Form
II DNA zincirinde sadece bir kirik igerir ve yiik yogunlugu diisiik oldugundan yavas hareket
eder. DNA zincirinde birden fazla kirik igeren Form III ise form I ve Form II arasinda bir hiza

sahiptir (Ding 2015).

|
é“\wj l

Forml Form |l Form Il

Form Il
Form Il

Form |

Sekil 1.53 Plasmid DNA’nin farkli formlari

DNA ile gesitli sekillerde etkilesen molekiillerin DNA’nin yapisinda degisiklikler meydana
getirdigi bilinmektedir. Ornegin DNA ile interkalasyon yolu ile etkilesen molekiiller siiper
sarmal yapida bulunan DNA’nin ag¢ilarak boyunun uzamasina ve seklinin degismesine sebep
olabilmektedir (Richards and Rodger 2007). Bu durumda siiper-sarmal DNA’nin jel
elektroforezinde gozlenen davramiglarinda degisiklikler meydana gelir. Bu davranig
degisiklikleri incelenerek molekiill DNA etkilesimlerinin tiirleri hakkinda bilgi sahibi

olunabilir.
Aric1 ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada sentezledikleri [N,N’-bis(salisiliden)-1,3-

propandiaminatonikel(IT) (NiL) (Sekil 1.54) kompleksinin DNA ile etkilesimini elektroforez

yontemi de kullanarak incelemislerdir (Aric1 and Nazir 2010).
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Sekil 1.54 NiL kompleksinin kimyasal yapisi

Sekil 1.55 Agoroz jel elektroforez goriintiisii: siitun 1’de 0,2 mM HoL+ 0,4 uM DNA; siitun
2’de 0,2 mM NiL + 0,4 uM DNA; siitun 3’te 0,4 uM DNA

Burada goriilmiistiir ki 1 numarali siitunda forml ve az miktarda form 2 bulunmasi yani 3
numarali stitunla (kontrol siitunu) ayni olmasi yiiziinden HoL ligantinin DNAya etki etmedigi
seklinde yorumlanmistir. 2 numarali siitunda ise form 1 yapist azalmis, form II ¢ogalmis ve

form 3 gozlemlenmistir. Bu durum Ni(ll)L kompleksinin DNA ile etkilestigini géstermistir.

1.4.4 Viskozimetri

Farkli molekiiller ile DNA arasindaki etkilesimi agiklamak i¢in viskozite dl¢timleri yapilir.
UV-goriinir, floresans gibi yontemler molekiillerin DNA ile etkilesimini belirlemek igin
gerekli fakat yeterli degildir. DNA’daki uzunluk degisimine bagli oOlciimler DNA’ya
baglanma modelinin belirlenmesinde ¢ok dnemlidir. Interkalasyonun DNA sarmalini uzatmasi
beklenir, ¢linkii baz ciftleri arasina yerlesen molekiillerin, bazlar arasinda genislemeye yol
actigt bunun da DNA’nin boyunun uzamasina dolayisiyla da viskozitesinde bir artisa yol
actig1 diisiiniiliir. Oysa kismen, klasik olmayan ligand interkalasyonu ve dis baglanma, DNA

sarmalinin boyunu kisaltarak viskozitesinde diisiise sebep olur.
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Viskozite Ol¢iimleri ¢ok pahali olmayan malzemelerle basit bir sekilde yapilabilmektedir.

DNA molekiil etkilesimlerinin belirlenmesinde Ubbelohde viskozimetresi kullanilmaktadir.

Sekil 1.56 Ubbelohde viskozimetresi

Bu yontemde belirli bir sicaklikta DNA’nin viskozitesi Ubbelohde viskozimetresindeki a-b
noktalar1 arasindaki akig siiresinin kronometre ile Ol¢lilmesiyle hesaplanir. Daha sonra DNA
iizerine belirli miktarda, DNA ile etkilestigi diisliniilen maddeden eklenerek akis siiresi
Olciiliir. Akis siiresindeki degisim DNA molekiiliin etkilesim tiirii hakkinda bizlere ipucu

verebilir.

EtBr’iin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilestigi bilinmektedir. EtBr DNA ile bu etkilesimi
DNA’nin viskozitesinde artis goriiliir. Incesu ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan bir
caligsmada fenantrolin-rutenyum(Il) kompleksinin DNA ile etkilesimleri incelenmis ve yapilan

viskozite deneyinde (Sekil 1.57) viskozitenin arttig1 goriilmiistiir (Incesu et al. 2013).
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Sekil 1.57 Ru komplekslerinin ve EtBr’nin DNA viskozitesine etkisi
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Burada #/no bagil viskozite degerini vermektedir.

Interkalasyonda DNA’ya baglanan molekiiller baz ciftleri arasina yerleserek, baz ciftleri
arasindaki uzakligin agilmasina ve bu sebeple DNA’nin boyunun uzamasina sebep olur.
DNA’nin boyunun uzamast DNA viskozitesinde artisa neden olur (Guo et al. 2012). Guo ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan bu c¢alismada dihidromyrisitrin-manganez(ll) kompleksinin
DNA etkilesimi incelenmis ve yaptiklart UV spektroskopisi, floresans spektroskopisi ve
viskozimetri deneylerinden (Sekil 1.58) aldiklar1 sonuglar kompleksin DNA ile etkilestigi ve

bu etkilesimin interkalasyon oldugu konusunda birbirini desteklemistir.
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Sekil 1.58 Dihidromirisitrin-manganez kompleksinin DNA viskozitesine etkisi

Bunlarin diginda molekiil DNA ile kismi interkalasyon yaparak etkilesiyorsa, DNA’da
biiziilme ya da biikiilme goriileceginden viskozitede diisme olabilir (Indumathy et al. 2008).
Netropsin, distamin gibi oluk baglayici ilaglarin DNA’nin viskozitesinde herhangi bir

degisiklige sebep olmadigi goriilmiistiir (Mahadevan and Palaniandavar 1997).
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Coziicii Kimyasallar

Bu calismada kullanilan biitiin kimyasallar ve c¢oziiciiler analitik derecede ve saflastirma
yapilmadan kullanilmistir. Reaksiyonlarda ve etkilesimlerde kullanilacak biitiin sulu
¢ozeltilerin hazirlanmasinda Milli-Q su saflagtirma {iinitesi kullanilmistir. DNA ile yapilan
calismalarda pH’y1 (pH: 7,5) sabit tutabilmek icin 50 mM amonyum asetat ¢ozeltisi

kullanilmustir.

Bu ¢aligmada kullanilan; dimetilsiilfoksit (DMSO), hidrojen peroksit (% 30), Bakir(II)siilfat
(CuSOs)ve Cinkosiilfat (ZnSO4) tuzlart Merck firmasindan temin edilmistir. Calismalarimizda
sigir timiisiinden izole edilmis DNA (CT-DNA) ise Aldrich firmasindan alinmistir. CT-DNA
50 mM amonyum asetat ¢ozeltisi igerisinde (pH 7,5) 24 saat bekletilerek 3 mM stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltinin derisimi Beer-Lambert yasasi kullanilarak spektrofotometrede 260
nm’de absorbsiyon okunmasiyla e= 6600 Mt cm™ degeri kullanilarak hesaplanmistir. Biitiin

titrasyon islemlerinde bu stok ¢ozelti kullanilmistir.

Elektroforez isleminde Aldrich firmasindan temin edilen 50 pg/ml derisiminde pBR322
(plasmit-DNA) kullanildi. Plasmit DNA 50 mM amonyum asetat tamponu kullanilarak 20
pg/ml’ye seyreltildi. Elektroforezde kullanilacak jel icin %]1°lik agaroz jel TBE (Tris-
Borikasit-EDTA) tamponu ile 1/10 oraninda seyreltildikten sonra kaynatilip sogutularak jel
forma getirildi. Jel sogumasi esnasinda 6zel tank igerisine dokiilerek igine uygun taraklar
yerlestirildi. Plasmit DNA inceledigimiz maddeler ve bunlarin metal kompleksleriyle farkl
oranlarda karigtirildi. Bu karisimlarin jel iizerindeki ilerleyisini gézlemleyebilmek i¢in biitlin

karisimlara brom fenol ¢ozeltisi eklendi. Bu ¢ozelti bromfenol mavisinin %40’lik siikroz
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cozeltisinde ¢oziinmesiyle elde edilmistir. Cozeltilerimiz jel iizerindeki kuyucuklara enjekte
edildikten sonra 3 saat siiresince 40 V akimla muamele edilmistir. Elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra jel etidyumbromiir ile boyanmis daha sonra saf su ile yikanmistir. Daha

sonra jeldeki goriintii DNr Minibus Pro Bio-Imaging System ile fotograflanmistir.

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

UV/Vis Spektrofotometresi: Jasco FT/IR-300 E
Floresans Spektrofotometresi Perkin Elmer LS 55
Jel Elektroforez Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo

2.2 UV TITRASYONU

Flavonoidlerin (rutin, kuersitrin ve mirisitrin) UV titrasyonlar1 yapilmistir. Flavonoid ya da
flavonoid metal kompleksinin {izerine artan miktarda DNA eklenerek maddelerin absorbsiyon
spektrumundaki degisiklikler izlendi. 60 uM rutin, 40 uM Kuersitrin ve 40 uM mirisitrin
¢ozeltileri ayr1 ayr1 25 mM NaCl-5 mM tris-HCI (1 M hazir Tris HC1 den 100 ml alinarak 500
ml’ye seyreltildi icerisine 0,146 g NaCl eklenerek tampon hazirlandi) tamponu igerisinde
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden 2,5 ml kuvartz kiivet igerisine alindi. 50 mM Amonyum
asetat tamponu (385 mg NH4COO 100 ml su) igerisinde hazirlanan 1,25 mM ct-DNA (6 mg
DNA 5 ml Amonyum asetat tamponu igerisinde ¢oziinerek yaklasik 3 mM DNA c¢dozeltisi
hazirlandi. Bu standart ¢ozelti 1,25 mM a seyreltildi) ¢ozeltisi kullanilarak titre edildi. Her 1
uM’lik DNA eklenmesi sonrasinda karigim temiz bir enjektorle karistirildi ve 5 dakika (dk)

beklendikten sonra dl¢lim yapildi.

DNA’nin metallerle etkilesimini inceleyebilmek i¢in 50 mM amonyum asetat icerisinde
hazirlanmis 0,1 mM ct-DNA’dan 2,5 ml alinarak kuvartz kiivet igerisinde UV spektrumu
alindi. Daha sonra DNA ¢bzeltisi 3 mM Cu?* ¢ozeltiden her defasinda 5 pl ekleyerek titre

edildi. Metal iyonlarinin her eklemesinden sonra 5 d beklendi ve dl¢iim yapildi.
Flavonoidlerin metallerle etkilesimini gorebilmek igin rutin, kuersitrin ve mirisitrin

cozeltilerinden 2,5 ml alinarak kuvartz kiivet icerisinde UV spektrumu alindi. Cozelti {izerine

3 mM metal (Zn?* ya da Cu?") cozeltisinden 5 ul ekleyerek titre edildi. Her 5 ul metal
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eklenmesinden sonra kompleks olusumunu saglayabilmek icin 5 d beklendikten sonra 6l¢iim

yapildi. Bu metoda gore yapilan titrasyonlar ve takip edilen parametreler asagidaki

cizelgelerde sunulmustur.

Cizelge 2.1 Rutin i¢in UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler

EXlenen | TOPRAM | i5NA), M [k°rf‘,'i’/'|eks] Absorbans | Exgsonm | (ExE) [DNAJbs  |[[DNAJop/(£a-67)
Hacim, L L 359 nm &k

0 [2,500E-03 |0,000E+00 |6,00000E-06 [0,411325753 6,85543E+04 0| 0,000E+00
1,00E-06 [2,501E-03 | 4,998E-07 |5,09760E-06 [0,409935623 6,83499E+04|-204,359 | 4.098E-07
0,000002 |2,502E-03 | 9,992E-07 |5,99520E-06 [0,416371286 [6,94507E+04 | 896,438 | 9,992E-07 | 1,11463E-09
3,00E-06 |2,503E-03 | 1,498E-06 |5,09281E-06 0,413066507 [6,90772E+04| 522,919 | 1,498E-06 | 2,86508E-09
0,000004 |2,504E-03 | 1,997E-06 |5,99042E-06 [0,411959231 6,87697E+04| 215435 | 1,997E-06 | 9,26869E-09
5,00E-06 |2,505E-03 | 2,495E-06 |5,98802E-06 [0,411035925 [6,86430E+04| 86,707 | 2,495E-06 | 2,81263E-08
0,000006 |2,506E-03 | 2,993E-06 |5,98563E-06 [0,411316719 [6,87176E+04| 163,355 | 2,993E-06 | 1,83209E-08
7.00E-06 |2,507E-03 | 3,490E-06 |5,98325E-06 0,413975716 [6,91891E+04| 634,849 | 3,49023E-06 | 549773E-09
0,000008 |2,508E-03 | 3,987E-06 |5,98086E-06 [0,412183374 [6,89171E+04 | 362,768 | 3,98724E-06 | 1,09912E-08
9,00E-06 |2,500E-03 | 4,484E-06 |5,97848E-06 0,412437767 [6,89871E+04| 432,798 | 4,48386E-06 | 1,03602E-08

Cizelge 2.2 Kuersitrin i¢in UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler

E‘S'ﬁlr:” Tj’;’éﬁ? [DNA], M [kom,\'[;:eks]' Absorbans | Ea@ssnm  |(Ea-&0) [DNAJbp [DNA}gp/(&'
Hacim , L L 355 nm &

0 |2,500E-03 | 0,000E+0 | 4,00000E-06(0,423177898 [L,05794E+05 0 |0,000E+00
1,00E-06 |2,501E-03 |4,998E-07 | 3,99840E-060,418026507 [L,04548E+05| -1246,045 [4,998E-07
0,000002 [2,502E-03 |9,092E-07 | 3,99680E-06[0,4201186  |1,05114E+05 -680,801 [9,992E-07 | -1,46768E-09
3,00E-06 |2,503E-03 |1,498E-06 | 3,99521E-06(0,416499764 [1,04250E+05| -1544,584 [1,498E-06 | -9,69972E-10
0,000004 [2,504E-03 |1,097E-06 | 3,99361E-06[0,415553302 |1,04055E+05| -1739,028 [1,997E-06 | -1,14764E-09
5,00E-06 |2,505E-03 |2,495E-06 | 3,99202E-06(0,415845364 [1,04160E+05|-1625,211 [2,495E-06 | -1,53519E-09
0,000006 |2,506E-03 |2,093E-06 | 3,99042E-06[0,412646771 |L,03409E+05| -2385,194 |2,993E-06 | -1,25475E-09
7,00E-06 |2,507E-03 |3,490E-06 | 3,98883E-060,414864957 [1,04007E+05|-1787,830 [3,49023E-06 | -1,95221E-09
0,000008 |2,508E-03 |3,987E-06 | 3,98724E-060,413376361 [1,03675E+05|-2110,683 [3,98724E-06 | -1,88106E-09
9,00E-06 |2,509E-03 |4,484E-06 | 3,98565E-06(0,415885329 [1,04346E+05| -1448,845 [4,48386E-06 | -3,09478E-09
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Cizelge 2.3 Mirisitrin i¢in UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler

E'B',flr:” E;!fr;“ [DNAJ, M [koml\'[;l'eks]' Absorbans | Exgsonm | (Ex-&Y) [DNAJbp [DNA}SF’/(&
Hacim , L 359 nm &
L

0 2,500E-03| 0,000E+00] 4,00000E-06 |0,426473051 |L,06618E+05 | 0 0,000E+00

1,00E-06| 2,501E-03| 4,998E-07| 3,99840E-06 |0,425313324 [1,06371E+05 | -247,401 |4,998E-07

0,000002] 2,502E-03| 9,992E-07| 3,99680E-06 |0,417998076 |L,04583E+05 | -2035,144 [9,092E-07 | -4,90973E-10
3,00E-06| 2,503E-03| 1,498E-06| 3,09521E-06 |0,413200051 [1,03424E+05 | -3194,290 |L498E-06 | -4,69025E-10
0,000004] 2,504E-03| 1,997E-06| 3,09361E-06 |0,405500382 |1,01537E+05 | -5080,067 |L997E-06 | -3,92997E-10
5,00E-06| 2,505E-03| 2,495E-06| 3,99202E-06 |0,40231517 |L,00780E+05 | -5838,313 [2,495E-06 | -4,27351E-10
0,000006] 2,506E-03| 2,993E-06| 3,99042E-06 |0,396930367 9,94707E+04 | -7147,513 [2,093E-06 | -4,18721E-10
7,00E-06| 2,507E-03| 3,490E-06 | 3,08883E-06 |0,302800868 9,84752E+04 | -8143,085 [3,49023E-06 | -4,28612E-10
0,000008| 2,508E-03| 3,987E-06| 3,08724E-06 |0,389175952 9,76053E+04 | -0012,034 [3,08724E-06 | -4,42391E-10
9,00E-06| 2,509E-03| 4,484E-06| 3,98565E-06 |0,3838615429,63100E+04 | -10307,402 |4 48386E-06 | -4,35013E-10

Cizelge 2.4 Rutin-Cu?* kompleksi icin UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler

E'S'ﬁl’:” E’;’!;”‘WT [DNA], M [kom,&'e'“]' Absorbans | Exesnm | (E-E) [DNAJbp [DNAggp/(ga'
Hacim, L L 396 nm &

0 2,500E-03 | 0,000E+00| 2,00000E-05| 0,6132 _ [3,06600E+04] 0 0,000E+00

1,00E-06 | 2,501E-03 | 4,098E-07 | 1,99920E-05| 0,6123  [3,06272E+04| 32,754

2,00E-06 | 2,502E-03 | 9,092E-07 | 1,99840E-05| 0,6063  [3,02892E+04| 370,788 [9,09201E-07 |-2,6948E-09

3,00E-06 | 2,503E-03 | 1,498E-06 | 1,99760E-05] 0,602 _ |3,00961E+04| 563,928 [L,49820E-06 |-2,65673E-09
4,00E-06 | 2,504E-03 | 1,997E-06 | 1,99681E-05 0,5962  [2,98577E+04| -802,304 |1,99681E-06 |-2,48884E-09
5,00E-06 | 2,505E-03 | 2,495E-06 | 1,99601E-05| 05929  [2,07043E+04| 955,710 |2,49501E-06 |-2,61064E-09
6,00E06 | 2,506E-03 | 2,093E-06 | 1,99521E-05| 0592  [2,06710E+04| 988,060 |2,09282E-06 |-3,02623E-09
7.00E-06 | 2,507E-03 | 3,490E-06 | 1,99442E-05| 05881  [2,04873E+04| -1172,666 [3,49023E-06 |-2,97632E-09
8,00E-06 | 2,508E-03 | 3,987E-06 | 1,09362E-05| 0,5857  [2,03787E+04| -1281,288 [3,08724E-06 | 3,1119E-09

0,000009 | 2,500E-03 | 4,484E-06 | 1,99283E-05| 0,5834  [2,92750E+04| -1384,988 |4,48386E-06 |-3,23747E-09
1,00E-05 | 2,510E-03 | 4,980E-06 | 1,99203E-05| 05788  [2,00558E+04| -1604,240 [4,98008E-06 |-3,10432E-09
1,10E05 | 2,511E-03 | 5,476E-06 | 1,99124E-05| 05776  [2,00071E+04| -1652,028 [547591E-06 |3,31285E-00
120E-05 | 2,512E-03 | 5,071E-06 | 1,99045E-05| 0574  [2,88378E+04| -1822,240 [5,97134E-06 |-3,27692E-09
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Cizelge 2.5 Kuersitrin-Cu*2 kompleksi igin UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler

Ekenen | Toplam | pag, m | TOMPIERS] | Apsorbans Exrom | (EE) [DNAL, | [DNAJbp/(£-&)
Hacim, L L 387 nm &
0 [ 2.500E-03 | 0,000E+00 | 2,00000E-05 0.4256 | 2.12800E+04 0 0000E+00

1,00E-06 | 2,501E-03 4,998E-07 | 1,99920E-05 0,4247| 2,12435E+04 -36,506

2.00E06 | 2.502E-03 | 9,992E-07 | 1,99840E-05 0417 | 2,08667E+04 | -413320 | 909201607 | -2,4175E-09
3,00E-06 | 2,503E-03 1,498E-06 | 1,99760E-05 0,4138 2,07148E+04 -565,172 1,49820E-06 -2,65088E-09
4,00E-06 | 2,504E-03 | 1,097E-06 | 1,99681E-05 04126 | 2,06630E+04 | 616,992 | 1,99681E-06 | -3,23635E-09
5,00E-06 | 2,505E-03 2,495E-06 | 1,99601E-05 0,4116 2,06212E+04 -658,840 2,49501E-06 -3,78697E-09
6,00E-06 | 2,506E-03 2,993E-06 | 1,99521E-05 0,4081 2,04540E+04 -826,028 2,99282E-06 -3,62314E-09
7.00E06 | 2507E-03 | 3,490E-06 | 1,99442E-05 04072 | 2,04170E+04 | 862,992 | 3.49023E06 | -4,04433E09
8,00E-06 | 2,508E-03 3,987E-06 | 1,99362E-05 0,4048 2,03048E+04 -975,232 3,98724E-06 -4,0885E-09

Cizelge 2.6 Mirisitrin-Cu?* kompleksi icin UV titrasyon hesaplamalarinda kullanilan veriler

Eg;’:” T;’ar’c'?r? [DNAJ, M [kom,\’j:eks]' Absorbans | &wsmm | (EE) [DNALy, | [DNAJbp/(£:-&)
Hacim,L | L 418 nm &
0 | 2,500E-03 | 0,000E+00 | 2,00000E-05 0,3766 | 1,88300E+04 0|  0,000E+00

1,00E-06 | 2,501E-03 | 4,098E-07 | 1,99920E-05 0,3581 | 1,79122E+04 -917,838

2,00E-06 | 2,502E-03 | 9,092E-07 | 1,99840E-05 03514 | 1,75841E+04 | -1245044 | 9,09201E-07 |  -8,01963E-10
3,00E-06 | 2,503E-03 | 1,498E-06 | 1,99760E-05 0,3472 | 1,73808E+04 |  -1449,168 | 1,49820E-06 |  -1,03384E-09
4,00E-06 | 2,504E-03 | 1,997E-06 | 1,99681E-05 03457 | L,73127E+04 |  -1517,344 | 1,00681E-06 | -1,31509E-09
5,00E-06 | 2,505E-03 | 2,495E-06 | 1,99601E-05 0,3404 | 1,70540E+04 |  -1775960 | 2,49501E-06 |  -1,40488E-09
6,00E-06 | 2,506E-03 | 2,093E-06 | 1,99521E-05 0,3396 | 1,70208E+04 |  -1809,248 | 2,00282E-06 |  -1,65418E-09
7,00E-06 | 2,507E-03 | 3,490E-06 | 1,99442E-05 0,3366 | 1,68771E+04 | -1952,876 | 3,49023E-06 | -1,78722E-09
8,00E-06 | 2,508E-03 | 3,987E-06 | 1,99362E-05 03334 | 1,67233E+04 |  -2106,656 | 3,08724E-06 | -1,89269E-09

2.3 FLORESANS SPEKTROSKOPISi

2.3.1 Komplekslerin Floresans Spektroskopisi

10 uM Flavonoid-Cu?" kompleks ¢dzeltisi, 5 mM tris-HCI tamponu igerisinde hazirland.

Hazirlanan ¢ozelti 2,5 ml’lik kismi kuvartz kiivete alindi ve 337 nm dalga boyunda uyarilarak

emisyon spektrumu kaydedildi. Daha sonra 1 pl 1,25 mM ct-DNA c¢ozeltisi eklendi. Her

eklemeden sonra 5 d bekletilerek 6lgtim yapildi ve spektrum kaydedildi.
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2.3.2 EtBr ile Yarismali Floresans

3 ml 20 uM EtBr ¢ozeltisi ile 3 mM 100 pl ct-DNA (iyonize sodyum tuzu ve yiiksek oranda
polimerize, D1502) oda sicakliginda karistirtlarak Floresans igin gerekli ¢ozelti hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 2,5 ml kuvartz kiivete alinarak 427 nm’de uyarilarak emisyon
spektrumu kaydedildi. Cozelti tizerine 1 mM flavonoid ¢ozeltisinden 10’ar pl’lik porsiyonlar
halinde eklendi. Her eklemeden sonra 5 d beklendi, 6l¢iim yapildi ve spektrum kaydedildi.

Elde edilen veriler ¢izelge 2.7-2.9’da verilmistir.

Cizelge 2.7 Rutin-Cu?* kompleksinin yarismali floresans hesaplamalarinda kullanilan veriler

Eklenen
. Toplam [kompleks],
Hacim . [D2], M [DNA]/M M/DNA F FO/F FO/F
Hacim(L) M
L
0 2,500E-03 1,000E-04 | 0,00000E+00 0,00000E+00 | 275,70 1,00

1,00E-05 | 2,510E-03 9,960E-05 1,99203E-07 | 5,00000E+02 | 2,00000E-03 | 239,04 1,15 1,15
0,00002 | 2,520E-03 9,921E-05 3,96825E-07 | 2,50000E+02 | 4,00000E-03 | 208,21 1,32 1,32
3,00E-05 | 2,530E-03 9,881E-05 5,92885E-07 | 1,66667E+02 | 6,00000E-03 | 178,83 1,54 1,54
0,00004 | 2,540E-03 9,843E-05 7,87402E-07 | 1,25000E+02 | 8,00000E-03 | 154,89 1,78 1,78
5,00E-05 | 2,550E-03 9,804E-05 9,80392E-07 | 1,00000E+02 | 1,00000E-02 | 137,51 2,00 2,00
0,00006 | 2,560E-03 9,766E-05 1,17188E-06 | 8,33333E+01 | 1,20000E-02 | 120,35 2,29 2,29
7,00E-05 | 2,570E-03 9,728E-05 1,36187E-06 | 7,14286E+01 | 1,40000E-02 | 101,44 2,72 2,72
0,00008 | 2,580E-03 9,690E-05 1,55039E-06 | 6,25000E+01 | 1,60000E-02 | 89,82 3,07 3,07
9,00E-05 | 2,590E-03 9,653E-05 1,73745E-06 | 5,55556E+01 | 1,80000E-02 | 81,11 3,40 3,40

0,0001 2,600E-03 9,615E-05 1,92308E-06 | 5,00000E+01 | 2,00000E-02 | 68,60 4,02 4,02

Cizelge 2.8 Kuersitrin-Cu?* kompleksinin yarigmali-floresans hesaplamalarinda kullanilan veriler

Eklenen Toplam

Hasim(L) | Hacim(L) [D2],M | [kompleks],M [DNAI/M M/DNA F FO/F | FOIF
0 2,500E-03 | 1,000E-04 | 0,00000E+00 0,00000E+00 | 278,00 | 1,00

2,00E-05 | 2,520E-03 | 9,921E-05 | 3,96825E-06 2,50000E+01 | 4,00000E-02 256,00 | 1,09 1,09
0,00003 2,530E-03 | 9,881E-05 | 5,92885E-06 1,66667E+01 6,00000E-02 226,00 | 1,23 1,23
4,00E-05 | 2,540E-03 | 9,843E-05 | 7,87402E-06 1,25000E+01 8,00000E-02 205,00 | 1,36 1,36
0,00005 2,550E-03 | 9,804E-05 | 9,80392E-06 1,00000E+01 1,00000E-01 180,00 | 1,54 1,54
6,00E-05 | 2,560E-03 | 9,766E-05 | 1,17188E-05 8,33333E+00 1,20000E-01 167,00 | 1,66 1,66
0,00007 2,570E-03 | 9,728E-05 | 1,36187E-05 7,14286E+00 1,40000E-01 150,00 | 1,85 1,85
8,00E-05 | 2,580E-03 | 9,690E-05 | 1,55039E-05 6,25000E+00 1,60000E-01 127,00 | 2,19 2,19
0,00009 2,590E-03 | 9,653E-05 | 1,73745E-05 5,55556E+00 1,80000E-01 117,00 | 2,38 2,38
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Cizelge 2.9 Mirisitrin-Cu?* kompleksinin yarismali floresans hesaplamalarinda kullanilan veriler

Eklenen Toplam
H?Sm Hacim(L) [D2], M [kompleks],M [DNA]/M M/DNA F FO/F FO/F

0 2,500E-03 | 1,000E-04 0,00000E+00 0,00000E+00 | 288,00 | 1,00

1,00E-05 | 2,510E-03 | 9,960E-05 1,99203E-06 5,00000E+01 | 2,00000E-02 259,00 | 1,11 1,11
0,00002 | 2,520E-03 | 9,921E-05 3,96825E-06 2,50000E+01 | 4,00000E-02 237,00 | 1,22 1,22
3,00E-05 | 2,530E-03 | 9,881E-05 5,92885E-06 1,66667E+01 | 6,00000E-02 218,00 | 1,32 1,32
0,00004 | 2,540E-03 | 9,843E-05 7,87402E-06 1,25000E+01 | 8,00000E-02 199,00 | 1,45 1,45
5,00E-05 | 2,550E-03 | 9,804E-05 9,80392E-06 1,00000E+01 | 1,00000E-01 184,00 | 1,57 1,57
0,00006 | 2,560E-03 | 9,766E-05 1,17188E-05 8,33333E+00 | 1,20000E-01 170,00 | 1,69 1,69
7,00E-05 | 2,570E-03 | 9,728E-05 1,36187E-05 7,14286E+00 | 1,40000E-01 157,00 | 1,83 1,83
0,00008 | 2,580E-03 | 9,690E-05 1,55039E-05 6,25000E+00 | 1,60000E-01 146,00 | 1,97 1,97
9,00E-05 | 2,590E-03 | 9,653E-05 1,73745E-05 5,55556E+00 | 1,80000E-01 135,00 | 2,13 2,13
0,0001 2,600E-03 | 9,615E-05 1,92308E-05 5,00000E+00 | 2,00000E-01 123,00 | 2,34 2,34

2.4 VISKOZITE CALISMALARI

Viskozite c¢aligmalart 30°C’deki su banyosunda Ubbelohde viskozimetresi kullanilarak
gergeklestirildi. Viskozite olgtimleri igin, 400 uM derisimde ct-DNA (3 mM standart DNA
¢ozeltisinden seyreltildi) 50 mM amonyum asetat tamponu kullanilarak hazirlandi. 15 ml
DNA ¢ozeltisi i¢in viskozite 6l¢limii dijital bir kronometre kullanilarak gerceklestirildi. Daha
sonra 1 mM flavonoid-metal komplekleri 100 pl’lik porsiyonlar halinde eklendi. Her
eklemenin ardindan karisim ¢alkalandi ve 5 d etkilesimin tamamlanmasi i¢in bekletildi.
Dijital kronometre ile karistmin akis siiresi 3 defa 6l¢iildii ve ii¢liniin ortalamasindan bagil

viskozite degeri hesaplanarak DNA derisimine kars1 grafige gegirildi.

2.5 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ

Jel elektroforezi siiper-sarmal yapidaki plasmit-DNA’nin (pBR322) c¢esitli ligandlarla
etkilesimi sonucu go¢ mesafesindeki farkliliklar ve siiper sarmalin yapisindaki agilma oranim
belirlemek i¢in yapilir. Elektroforez isleminde %1°lik agaroz jel hazirlanirken 1,5 g agaroz
150 ml TBE (Tris-Borikasit-EDTA) tampon ile 1/10 oraninda seyreltilerek kaynatildi ve oda
sicakligina kadar sogumasi beklendi. Hazirlanan jel tanka alinarak igerisine dikkatli bir
sekilde taraklar yerlestirildi. Bu sekilde islem icin gerekli kuyucuklarin olugsmasi saglandi. 50
ug/ml pBR322 DNA 50 mM amonyum asetat tamponu (pH=7,5) igerisinde 20 pg/ml’ye
seyreltildi.
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Maddelerin DNA ile etkilesimini belirlemek i¢in jele 10 pl plazmit-DNA (20pg/ml ) ve 10 pl
ligand (flavonoid, metal ya da flavonoid-metal kompleksi) farkli derisimlerde eklendi.
Kontrol 6rneklerine ise kompleks yerine 10 ul amonyum asetat tamponu eklendi. Karigimlar
38 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra ¢ozeltiler tizerine Sul boya (% 0,25 bromfenol mavisi,
%40’lik sukroz ¢ozeltisinde w/v) eklendi. Elektroforez gili¢ kaynagi yardimiyla 3 saat
boyunca 40 V uygulandi. Daha sonra jel EtBr (15 pl 10mg/ml EtBr’nin 500 ml suya
eklenerek hazirlanmis) ile 20 d boyandi arkasindan 20 d da su ile yikandi. Hazirlanan jel DNr
MiniBIS Pro Bio-Imaging System goriintiileme cihazi kullanilarak fotograflandi. Maddelerin
DNA ile etkilesimlerine peroksit etkisinin ¢alisilmast i¢in karisimlara 2 ul H202 (% 30’luk)
eklemesi yapildi.
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BOLUM 3

SONUCLAR

3.1 UV TITRASYON SONUCLARI

Absorpsiyon spektroskopisi, herhangi bir maddenin DNA’ya etkisini arastirmak i¢in en ¢ok
kullanilan tekniklerden birisidir. Bu yontemde maddenin absorbsiyon ve dalga boyundaki

degisimler izlenerek DNA’ya baglanma sekli karakterize edilebilir.

Flavanoidlerin DNA ile yaptigi etkilesim tiiriiniin belirlenmesi i¢in UV spektroskopi ¢alismasi
yapilmistir. Bunun sonunda flavonoidlerin absorbansinda diisme yani hipokromik etki ile
beraber ¢ok az da olsa batokromik etki gozlemlendi. Dalga boyunda diisme (hipokromik etki)
ve dalga boyunun kirmiziya kaymasi (batokromik etki) 6zellikle mirisitrin (M)’de agik sekilde
gortiliirken, rutin (R) ve kuersitrin (Q)’de goriilen etki daha kisitliydi. Flavonoid tizerine sabit

miktarda DNA eklenmesi sonucu gozlemlenen degisimler Sekil 3.1°de acik¢a goriilmektedir.
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Sekil 3.1 Flavonoidlerin artan DNA konsantrasyonuyla UV absorbsiyonundaki degisimler
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Flavanoidlerin serbest halde iken DNA ile etkilesimleri incelendikten sonra metal iyonlari ile
olusturacaklari komplekslerin DNA ile olan etkilesimlerini incelendi. Bunun igin
flavonoidlerin metal kompleksleri olusturuldu. Tris HCI tamponunda belirli derisimlerdeki
flavonoidler iizerine 3 mM Cu(NO)2 ¢ozeltisi 5 ul’lik porsiyonlar halinde eklendi. Her
eklemeden sonra UV-vis’te elektron absorsiyon spektrumu kaydedildi. UV spektrumlarinda
batokromik etki yani dalga boyundaki kirmiziya kayma belirgin sekilde gézlemlendi. Ikeda ve
arkadaslar1 (2015), Afanas’eva ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan ¢alismalarda,
kompleks olusumuna kanit olarak gosterdikleri batokromik etki, ¢alismamizda da goriildii.
Her ii¢ flavonoidde de gdzlemlenen bu durum, flavonoidlerin Cu?* iyonlarryla kompleks
olusturdugu sonucuna ulastirdi. Sekil 3.2°de flavonoidler iizerine Cu*? iyonlar1 eklendiginde

gerceklesen degisimler goriilmektedir.
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Sekil 3.2 Flavanoidlerin artan Cu?* konsantrasyonu sirasindaki UV absorbsiyonundaki
degisimler

Daha oncede belirtildigi gibi flavonoid-metal komplekslerinin DNA ile etkilesimine yonelik

pek cok calisma mevcuttur. Bu ¢alismalarda dalga boyundaki kayma kompleks olusumuna

kanit olarak gosterilmistir. Yaptigimiz ¢alismada flavonoidlerin Cu*? iyonlariyla olusturdugu
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etkilesim UV spektrometre grafiklerinde agik¢a goriilmiis ve flavanoidlerin metallerle
kompleks olusturdugu sonucunu dogurmustur. Biitiin bunlardan hareketle flavonoidlerin Cu®*
komplekslerin DNA ile etkilesimleri UV titrasyonu ile incelenmistir. Sekil 3.3’de

flavanoidlerin bakir iyonlariyla olusturduklar1 komplekslerin DNA ile etkilesimleri grafikleri

goriilmektedir.
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Sekil 3.3 Flavonoid-Cu?* komplekslerinin artan DNA  konsantrasyonu ile UV
absorbsiyonundaki degisimler
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Grafiklerde goriildiigii gibi (Sekil 3.3) flavonoid-Cu?* kompleksleri iizerine DNA kiigiik
porsiyonlar halinde eklendiginde maddenin absorbansinda diisme yani hipokromik etki
gorildii. Ayrica dalga boyunda yani grafiklerin tepe noktalarinda ¢ok az da olsa kirmiziya
kayma yani batokromik etki gozlemlendi. Bu durum flavonoid-metal komplekslerinin ana
flavonoidlere oranla DNA ile daha iyi etkilesime girdigini ve bu etkilesimin interkalasyon
seklinde olabilecegini kanitladi. Serbest flavonoidler, interkalasyon yaparak DNA’ya
baglanir, ancak bu flavonoidlerin Cu(Il) kompleksleri, interkalasyona ek olarak metalin

elektrostatik etkilesimi sayesinde daha da kuvvetli sekilde DNA’ya baglanir.

Kompleks olusumu Zn?* iyonlariyla denendiginde, rutinin ¢inko iyonlariyla kompleks
olusturdugunu ancak bu kompleksin Cu?* kompleksindeki kadar DNA’ya etki etmedigini
gdzlemlendi. Sekil 3.4 (a)’da rutin in {izerine Zn*? iyonlar1 eklenerek yapilan dlgiimlerin UV
spektrometre grafigi goriilmektedir. (b)’de ise olusan R-Zn*? kompleksi iizerine kiigiik

porsiyonlar halinde DNA eklendiginde gerceklesen degisim gortilmektedir.

a-Rutin b-R-Zn?

i A R+Zn(II)
02

i /| 5

| R 3
i.4- 4 E : : fid- .___./"';'P"xt. @
R+Zn(II)

0. 02-

Al

0 40 0 60 0 L U] 0
Dalgaboyu(nm) Dalgaboyu(nm)

Sekil 3.4 (a) Rutin iizerine ¢inko eklemesi sirasinda meydana gelen degisimler (b) Rutin-Zn
kompleksinin tizerine DNA eklenmesi sirasinda UV absorbsiyonundaki degisimler

Rutin {izerine Zn?" iyonlar1 eklendiginde absorbansta diisme goriildii ancak dalga boyunda
degisim ¢ok az gergeklesti (Sekil 3.4 a). Olusan kompleks {iizerine DNA’dan kiigiik
porsiyonlar seklinde eklenmesiyle yapilan UV titrasyonu sonunda hipokromik etki

gozlemlendi. Hipokromik etki kompleksin DNA ile interkalasyon yaptiginin gostergesi olarak

63



kabul edildiginden, bu sonu¢ kompleksin DNA ile interkalasyon yaparak etkilestigi sonucuna

ulagsmamizi sagladi.

Flavonoid-metal komplekslerinin {izerine DNA c¢ozeltisi eklendiginde absorbansta belirli
oranlarda diisiis oldugunu goézlemledi. Bu etkinin komplekslerden mi yoksa komplekslerin
icerdigi metallerden mi kaynaklandigimi anlayabilmek i¢in de artan Cu?* konsantrasyonuyla
DNA’nin UV absorbsiyonunda meydana gelen degisimler incelendi. Sekil 3.5°de 0,1 mM 2,5
ml DNA iizerine 3 mM Cu?* ¢ozeltisi 5 pl’lik porsiyonlar halinde eklendiginde meydana

gelen degisim goriilmektedir.

-

N

T T
200 300 400
Dalgabovu (nm)

DNA + Cu(Il)

Sekil 3.5 DNA Cu?* etkilesim grafigi

Grafik incelendiginde DNA iizerine Cu?* iyonlar1 eklendiginde DNA nin absorbansinda artis
ve tepe noktasinda sola kayma goriilmektedir. Hiperkromik etki yani absorbansta artig
DNA’ya elektrostatik baglanmaya isaret ettigi bilinmektedir. Bu durumda flavonoid
komplekslerin DNA iizerine yaptigi etki icerdikleri metalden kaynaklansa idi, UV
spektroskopisi sirasinda DNA derisimi artik¢a absorbansta diisme degil artis olmasi gerekirdi.
Bu durum komplekslerle DNA arasinda goriilen etkilesimin, komplekslerimizin icerdigi

metalden degil de kompleksin yapisindan kaynaklandigi sonucuna ulagtirdi.

Komplekslerin DNA ile etkilesiminin kuvvetinin belirlenebilmesi ve bagka komplekslerle

karsilastirilabilmesi igin baglanma sabiti hesapland: (Pyle et al. 1989).
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[DNA]/(ea-er) = [DNA]/ (eB-er) + 1/Kp(eB-&r) (3.1)

[DNA] degerine karsilik [DNA]/(ea-€f) degeri grafige gecirildiginde egim 1/(es-ef) degerine
kesim noktas1 ise 1/Kp(e-ef) degerine karsilik gelmektedir. Burada [DNA] 6l¢iim yapilan
dalga boyundaki DNA derisimi, ea 0 noktadaki soniim katsayisi, eg kompleksin DNA’ya
tamamen baglandig1 andaki yani titrasyon sonunda absorbans degisiminin durdugu andaki
soniim katsayisi, &f ise serbest haldeki yani ortamda DNA olmadigi durumdaki séniim

katsayisina esittir (Y1ldiz 2012).
Flavonoid ve Flavonoid-metal komplekslerinin belirli dalga boylarinda gosterdigi absorbans

piki kullanilarak esitlikten elde edilen lineer grafikler ¢izilmistir. Bu grafiklerdeki eg§im ve

kesim noktasi degerleri kullanilarak baglanma sabitleri (Kb) hesaplanmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 Flavonoidler i¢in [DNA] degerine karsi [DNA]/(ea-ef) grafigi
Flavonoidler icin [DNA] degerine karst [DNA]/(eaer) grafigi cizilip Ky degerleri

hesaplandiginda Q i¢in 2,2 x 10° M, M i¢in 4,0 x 10° Mt ve R i¢in 1,0 x 10° M degerlerine
ulagilmistir. Bu durumda flavonoidlerin tek baglarina DNA ya baglanma sabitleri M > Q > R
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seklinde gergeklesmistir. Bu durumda DNA ile etkilesimde en gii¢lii flavonoidin Mirisitrin
oldugu sonucuna ulasilir. Sekil 3.7 Flavonoid-Cu?* kompleksi i¢in [DNA] degerine karsi
[DNA]/(ea-er) grafikleri goriilmektedir.

a-R-Cu(ll) kompleksi
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Sekil 3.7 Flavonoid-Cu?* kompleksleri i¢in [DNA] degerine kars1 [DNA]/(sa-r) grafikleri

R-Cu kompleksi i¢in 396 nm’de, M-Cu kompleksinin 418 nm’de, Q-Cu kompleksinin ise 387

nm’de gosterdigi absorbans piki kullanilarak esitlikten elde edilen lineer grafik gosterilmistir.
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Egim ve kesim noktas1 degerleri kullanilarak baglanma sabitleri R-Cu igin 2,0 x 10° M, M-
Cu kompleksi igin 8,0 x 10° M, Q-Cu kompleksi igin 3,1 x 10° M olarak hesaplanmistir.
Komplekslerin DNA’ya baglanma sabitleri arasindaki iliski M-Cu > Q-Cu > R-Cu seklinde
gergeklesmistir. Flavonoidler kompleks olusturmadan da siralama bu sekilde gerceklesmisti.
Kompleks olusturmadan DNA ile iyi etkilesen bir molekiilin kompleks olusturdugunda da
DNA ile iyi etkilesmesi beklenebilecek bir durumdur.

Sonuglar incelendiginde flavonoid-Cu komplekslerinin baglanma sabitlerinin flavonoidlerin
baglanma sabitlerinden daha biiyilk oldugu goriilmektedir. Bu durum flavonoid-Cu
komplekslerimizin DNA ile daha iyi etkilestigi sonucuna ulastirir. Zaten DNA

absorbansindaki diizenli diisiiste bu diistinceyi dogrular.

Bu sonuglar karsilagtirildiginda DNA’ya baglanma sabiti en biiyiik olan kompleksin M-Cu
kompleksi oldugu goriilmektedir. Bu durum bizi M-Cu kompleksinin molekiil yapisinin DNA

baz ¢iftleri arasina girmeye daha uygun oldugu sonucuna ulastirabilir.

3.2 YARISMALI FLORESANS SPEKTROSKOPISi SONUCLARI

20 uM 3 ml EtBr ¢ozeltisi ile 3 mM 100 pl ct-DNA ¢ozeltileri karistirilarak yarismali
floresans i¢in uygun ortam hazirlandiktan sonra flavonoidlerden 1 mM 10’ar pl kiigiik
porsiyonlar halinde eklenmis ve floresans dl¢iimleri yapilmistir. Sekil 3.8’de 2,5 ml 0,1 mM
DNA — 20 uM EtBr karisimi iizerine 1 mM rutinden 10 pl eklendinde goézlemlenen degisim

grafikte gosterilmistir.
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Sekil 3.8 (a) 20 uM EtBr (b) DNA/ EtBr karisimi tizerine rutin eklenmesi

Grafikte gorildiigii gibi Et-Br-DNA karisimi {izerine 1 mM rutinden 10 pl’lik porsiyonlar
halinde eklendiginde floresans siddetinde diigme goriilmiistiir. Ancak bu diisiis ¢ok az oranda
gergeklesmistir. Bu durumda rutin in DNA ile interkalasyon yapmis olan EtBr’nin ¢ok azini
yerinden c¢ikararak floresansta diisme yarattig1 diisliniilebilir. Cok giiclii bir interkalator olan
EtBr’nin tiimiinii ¢ikarmak igin rutinin tek basina yeterli gelmedigi diistiniilebilir. Q ve M ile
yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu durum daha once yapilan UV
titrasyonu sonuglariyla da benzerlik gosterdi. Orada da rutin tek basmayken absorbansta

diisme goriilmiis ancak diisiis cok siddetli gerceklesmemistir.

Ayni iglemi flavonoid-Cu komplekleriyle yapildiginda ise EtBr-DNA karisiminin florensinda
belirgin sekilde diisme goriildii. Sekil 3.9°da EtBr/DNA karisimi iizerine flavonoid-Cu*?
komplekslerinden 1 mM 10ul’lik kiiciik porsiyonlar halinde eklendiginde 550 nm’de

cozeltinin floresans siddetinde goriilen degisimler verilmistir.
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Sekil 3.9 DNA-EtBr karisimi iizerine artan R-Cu konsantrasyonunun etkisi

280 Floresans

500 600 Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.10 DNA-EtBr karigimi iizerine artan M-Cu konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 3.11 DNA-EtBr karisimui tizerine artan Q-Cu konsantrasyonunun etkisi

Flavonoid-metal komplesleri DNA/EtBr karisimi igerisinden EtBr’yi ¢ikararak karigimin
floresansinda belirgin bir diismeye sebep olmustur. Giiglii bir intekalatér oldugu bilinen
EtBr'yi DNA baz giftleri arasinda c¢ikarabilmesi komplekslerin DNA ile interkalasyon
yaptiginin kanitidir.

Yarigmali floresans yonteminde baglanma sabiti hesaplanmasi i¢in Stern-Volmer esitligi
kullanilir. Elde edilen sonuclar klasik Stern-Volmer esitligine (esitlik 3.2) yerlestirilerek
kompleksin baglanma derecesi belirlenebilir (Eftink and Ghiron 1981).

1/1o=1+K[Q] (3.2)
Esitlik 2’de 0 noktadaki floresans yogunlugunu, lo ortama kompleks eklenmeden onceki
floresans yogunlugunu, [Q] baskilayici molekiil derisimini, K ise baskilayici oran katsayisini

vermektedir. Cozeltinin floresansini diisiiren etken kompleks oldugu icin baskilayict derigim

olarak kompleks derisimi kullanilmistir (Hao et al. 2010).
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Sekil 3.12-14’te flavonoid-Cu?* kompleksleri ile yapilan yarismali floresans caligmasi

sonunda sonuglarin

verilmistir.

Stern-Volmer esitligine yerlestirilmesiyle elde edilen lineer grafikler
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Sekil 3.14 Q-Cu bilesiginin Stern Volmer esitligi
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Kompleks konsantrasyonuna karsi floresans yogunlugu orani degeri grafige gecirildiginde
egim degeri Ksy degerine esit olmaktadir. Yapilan hesaplamalar sonunda Ksy degerleri rutin
kompleksi igin 0,9 x 10° M, mirisitrin kompleksi icin 5,8 x 10° M ve kuersitrin kompleksi

icinse 4,8 x 10° M olarak bulunmustur.

3.3 ELEKTROFOREZ CALISMA SONUCLARI

DNA molekiillerinin analizinde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmakla beraber tiim
laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezidir.
Yontemin avantajlar1 basit ve hizli olmasi diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan
DNA fragmentlerinin ayrilmasini saglamaktir. Elektroforez ¢aligmalarinda amacimiz
DNA’nin flavonoidler ve flavonoid metal kompleksleriyle yalniz ve peroksit varliginda
kirilmaya ugrayip ugramadigini ortaya c¢ikarmaktir. DNA ile c¢esitli sekillerde etkilesen
molekiillerin DNA’nin yapisinda degisiklikler meydana getirdigi bilinmektedir. DNA nin
seklinin degismesi ya da boyunun uzamasi seklinde meydana gelen bu degisiklikler

elektroforezde DNA’nin ilerleme hizini etkilemektedir.

3.3.1 Rutin ve Rutin-Cu?* komplekslerinin Jel Elektroforez Sonuglar

Sekil 3.15°de Rutinin, pPBR322 plazmit DNA’ya etkisi, sabit miktarda DNA’ya kars1 degisen
oranlarda (10-500 uM) rutin kullanilip 1 saat inkiibasyona tabi tutularak karsilagtirtlmstir.

10-500 uM Rutin

Sekil 3.15 1 saat inkiibasyon sonrasi Rutine ait elektroforez sonuglari

Resimde 1 numarali hatta tek basina pBR322, 2-6 arasi ise 10-500 uM arasinda degisen rutin
cozeltisi eklenmistir. Jel elektroforez sonuglar1 incelendiginde hemen hemen biitiin hatlarda
DNA form I yapisinda goriilmektedir. Form 2 ise 2-6 hatlar arasinda ¢ok az miktarda

goriilmektedir. Bu durumda rutinin DNA ile ¢ok az miktarda etkilestigi sonucuna ulagilmistir.
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Plasmid DNA’nin form 1 yapisinin bozulmamasi rutinin DNA ile etkilesiminin sinirh

diizeyde kaldigimni gostermistir.

Rutin

DNA DNA+H0:. 9 20 313 12 i3

Sekil 3.16 1 saat inkiibasyon sonras1 Rutin ve H2O>’e ait elektroforez sonuglari

Sekil 3.16°da rutinin peroksit varliginda DNA’da meydana getirdigi degisimler ¢alisilmustir.
Resimde 7 numarali hatta tek basina pBR322, 8 numarali hatta pBR322 ile beraber H2O», 9-13
arasi ise sabit (H2O2 + DNA) miktarina karsi degisen miktarda (10-500 pM) rutin eklenmis
hatlar goriilmektedir. Sonuglar incelendiginde H202’in plazmit-DNA’nin yapisin1 bozdugu
goriilmektedir (8 numarali hat). Burada Form II tipinde DNA goriilmiistiir. DNA ¢esitli
ajanlarla etkilestiginde siiper-sarmal yapis1 bozularak agik sarmal forma doniisebilir. Form 2
olarak adlandirilan bu form siiper sarmal forma yani form 1’e gore jelde daha yavas hareket
etmektedir. 9-13 arasindaki hatlarda ise sadece form 1 tiirinde DNA goriilmektedir. H2O2’nin
DNA iizerinde yaptig1 hasar rutin varliginda goriillmemektedir. H2O2’nin DNA {izerinde
yarattig1 hasarin Rutin tarafindan ortadan kaldirmasi rutinin, DNA hasarint 6nleyebilen bir

molekiil oldugunu gostermektedir.

R+Cu(ll) kompleks

Sekil 3.17 1 saat inkiibasyon sonras1 R-Cu*? kompleksine ait elektroforez sonuglar

Sekil 3.17°de R-Cu kompleksinin pBR322 plazmit DNA’ya etkisi farkli oranlarda kompleks
kullanilarak aragtirllmistir. Resimde 14 numarali hatta tek basina pBR322, 15 numarali hatta
pBR322 ile beraber 1:25 oraninda karistirilmis Cu?*, 16-20 arasindaki kolonlar ise DNA ile
beraber 10-500 puM oranlarinda karigtirtlmis R-Cu kompleksi goriilmektedir. Resimde

goriildiigii gibi Cu* iyonlar1 ve R-Cu kompleksleri plasmid DNA’nin yapisini bozmaktadir.
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15-20 kolonlar arasinda form 2 tip DNA goriilmiistiir. Form 2 tip DNA siiper-sarmal formun
yapisinin bozuldugunu isaret eder. Bakir iyonlar1 tek basinayken DNA {izerine etkisi daha
azken, flavonoid kompleksi DNA’nin yapisim1 daha fazla bozmustur. Kompleksin derisimi
arttikca Form 2 miktar1 artmakta yani DNA’daki hasar artmaktadir.

R+Cu(ll) kompleks -

DNA DNA+H.0: 23 24 25 26

Sekil 3.18 1 saat inkiibasyon sonrasi peroksit varligida R-Cu*? kompleksinin elektroforez sonuglari

Sekil 3.18’de R-Cu kompleksinin peroksit varliginda DNA iizerindeki etkisi incelenmistir.
Resimdeki 21 numarali hatta tek basina pBR322, 22 numarali hatta DNA ile beraber HO»,
23-27 arasi ise sabit (H202 - DNA) karisimina karst 10-500 uM oraninda karigtirtlmig rutin-
Cu*? kompleksi goriilmektedir. Resimde 22 numarali hatta H2O2’nin plasmid DNA’nin
yapisinda meydana getirdigi bozulma acik¢a goriilmektedir. Form 2 olusumu bu etkinin
kamtidir. 23 numarali hatta R-Cu*? kompleksinin H20,’in yaptig1 bu hasar iizerinde herhangi
bir etkisinin olmadigi goriilmektedir. 22 ve 23 numarali hatta da goriilen Form2 miktar
aynidir. 24 numarali hattan itibaren yani 50uM kompleks oranindan baglayarak DNA’daki
bozulma c¢ok artmis ve plasmit-DNA tamamen parcalanmis ortamdan kaybolmustur.
Ajanlarin DNA ile etkilesimi kuvvetli oldugunda siliper sarmal DNA’nin yapisi tamamen
acilarak lineer hale gecer. Bu form 3 olarak adlandirilir ve jel de form1 ile 2’nin arasinda
goriiliir. Burada 24. hattan itibaren form 3 bile goriilmemistir. Bu durumda kompleksin bu

derisiminde DNA’y1 tamamen pargaladigi sonucuna ulagilir.
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3.3.2 Kuersitrin ve Kuersitrin-Cu?* Komplekslerinin Jel Elektroforez Sonuclar:

Kuersitrin Kuersitrin

—mseeely 0 mm————

2 3 a 6 7 8

DNA DNA+

H20:2
|

Sekil 3.19 1 saat inkiibasyon sonrasi Kuersitrine ait elektroforez sonuglari

Sekil 3.19° da kuersitrinin DNA {izerindeki etkisi incelenmistir. 1 numarali hatta sadece
pBR322, 2-4 numarali hatlarda DNA/Kuersitrin oran1 0,1:5, 1:25, 2:25 oraninda degisen
karigimlar1 gostermektedir. 1-4 arasindaki hatlarda gortldiigii gibi kuersitrin tek basina
DNA’nin yapisinda ¢ok az degisiklige sebep olmaktadir. DNA’nin biiyiik kismi form 1
seklinde ilerlerken ¢ok az kismi form 2 haline dontigmiistiir. Goriilen form 2 DNA’nin ¢ok az
kisminin yari-sarmal forma dondiigiini gosterir. Bu durum kuersitrinin DNA iizerine ¢ok az
etki ettigini gOstermistir. 5 numaral1 hatta pBR322 ile beraber H202, 6-8 numarali hatlar ise
(DNA/H202) karisimina karst 0,1:5, 1:25, 2:25 oranlarinda Kuersitrin iceren karisimlar
icermektedir. 5 numarali kolonda H202’in DNA {izerine yaptig1 etki agik¢a goriilmektedir.
DNA’nin bir kismi form 2’ye doniigmdistiir. 6-8 hatlarda ise kuersitrinin, H202’in DNA
tizerindeki etkisini azalttig1 goriilmektedir. Elektroforez sonucunda form 2 yine goriilmektedir
ancak H202’in tek basina oldugu hatta gore form 2 miktari azalmistir. Form 2 miktarmin
azalmast DNA’nin bozulan miktarinin azaldigi anlamini tasir ki bu durum Kkuersitrinin

DNA’da meydana gelen hasar1 azaltic1 etkisini gosterir.

Sekil 3.20°de Q-metal komplekslerinin DNA’ya olan etkisi DNA ile 1/5 oraninda karistirilan

komplekslerle 1 saat inkiibasyon sonrasi elektroforez diizeneginde incelenmistir.
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Sekil 3.20 1 saat inkiibasyon sonrasi Kuersitrin-Cu?* ve kuersitrin-Zn?* komplekslerine ait
elektroforez sonuglari

Resimdeki 9 numarali hatta tek basina pBR322, 10-11 numarali hatlar DNA/(Q-Cu) , 12-13
numarali hatlarda DNA/(Q-Zn) karisimlar1 goriilmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi her
iki komplekste DNA’nin yapisini belirgin sekilde bozmustur. Her iki kompleksle etkilesen
DNA’da form 2 olusumu goriilmektedir. Ancak sonuglarda bakir kompleksinde form 2
olusumunun ¢ok daha yogun oldugu goriilmektedir. Form 2 daha oncede belirtildigi gibi
stiper-sarmal formda bulunan DNA’nin yari-sarmal bir forma gectigini gostermektedir. 14
numarali hat pBR322 ile beraber H2O2, 15-16 numarali hatlar DNA+(Q-Cu)+H.O; igeren
karigimi, 17-18 numarali kolonlar ise DNA+(Q-Zn)+H20; igeren karisimi gostermektedir. 14
numarali hatta yine H202’in DNA iizerindeki etkisi goriilmektedir. H202 plasmid DNA’nin
yapisint bozmus ve form 2 olusumunu saglamistir. 15-16 numarali hatlarda Cu-kuersitrin
kompleksi, H20: etkisini arttirmis ve plasmit-DNA tamamen pargalanarak ortamdan
kaybolmustur. Bu sonu¢ hem rutinde gérdiigiimiiz durum hem de Jun ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismayla benzerlik tasimaktadir (Jun et al. 2007b). Kompleks konsantrasyonu
artikca yarattiklart hasar DNA’nin tamamen par¢alanmasina sebep olmaktadir. 17-18
numarali hatlarda ise yine Q-Zn kompleksinin etkisini DNA {izerindeki etkisini H202
arttirmis, DNA’nin hepsinin form 2’ye doniismesini saglamistir. Ancak DNA halen
ortamdadir, tamamen parcalanmamistir. Buradan Q-Cu kompleksinin DNA {izerindeki

etkisinin Q-Zn kompleksine gore daha kuvvetli oldugu sonucuna ulagilabilir.

Sekil 3.21°de metallerin kompleks icerisinde degil de tek basinayken DNA {iizerine etkilerini

inceleyebilmek icin elektroforez ¢alismasi yapildi.
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Sekil 3.21 1 saat inkiibasyon sonrast Cu?* ve Zn?* iyonlarina ait elektroforez sonuglari

Resimdeki 29-30 numaral1 hatta [DNA]/[Cu?*] oran1 1:5 olan karisim gériilmektedir. Siiper
sarmal DNA’nin yapisinin bozuldugu ve Form 2 olusumu agik sekilde goriilmektedir. 31-32
numarali hatta [DNA]/[Zn?*] oran1 1:5 olan karisimda da DNA yapis1 bozulmus ve form 2
olusmustur. Agir metallerin DNA ile etkilesebildigi, negatif yiikli olan DNA iskeletine
baglanabildigi bilinmektedir. Bu durumda flavonoid-metal komplekslerimizin DNA
tizerindeki etkisi hem kompleksden, hem de kompleksin icerdigi metallerden kaynaklanabilir.
Ancak metal iyonlarinin DNA ile elektrostatik dis baglanma yaptigi bilinmektedir. Bu
durumda absorbsiyon grafiklerinde hiperkromik etkiye sebep olmaliydi. Ancak yapilan
caligmada boyle bir durum olmadigina gére DNA’daki bozulmaya komplekslerin olusturdugu

sonucuna varildi.

3.3.3 Mirisitrin ve Mirisitrin-Cu?* komplekslerinin jel elektroforez sonuglar

Sekil 3.22 de mirisitrinin pBR322’ye etkisi [DNA]/[Mirisitrin] miktar1 degistirilip, 1 saat

inkiibasyondan sonraki elektroforez goriintiistidiir.

Mirisitrin Mirisitrin

#

DNA 2 3 £} DNA+H:0: © 7 38

Sekil 3.22 Mirisitrine ait elektroforez sonuglari
Sekildeki 1 numarali kolon tek basina pBR322 DNA, 2-4 numarali kolonlar ise

[DNA]J/[Mirisitrin] oram1 0,1:5, 1:25, 2:25 seklinde degisen karisimlari gostermektedir.
Resimde goriildiigii gibi farkli oranlarda mirisitrin, pBR322 iizerine uygulandiginda plasmid
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DNA’nin yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmamistir. Sadece 4 numarali hatta bir
miktar form II’ye rastlanmistir. Bu durum mirisitrinin tek basinayken DNA iizerindeki
etkisinin ¢ok az oldugunu gostermektedir. Bu durum daha once yaptigimiz UV deneyleriyle
de desteklenmektedir. Yapilan UV titrasyonlarinda mirisitrinin tek basina DNA ile ¢ok az
etkilestigi goriilmiistiir. 5 numarali kolon pBR322 ile beraber H202 6-8 numarali kolonlar ise
sabit miktarda (DNA+H207) karisimina karsi 100-250-500 uM mirisitrin  eklenmistir.
5 numarali hatta DNA H20; etkisi ile parcalanmistir. DNA’nin yapisinin bozularak form II
yapisinin olustugu goriilmektedir. 6-8 numarali hatlarda ise ortamda yine H2O, varken ortama
farkli oranlarda eklenen mirisitrinin H2O2’in DNA {izerine yaptigi hasar1 engelledigi
goriilmistilir. Form II tip DNA yine goriilmektedir fakat miktar1 belirgin sekilde azalmistir. Bu
durum flavonoidlerin DNA hasarim1 giderici etki gosterdigi konusundaki caligsmalari

desteklemektedir.

Sekil 3.23 M-Cu?* kompleksine ait elektroforez sonuglari

Sekil 3.23’de M-Cu?" kompleksinin DNA iizerindeki etkisi goriilmektedir. Resimde 17
numarali hat pBR322 DNA ile 1:25 oraninda karistirilmig Cu(Il) iyonlar1 igeren karigimi
gostermektedir. Goriildiigii gibi Cu*? iyonlar1 plasmid DNA nin yapisim1 bozmustur. 18-24
arasi hatlar ise sabit miktarda DNA iizerine 10-500 pM arasinda farkli derisimlerde mirisitrin-
Cu?" kompleksi eklenmistir. Burada gériildiigii gibi hem Cu?" iyonlari tek basina hem de M-
Cu(ll) kompleksleri DNA’nin yapisin1 bozmaktadir. Hatlarin hepsinde siiper-sarmal formdaki
DNA’nin doniiserek form II halini aldig1 goriilmektedir. Komplekslerimizin derisimi arttik¢a
DNA {izerine olan etkisi artmis ve DNA tamamen form II haline doniismiistiir. Ancak rutin ve
kuersitrinin, Cu?* ile olusturdugu komplekslerde oldugu gibi DNA’da tamamen bir

parcalanma goriilmemistir.
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Elektroforez sonuglarini inceledigimizde birer flavonoid olan rutin, kuersitrin ve mirisitrin tek
baglarina DNA ile etkilesimleri ¢ok azdir. Bu sonug yaptigimiz UV ve floresans titrasyonunda
da ayn1 sekilde goriilmiistiir. Ancak H203 ile etkilestirilerek yapist bozulan DNA’da meydana
gelen hasarin, maddelerimizin farkli derisimlerde karisimlariyla etkilestirildiginde azaldig:
goriilmistlir. Bu durum flavonoidlerin gesitli sekillerde DNA {izerinde olusabilecek hasari
onleme etkileri oldugunu gdstermistir. Elektroforez sonuglarimizda pBR322’nin
maddelerimizin Cu?* ve Zn?* iyonlartyla olusturdugu komplekslerle etkilestiginde bozulmaya

ugradig gorillmiistiir.

3.4 VISKOZITE CALISMA SONUCLARI

Kiiciik molekiillerin DNA’ya baglanma modelinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden
biri de vizkozitedir. Bu yontemde DNA baz c¢iftlerinin arasina interkalasyon yoluyla yerlesen
molekiillerin DNA’nin  boyunu uzattigt bununda DNA’nin viskozitesini arttirdigi

diistiniilmektedir (Sun et al. 2011).

Sekil 3.24’de 100 uM DNA c¢dzeltisi lizerine 1 mM EtBr ve kompleks ¢ozeltilerinden 100’er
ul eklendiginde olusan viskozite degisim grafigi gorilmektedir. Grafik incelendiginde
yaptigimiz deneylerde, flavonoid-metal komplekslerinin artan [kompleks]/[DNA] oraniyla
DNA’nin bagil viskozitesinin ylikseldigi goriilmektedir. Bu durum bu komplekslerin DNA ile

interkalasyon yoluyla etkilesiyor olabilecegini gostermektedir.

80



1,03 +
1,025 - X
1,02 -~ X
2
™
g 1,015 - X Et-Br
’%T |
< i Mirisitrin kompleks
S 1,01 ' .
® @ Kuersitrin kompleks
N X [ |
1,005 ’ M Rutin kompleks
2
18
0,995 T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
[Pt]/[DNA]

Sekil 3.24 Flavonoid-metal komplekslerinin viskozite grafigi
Ayn1 deneyi flavonoidler tek baglarina iken tekrar ettigimizde DNA’nin bagil viskozitesinde

belirli bir artis gézlemlenmedi. Bu durum ¢alismada yaptigimiz diger deneylerle paralellik

gostermektedir.
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BOLUM 4

TARTISMA VE SONUC

4.1 UV-vis SPEKTROSKOPi SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Flavonoidler pek ¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ceken, ¢ok farkli biyolojik aktiviteleri bulunan bir
madde smifidir. Ozellikle DNA ile olan etkilesimleri ve antioksidan &zellikleri iizerine
caligmalarin devam ettigi flavonoidlerin {izerinde en ¢ok arastirma yapilan1 da kuersetindir.
Fizyolojik kosullarda flavonoid-DNA baglanma etkilesimlerinin spektrofotometrik analizinin
yapildig1 bir ¢alismada morin, kuersetin ve rutin flavonoidlerinin DNA etkilesimleri UV
spektroskopisiyle belirlenmis, etkilesimin interkalasyon oldugu belirtilmistir. Hesaplanan

baglanma sabiti degerlerinde en yiiksek sonuca 6,1x10* M*

ile kuersetinde ulasilmistir ve
sicaklik ve pH’in da baglanma sabiti degerleri tizerinde etkili oldugu belirtilmistir (Janjua et
al. 2009). Lutein, kaempferol, apigeninin DNA’ya baglanma kabiliyetlerinin incelendigi
bagka bir ¢alismada da baglanma modu klasik interkalasyon olarak belirlenmistir (Rusak et al.
2010). Kuersetin, delphinidin ve kaempferol flavonoidleriyle yapilan ¢alismada flavonoidlerin
DNA ile etkilesiminin hem interkalasyon hem de dis baglanmayla oldugunun belirtildigi bu
calismada da en yiiksek baglanma sabiti 7,2x10* M™ ile kuersetin igin hesaplanmustir

(Kanakis et al. 2007).

Bu c¢alismada UV spektroskopisi olgtimleri oncelikle mirisitrin, kuersitrin ve rutin serbest
halde iken DNA ile etkilestirilerek yapilmistir. Yapilan dl¢iimler sonunda UV spektroskopisi
grafiklerinde absorbansta azalma (hipokromik etki) ile beraber ¢ok az miktarda dalga boyunda
artts (batokromik etki) goriilmiistiir. Bu durum konuyla ilgili yapilan diger caligmalarla
benzerlik gostermektedir. Rutin, mirisitrin ve Kkuersitrinin DNA ile interkalasyon yoluyla
etkilestigi sonucuna ulasilmistir. Ancak ¢alismamizda en yiiksek baglanma sabiti 4 x 10° M
ile mirisitrin i¢in hesaplanmistir. Etkilesim kuvvetleri arasindaki iligkinin mirisitrin >
kuersitrin > rutin seklinde gercgeklestigi goriilmistiir. Calismamizda, baglanma sabitleri

mirisitrin i¢in 4 x 10°, Kuersitrin igin 2,2 x 10° ve rutin i¢in 1 x 10° M olarak hesaplanmustir.
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Hesapladigimiz baglanma sabitleri diger c¢alismalardaki sabitlerden daha biiyiiktiir.
Deneylerin yapildig: satlar sicaklik, pH, flavonoidin DNA ile etkilesim stiresi, ¢oziicii tiirleri
gibi etkiler baglanma sabitleri arasindaki farklara sebep olabilir (Janjua et al. 2009). Ayrica
yapidaki glikozitlerin oyuklarla ya da fosfat gruplariyla hidrojen bagi yapmasi da

muhtemeldir.

Flavonoidlerin DNA ile etkilesimleri pek ¢ok ¢alismanin ana konusu oldugu gibi, flavonoid-
metal kompleksleride en az serbest flavonoidlerin 6zellikleri kadar dikkat c¢ekicidir.
Flavonoid-metal komplekslerinin yapisini inceleyen bir ¢alismada flavonoid ve flavonoid-
metal komplekslerinin UV-vis de spektrum grafikleri incelenmis ve grafiklerde batokromik
etki gozlemlenmistir. Batokromik etki yani kirmiziya kaymanin kompleksler olugsurken olugan
konjugatif etkiden kaynaklandigi belirtilmistir (MaleSev and Kunti¢ 2007). Flavonoid-metal
kompleksinin incelendigi baska bir ¢alismada, metal rutin kompleksleri pH 7.4'te Tris-HClI,
demir ya da bakir tuzlari rutin ile karigtirilarak hazirlanmistir. Komplekslerin olusumu UV-vis
grafiginde saga 366 nm'lik bir uzun dalga boyu kaymasi ile karakterize edilmistir (Afanas’eva
et al. 2001). Rutin-Zn?* kompleksinin karakterizasyonu ve biyolojik degerlendirmesinin
yapildig1 baska bir ¢alismada da kompleks ¢esitli yontemlerle hazirlandiktan sonra UV-vis
Ol¢iimleri yapilmistir. Yapilan Ol¢timler sonunda dalga boyundaki degisim, batokromik etki
net olarak goriilmektedir. Bu durum ¢inkonun rutinle kompleks olugturmasina kanit olarak
sunulmus ve kompleksin olusumu ile ilgili bir modelleme yapilmistir (Ikeda et al. 2015). Bu
calisgmada da flavonoidler sabit Cu(Il) ve Zn(Il) ¢ozeltileri ile karstirilmig ve yapilan
Olciimler sonunda dalga boyunda kirmiziya kayma oOzellikle Cu(Il) komplekslerinde net
sekilde goriilmistiir. Bu durum literatiirdeki diger ¢alismalardan hareketle, ¢alisilan pH’da

metallerin flavonoidler ile kompleks olusturdugunu gostermistir.

Kuersetin-Zn(I1) kompleksinin ct-DNA ile iligkisi Tan ve ark. (Tan et al. 2009b) ve Ni ve ark.
(Ni et al. 2007) tarafindan floresans titrasyonu yoluyla incelenmistir. Bu incelemeler
komplekslerin ct-DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesimini kanitlamistir. Kuersitrin-Te
kompleksinin ct-DNA ile iliskisinin ele alindig1 bir ¢alismada UV-spektropisinde hipokromik
etki, DNA viskozitesinde artis ve artan DNA miktarina kars1 Q-Te floresans yogunlugunda
diisme goriilmiis ve bunlarin DNA ile dig baglanmaya isaret edebilecegi belirtilmistir
(Dehghan et al. 2011). Raza ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir g¢alismada rutin-Ni
kompleksi olusturularak nikelin rutinin kimyasal aktivitesini belirgin sekilde yiikselttigi

gozlemlenmis ve rutin-Ni kompleksinin DNA ile etkilesimi yarigmali floresans, elektroforez
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gibi yontemlerle kanitlanmistir (Raza et al. 2016a). Yine Raza ve arkadaslari tarafindan
yapilan baska bir c¢alismada da kuersetinin-demir kompleksi sentezlenmis ve UV
spektroskopisi, floresans, elektroforez gibi yontemlerle kompleksin DNA ile etkilesimi
incelenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarda, kuersetin-demir kompleksinin kuersetine
gore ¢ok daha aktif oldugu ve DNA ile etkilestigi belirtilmistir (Raza et al. 2016b). Rutin ve
rutin-demir kompleksleri {izerine Selvaraj ve arkadaslari tarafindan yapilan benzer bir
calismada komplekslerin DNA ile daha iyi etkilesime girdigi kanitlanmig ve bu durum metal
iyonlar1  varligmin, ana flavonoidin diizlemselligini arttirmis olabilecegi seklinde

yorumlanmustir (Selvaraj et al. 2012).

Mirisitrin, kuersitrin ve rutin Cu(Il) komplekslerinin DNA ile etkilesimi UV-vis
spektrofotometresi ile incelendiginde gozlemlenen hipokromik ve batokromik etki
komplekslerin DNA ile interkalasyon yaptigi sonucunu dogurmustur. Bu durum literatiirdeki
diger ¢alismalarla da uyumludur. Komplekslerin DNA’ ya baglanma sabitleri hesaplandiginda
siralamanin M-Cu*? > Q-Cu*? > R-Cu*? seklinde oldugu goriilmiistiir. Bu siralama serbest
flavonoidlerin baglanma sabitleri siralamasiyla paralellik gostermektedir. Serbest halde iken
DNA ile 1yi etkilesen molekiiliin kompleks haline geldiginde de daha aktif olmas1 beklenen
bir sonuctur. Komplekslerin baglanma sabitleri serbest flavonoidlerden daha biiyiiktiir. Bu
durumda yapilan diger ¢alismalarla benzerlik gdstermektedir. Baglanma sabitleri M-Cu*? igin
8,0 x 10°% Q-Cu*igin 3,1 x 10° ve R-Cu*? i¢in ise 2,0 x 10° M olarak hesaplanmistir. Guo
ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir caligmada dihidromirisetin-manganez kompleksi
sentezlenmis ve kompleksin DNA ile etkilesimi UV-vis, floresans, viskozite Olglimleri
yapilarak belirlenmistir. Hipokromik etki ve dalga boyunda kirmiziya kayma kompleksin
DNA ile interkalasyon yoluyla baglanmasinin kanit1 olarak sunulmus ve baglanma sabiti 6,5
x 10* M olarak hesaplanmistir (Guo et al. 2012). Kuersetin-Cu*? kompleksinin 6zelliklerinin
incelendigi farkl1 bir calismada baglanma sabiti 1,8 x 10° M olarak hesaplanmus, kuersetin-
La*® kompleksinin baglanma sabiti ise 3,9 x 10° M? olarak belirtilmistir (Ni et al. 2007).
Morin, kuersetin ve 6-hidroksiflavon flavonoidlerinin Cu ve Cr kompleksleriyle yapilan
calismada UV spektroskopisi Ol¢limlerinde yine hipokromik ve batokaromik etkiler
goriildiikten sonra baglanma sabiti hesaplanmistir. Yalniz bu g¢alismada komplekslerin
yapisina sudaki c¢oziinlirliigi arttirmak i¢in  fS-siklodekstrin  eklenmistir.  Yapilan
hesaplamalarda morin-Cu igin 1,2 x 10% kuersetin-Cu 1,0 x 10% Cu-6HF 1,6 x 10°, morin-Cr
4,6 x 102, kuersetin-Cr 4 x 102 ve Cr-6HF 3,5 x 10 M degerleri elde edilmistir (Jabeen et
al. 2014). Terpiridinden sentezlenen Co(ll) ve Co(lll) komplekslerinin DNA ile interkalasyon
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yaparak baglandig belirtilen ¢alismada baglanma sabitleri Co(II) i¢in 1,9 x 10* ve Co(I1I) i¢in
2,7 x10* M olarak hesaplanmistir (Indumathy et al. 2007). Bis-kalkon ve bis-flavonoliin
Ru(Il) katyonu ile iki farkli kompleksi sentezlenmis ve bu komplekslerin DNA ile etkilesimi
UV-vis titrasyonu kullanilarak izlenmistir. Kalkon kompleksi i¢in baglanma sabiti 2,1 x 108,
flavonol icinse 1,3 x 10° M? olarak hesaplanmistir. Komplekslerin baglanma sabitleri
arasindaki bu fark konjuge yapilariyla ilgili olabilecegi belirtilmistir (Gaur and Mishra 2013).
Bu sonuglarla karsilastirildiginda ¢calismamizdaki baglanma sabitleri oldukga biiyiiktiir. Ni ve
ark. tarafindan yapilan c¢alismadaki degerlere daha yakindir. Komplekslerin DNA ile
etkilesiminde kompleksteki metal ve kompleksin yapist 6nem tasimaktadir. Baglanma

sabitleri arasindaki farklar bu etkilerin sonucu olabilir.

Biitiin bu sonuglar rutin, kuersitrin ve mirisitrin ile yapilan ¢alismayla benzerlik tagimaktadir.
Gozlemledigimiz dalga boyunda artis ve absorbansta gozlemledigimiz diisiis komplekslerin
DNA ile interkalasyon yolu ile etkilestigini kanitlamis, hesapladigimiz baglanma sabitleri de
bu etkilesimin olduk¢a kuvvetli oldugunu gostermistir. Baglanma sabitlerindeki yiiksek deger
flavonoidlerdeki glikozit kisimlarimin DNA ile hidrojen bagi yapmasi ile de agiklanabilir.

4.2 FLORESANS SPEKTROSKOPI SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

EtBr DNA ile interkalasyon yaptig1 kanitlanmis bir molekiildiir. EtBr DNA baz dizilerinin
arasina interkalasyon yaparak girdiginde kuvvetli floresans 6zellik gdsterir. Herhangi bir etki
ile EtBr molekiilleri DNA igerisinden ¢ikarildiginda floresansta diigme goriiliir. Yarismali
floresans adi verilen bu yontemle, kiiclik molekiillerin DNA ile interkalasyon yapip

yapmadig1 anlasilabilir.

Calismamizda EtBr-DNA kompleksi tizerine rutin, mirisitrin ve kuersitrin tek baslarina
herhangi bir yapiya dahil olmadan kiiciik porsiyonlar halinde eklendiginde DNA
florensansinda diisme goriildii ancak bu diisiis ¢ok az seviyede gergeklesti. Bu durum
flavonoidlerin tek baslarina DNA ile etkilestigini ancak bu etkilesimin EtBr’yi tamamen DNA

icerisinden ¢gikarmaya yetmeyecek sekilde gerceklestigini gosterir.

Kuersetin-Zn kompleksinin DNA ile etkilesiminin ¢esitli yontemler kullanilarak arastirildigi
bir ¢aligmada EtBr-DNA kompleksi iizerine artan miktarda kuersetin-Zn molekiilii eklenmis

ve DNA kompleksi fliioresansinda belirgin diisme gozlemlenmistir. Bu durum DNA
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kompleksindeki EtBr’nin DNA’dan ayrilarak yerine Kuersetin kompleksinin yerlesmesiyle
aciklanmis ve kompleksin DNA ile interkalasyon yaptigina diger ¢aligmalarla beraber kanit
olarak sunulmustur (Tan et al. 2009b). Ayni durum c¢alismamizda rutin, Kkuersitrin ve
mirisitrinin Cu*? iyonlar1 ile yaptign komplekslerde de goriilmiis, EtBr-DNA kompleksi
iizerine flavonoid-metal komplekslerinden ekledigimizde, fliioresansta diigme goriilmiis ve
komplekslerin DNA ile interkalasyon yaptigi sonucuna ulagmamizi saglamistir. Ciinkii
yapilan ¢alismalar gostermistir ki EtBr molekiili DNA ile interkalasyon yaparak birlesir ve
kuvvetli floresans 6zellik gosterir. Bagka bir molekiil EtBr’yi DNA baz c¢iftleri arasindan
cikarabilirse, DNA’nin fliioresansinda biiyiik oranda diisme goriiliir. Bu durum yarismali
fliioresansta interkalasyonu ispatlar. Notr kirmizist (NR) yapi olarak diger diizlemsel boyalara
benzeyen bir fenazin boyasidir. Son yillarda yapilan calismalar NR’nin ayni EtBr gibi
(LePecq and Paoletti 1967) DNA ile interkalasyon yaparak baglandigin1 géstermistir (Heli et
al. 2004). Ni ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada, sabit miktarda NR {izerine farkl
konsantarasyonlarda DNA eklendiginde, NR nin floresans yogunlugu biiyiik 6l¢iide artmis ve
tepe noktasi 509 nm’den 521 nm’ye kaymustir. Kuersetin-Cu(ll) kompleksinin NR-DNA
cozeltisine eklenmesiyle, NR-DNA c¢ozeltisinin floresansinda diisme goriilmiistiir. Bu durum
kuersetin-Cu kompleksinin NR-DNA kompleksindeki NR ile yer degistirdigi tezini
dogurmustir (Ni et al. 2007). Bu galismada elde edilen sonuglar, ¢alismamizdaki flavonoid-
Cu?* komplekslerinin DNA-EtBr kompleksleri ile verdigi etkilesimlerle uyusmaktadir. Her iki
calismada da Kuersetin-Cu?* kompleksi, DNA ile kompleks olusturmus olan boyalar1 (NR,
EtBr) DNA icerisinden c¢ikararak yerine yerlesmis bu durumda kompleksin floresansinda
diisiise sebep olmustur. Bu boyalarin DNA ile interkalasyon yaptigi, baz dizilerinin arasina
yerlestigi bilindigine gore, komplekslerinde DNA ile interkalasyon yaptig1 sonucuna
ulagilmistir. Tris(N-metilbenzimidazol-2-iltemi)amin ligandi kullanilarak manganez ve ¢inko
gecis metalleriyle kompleksler sentezlenmis ve bu komplekslerin DNA ile etkilesimi
yarigsmali floresans kullanilarak arastirilmistir.  Floresansta meydana gelen diisme
interkalasyona delil olarak gdsterilerek baglanma sabiti Mn-kompleksi i¢in 2,0 x 10° ve Zn-
kompleksi igin 1,0 x 10 M! olarak hesaplanmistir (Wu et al. 2011).

Yarigmali floresans deney sonuglart igin Stern-Volmer esitligi kullanilarak hesaplanan
baglanma sabiti degerleri M-Cu*? kompleksi igin 5,8 x 10°, Q-Cu*? kompleksi i¢in 4,8 x 10°,
R-Cu*? kompleksi igin ise 0,9 x 10° M? olarak hesaplanmistir. Bu degerler UV’de
kompleksler i¢in hesaplanan Ky baglanma sabiti degerine ¢ok yakindir. Bu durumda yarismali

floresansta da siralama M-Cu?* > Q-Cu?* > R-Cu?* seklinde olmustur ki bu siralama UV
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titrasyonda elde ettigimiz siralamayla aynidir. Hesaplanan bu degerlerden de goriildiigii gibi
DNA ile etkilesimde M-Cu kompleksi diger komplekslere gore daha iyi baglanmistir. Bu
durum daha 6nce yaptigimiz UV titrasyon sonuglariyla benzerlik tasimaktadir. Her iki deney
sonucu da birbiriyle Ortlismektedir. Baglanma sabiti degerleri karsilastirildiginda bu
caligmadaki flavonoid komplekslerinin baglanma sabiti degerlerinin oldukga biiyiik oldugu,
komplekslerin DNA igerisinde EtBr’yi tamamen ¢ikararak floresans1 disiirdiigi

gozlemlenmistir.

4.3 ELEKTROFOREZ SONUCLARININ DEGERLENDiIRIiLMESI

Elektroforezde kiiciik molekiillerin DNA ile etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan etkin
yontemlerden biridir. Yapilan elektroforez deneylerinde rutin tek basina iken DNA’nin
yapisinda ¢ok az degisime sebep olmus, az miktarda form 2 olustugu goriilmiistiir. Ayni
durum Kuersitrin ve mirisitrinde de ger¢eklesmistir. Bu durum daha once yaptigimiz UV-vis
ve floresans Olgiimleriyle uyum gostermektedir. Bu deneylerde de flavonoidlerin yalnizken

DNA ile ¢ok az etkilestigi sonucuna ulasilmistir.

Ancak flavonodlerin iigii de DNA’da peroksit kaynakli hasar1 engellemistir. Bu durumda
flavonoidlerin antioksidan karakter tasidigi, DNA’da herhangi bir sebeple meydana gelen
hasar1 belli derisimlere kadar 6nledikleri sGylenebilir. Gong ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir ¢aligmada, hiicre kiiltiirlerinde hidrojen peroksitin sebep oldugu zehirlenme ve hiicre
oliimleri gézlemlenmistir. Bu hiicre kiiltiirleri en az 12 saat rutin ile muamele edildikten sonra
H20: ile etkilestirildiginde, hiicre oliimlerinin ¢ok aza indirgendigi goriilmiistiir. Rutin,
peroksitin hiicre kiiltiiri tizerindeki etkisini azaltmistir (Gong et al. 2010). Goriildigi gibi
calismalarin sonuglar1 ortiismektedir. Her iki ¢alismada da rutin, peroksitin sebep oldugu
hiicre hasarin1 en aza indirmistir. Yapilan bir c¢alismada kuersetinin, 150-250 pmol/l
derisimde, peroksitin sebep oldugu hiicre 6liimiinii 6nemli 6l¢iide azalttigi goriilmiistiir. Ayni
caligmada laboratuvar ortaminda flavonoidler iizerinde yapilan antioksidan deneylerinde en
yiiksek antioksidan aktivitesine mirisetin ulasmustir (Witjen et al. 2005). Kuersetinin, Cu®*
iyonlarinin sebep oldugu DNA hasarina karsi etkileri arastirilmigtir. Bu ¢alismada kuersetinin
tek basina DNA hasarina sebep olmadigi, diisiik konsantrasyonlarda Cu?*/H2O2’nin sebep
oldugu DNA hasarim1 6nledigi ancak yiiksek konsantrasyonda bu hasar1 destekledigi
goriilmiistiir (Jun et al. 2007c). Her iki ¢alismadaki sonuglar ¢alismamizla uyusmaktadir.

Calismamizda kuersitrinin tek bagina DNA iizerinde belirgin bir hasar olusturmadigi ancak
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DNA’da H20; kaynakli hasar1 azalttig1 gériilmiistiir. Ancak yiiksek derisimlerde kuersitrin ve
Cu?* iyonu igeren karisimlarda DNA iplikcikleri tamamen kaybolmus, DNA parcalanmistir.
Calismamizda, flavonoidlerin hiicre DNA’sina direk etki etmedigi ancak H202 kaynakli hasari
azaltabildigi goriilmiistiir. Benzer sonuglara ulasilan bagka bir ¢calismada flavonoidlerin Caco-
2 hiicrelerine etkileri incelenmistir. Aherne tarafindan yapilan ¢alismada, flavonoidlerin tek
baglarina hiicre DNA zincirinde herhangi bir zarara sebep olmadigr gorilmistiir. Belirli bir
derisimin tizerindeki H2O; ise hiicre DNA’sina zarar vermistir. Bunun iizerine hiicreler 24 saat
200 uM rutin, kuersetin, mirisetin ve flavonoid karistmina (2:1:1 kuersetin/mirisetin/rutin)
maruz birakilmistir. Daha sonra 30 dakika siiresince 37 °C’de 50 uM H20: ile etkilestirilen
hiicrelerdeki DNA hasar1 incelendiginde, flavonoidlerin DNA hasarint 6nledigi goriilmiistiir
(Aherne and O'brien 1999). Yapilan benzer bir ¢alismada bir flavonoid olan ve yap1 olarak
kuersetine ¢ok benzeyen luteolinin H2O» ile hasara ugrayan lenfositlerde koruyucu etki
gosterdigi gézlemlenmistir. Ayni ¢alismada kaempferol ve apigeninin etkisi sinirl kalmistir.
Ancak ayni ¢alismada lutein ve kaempferol saglam lenfositlerde DNA hasarina sebep oldugu
goriilmustlir. Flavonoid konsantarasyonu ve etki siliresinin bu siliregte Onemli oldugu
belirtilmistir (Rusak et al. 2010). Flavonoid tiirevleri olan antisiyoninler iizerine yapilan bir
calismada jel elektroforezi kullanilmis ve antisiyoninlerin DNA ile interkalasyonuna dair bir
kanitin bulunmadigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada antisiyoninlerin serbest radikal temizleyici
olarak etki ettigi belli derisimlerde DNA’daki hasar1 giderebildikleri goriilmistiir (Webb et al.
2008).

Flavonoid-metal komplekslerinin DNA iizerindeki etkisi incelendiginde, komplekslerin artan
derisimlerde DNA’ya zarar verdigi bir noktadan sonrada tamamen parcalayabildigi goriildii.
Jun ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada da kiigiik derisimlerde flavonoidin bakir iyonunun
DNA’da yarattigi hasar1 Onlerken, derisim arttikca DNA’nin tamamen pargalandigi
goriilmiistir (Jun ve ark. 1992). Jun ve ark. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada kuersetin-
Zn kompleksinin DNA’nin yapisin1 bozarak kiriklar olusturdugu gézlemlenmistir. Kompleks
derisimi arttikca ve DNA’nin kompleksle etkilesme siiresi uzadik¢a form 2 olusumu artmistir
(Jun et al. 2007b). Siire uzadik¢a kompleksin DNA’ya verdigi hasar, form 2 olusumu artmis
ancak DNA’nin tamamen parcalanma durumu gozlemlenmemistir. Kuersetin-Mn(Il)
komplekslerinin, DNA boliinmesi iizerindeki etkileri pBR322 DNA kullanilarak jel
elektroforezi ile incelenmistir. Artan kompleks derisiminde DNA’nin boliinmesi agik sekilde
gozlemlenmistir. Ayrica reaksiyon siiresi arttikga, DNA boliinmesinin arttig1 belirlenmistir.

Diisiik derisimde siiper sarmal DNA’nin yapisinda herhangi bir degisme olmazken, 50
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uM’dan sonra siiper sarmal DNA’nin yapisi bozulmus ve gevsemistir (Jun et al. 2007a). Her
iki ¢calismada da, farkli kuersetin-metal komplekslerinin, jel elektroforezde siiper sarmal
DNA’nin yapisini bozarak form 2 olusumuna sebep oldugu gorilmiistiir. Bu sonuglar,
calismamizda ulastigimiz sonuglarla ortiismektedir. Flavonoid-metal kompleksleri DNA’nin
yapisini bozarak hasara sebep olmaktadir. Kompleksin DNA’nin yapisini ne kadar bozdugu,
kompleksin yapisina, kompleksteki metal iyonuna, uygulanan derisime ve etki siiresine bagli
olarak degisebilmektedir. Metal flavonoid komplekslerinin bu o&zelligi bu molekiillerin

antitimor 6zellikli olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.

4.4 VISKOZITE CALISMA SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Viskozite galigmasi da DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli yontemlerden
biridir. Kuersetin-Zn kompleksi iizerine yapilmis bir ¢alismada kompleks derigimi arttikga
DNA’nin viskozitesinin arttigi goriilmiistiir. Bu artis ¢alismadaki diger etkilerle beraber
kompleksin DNA ile interkalasyon yapmasina kanit olarak gosterilmistir (Tan et al. 2009b).
Oksidatif siireci inhibe etmek veya yavaslatmak i¢in kullanilan sentetik bir fenol olan ve
flavonoidlere benzerlik gosteren 2-tert-butil-4-metilfenol (TBMP) ile DNA’nin pH 7,4 de 10
mM Tris-HCI sulu ¢ozeltisindeki etkilesimi spektrofotometre ve viskozimetrik Olgiimler
yapilarak incelenmistir. TBMP ¢ozeltisi liminesans 6zellik gosterdiginden, TBMP ve ct-DNA
arasindaki etkilesim, floresan titrasyon deneyleri yapilarak incelenmistir. TBMP’nin emisyon
yogunlugu eklenen DNA miktar1 arttikca azalmistir. Floresanstaki azalma DNA-TBMP
arasindaki etkilesimin interkalasyon oldugunun ispati olarak verilmistir. TBMP ve DNA
arasindaki etkilesimi daha fazla agikliga kavusturmak i¢in, viskozite dlgiimleri yapilmistir.
Interkalasyonda, molekiillerin DNA’daki baz dizilerinin arasma girerek, DNA’nin boyunu
uzatmalart beklenir. Bu durumda DNA’nin viskozitesinde artisa yol agar. Viskozite
caligmalar1 interkalasyonun en 6nemli delili sayilir. DNA iizerine farkli derisimlerde TBMP
eklendiginde DNA’nin viskozitesinde belirgin sekilde artis gézlemlenmistir (Kashanian and
Dolatabadi 2010). Bu g¢alismada floresans yogunlugundaki diisiis, vizkozitedeki artig

interkalasyonun kanit1 olarak verilmistir.

Ayni ekip tarafindan bir diger fenol bilesigi olan 2-tert-butilhidrokinon (TBHQ) adli gida
katki maddesi lizerine yapilan c¢alismada, bu molekiilinde DNA ile etkilesim yolunun
interkalasyon oldugu belirtilmistir (Kashanian and Dolatabadi 2009). Bunun i¢in de UV ve

floresans spektroskopisi ve viskozite ¢alismalar1 kanit olarak sunulmustur. DNA’nin yapisini
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bozdugu diisliniilen bu maddenin gida katki maddesi olarak kullanilmamasi Onerilmistir.
Biitilhidroksianisol bilesiginin ct- DNA ile etkilesimi fizyolojik pH’da ¢esitli spektrometrik
yontemlerle incelenmistir. Yapilan viskozite ¢alismasinda ct-DNA’nin viskozitesinde ¢ok
belirgin bir artis goériilmiis ve bu bilesigin DNA’da baz dizilerinin arasina yerlesmesine yani

interkalasyona kanit olarak gosterilmistir (Kashanian and Ezzati Nazhad Dolatabadi 2009).

Flavonoidler tek baslarina iken DNA ile etkilesimlerinin viskoziteleri dl¢ililmiistiir. Ancak bu
Olclimlerde viskozitede onemli bir artis gdzlemlenmemistir. Bu beklenilen bir sonugtur ¢iinkii
etkilesimi belirlemeye ¢alistigimiz diger yontemlerde de flavonoidler tek baslarina iken giiclii
bir etkilesim goriilmedi. Viskozitede artisin sinirli olmasi flavonoidlerin yalnizken DNA ile
etkilesiminin ¢ok zayif olmasindan kaynaklanabilir. Flavonoid komplekslerinin DNA ile
etkilesimini viskozite ile belirlenmeye c¢alisildiginda, komplekslerin DNA’nin  bagil
viskozitesini belirgin sekilde arttirdigi goriildii. Bu durum bu konuda yapilan diger
caligmalardan hareketle komplekslerin DNA ile interkalasyon yaptigi sonucuna ulagsmamizi
saglamigtir. Viskozitede en yiiksek artis mirisitrin kompleksinde goriilmiistiir ki bu durum

caligmadaki diger sonuglarla da ortiismektedir.

Guo ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada dihidromirisetin-Mn kompleksinin DNA
ile olan etkilesimi UV-vis absorbsiyon spektroskopisi, floresans spektroskopisi ve viskozite
Olctimleri kullanilarak incelenmistir. Biitiin 6l¢imler ¢alismamiza benzer sonuglar vermis,
yapilan olglimler kompleksin DNA ile gii¢lii bir interkalasyon modu ile DNA’ya baglandig:
belirtilmistir. Baglanma sabiti 6,5 x 10* M? olarak hesaplanmis ve EtBr ile rekabet
edebilecek bir interkalatdr olarak belirtilmistir (Guo et al. 2012). Kuersetin-Cu?*
kompleksinin 6zelliklerinin arastirildigi detayl bir ¢alismada, kompleksin DNA ile etkilesimi
UV spektrumlari, floresans ol¢limii, viskozite Ol¢iimii ve agaroz jel elektroforezi gibi
yontemler kullanilarak arastirilmistir. Kompleksin elektronik absorbsiyon spektrumlar: 260-
440 nm bolgesinde genis bir band seklindedir ve ct-DNA konsantrasyonunun artmasiyla 270
nm’de absorbsiyon spektrumu goriilmiis ve absorbsiyon yogunlugu diismiistiir. Kompleksle
yapilan elektroforez c¢alismasinda kompleksin plasmid DNA’da hasara sebep oldugu ve
kompleks konsantrasyonu artikca DNA iizerindeki hasarin arttigi goriilmistiir. Belirli
derisimdeki kompleks iizerine ct-DNA c¢ozeltisi artan miktarlarda ilave edildiginde DNA
viskozitesinde belirgin bir artis gozlemlenmistir. Calisma sonunda, kuersetin-Cu
kompleksinin DNA bdliinmesini  destekleyebilecegi ve DNA baz dizileri arasina

girebilecegini gostermistir. Kompleksin antitiimér mekanizmasinin, yalnizca reaktif oksijen
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tiirlerinin iiretilmesiyle olusan DNA hasarin1 degil, spesifik bir DNA etkilesimini gosterdigi
belirtilmistir (Tan et al. 2009). Co*™? ve Co®" katyonlar1 kullanilarak terpiridinden iki farkli
kompleks sergilenmis ve bu komplekslerin ct-DNA ile etkilesimleri UV spektroskopisi,
viskozite, elektroforez yontemleri ile belirlenmistir. Kompleks iizerine artan miktarda DNA
eklendikce UV absorbsiyonunda diisme, viskozitede artis goézlemlenmis ve kompleksler
interkalator olarak belirlenmistir. Co(III) kompleksinin baglanma aktivitesi Co(Il)
kompleksine gore daha biiyiik ¢ikmasi elektrostatik hususlarin bu komplekslerin DNA ya
baglanmasinda 6énemli rol oynadiginin gostergesi olabilecegi belirtilmistir (Indumathy et al.
2007). Biitiin bu ¢alismalar, bu tezde ele alinan flavonoid ve flavonoid-metal komplekslerinin

DNA ile iligkisinin belirlenmesi ¢alismalariyla paralellik gostermektedir.

4.5 SONUC

Flavonoidler, pek ¢ok sebze ve meyve yapisinda bulunan dogal bilesiklerdir. Uzun yillardir
pek cok aragtirmanin konusu olmus flavonoidlerin insan saglig: {izerinde yararl etkilerinden
bahsedilmektedir. Yapilan aragtirmalar genellikle insan saglig: iizerindeki olumlu etkilerinden
bahsetse de belli derisimlerin tizerinde ya da belirli metallerle kompleks olusturdugunda,
insan saglhig1 ilizerinde zararli etkiler olusturabilecegini gosteren ¢alismalar da mevcuttur.
Yapilan caligmalarda elde edilen sonuglar, flavonoidlerin kendilerine gosterilen ilgiyi hak
ettigi ve gelecek donemlerde de bu ilginin devam edecegi diisiincesini dogurmaktadir. Bu
calismalarda elde edilen sonuclar Flavanollarin Ozellikle de kuercetinin bazi metal
komplekslerinin DNA’ya interkalasyon, bazi durumlarda da elektrostatik dis baglanmayla
baglanabildigini gostermektedir. Bu 6zelliginin  Oniimiizdeki yillarda flavonoid-metal
komplekslerinin anti-tiimor ilaglart olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Antioksidan
etkileri belirlenen bu molekiiller, giinliikk hayatta yeterli miktarda alindiginda, insanlarin

hayatlarin1 daha saglikli sekilde devam ettirmesini saglayabilirler.

Bu ¢aligma, rutin, mirisitrin ve kuersitrin flavonoidlerinin ve bunlarin metal komplekslerinin

DNA ile etkilesimi iizerine yapildi.

Spektrofotometrik yontemler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda flavonoidlerin kendi baslarina
DNA ile c¢ok az etkilestikleri fakat metal iyonlar1 varliginda etkilesimin arttifi ve
komplekslerin DNA’ya interkalasyonla baglandiklart anlagilmistir. UV-Vis titrasyon

sonucunda flavonoidlerin baglanma sabitleri sirastya rutin (K, 1,0 x 10° M), kuersitrin (Kp
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2,2 x 10° M) ve mirisitrin (Ko 4,0 x 10° M) olarak, flavonoid-Cu komplekslerinin
baglanma sabitleri sirastyla R-Cu igin Kp 2,0x10° M, Q-Cu igin 3,1x10° M"ve M-Cu igin Kp
8,0x10° M olarak hesaplanmistir. Flavonoid-metal komplekslerinin baglanma sabiti,
flavanoidlerin baglanma sabitlerinden daha biliyik ¢ikmis ayrica UV  spektroskopisi
grafiklerimizde absorbanstaki diisiis ¢ok daha giizel sekilde gézlemlenmektedir. Bu durumda
komplekslerimizin, DNA ile interkalasyon yaparak, flavonoidlere oranla ¢ok daha iyi bigimde
baglandig1 sonucuna ulasilir. En biiyiik baglanma sabiti M-Cu?* kompleksine aittir, M-Cu?*
kompleksimizin molekiil yapisinin DNA baz c¢iftleri arasina girmeye daha uygun oldugu

sonucuna ulasilmistir.

Floresans spektrofotometresiyle yapilan calismada da komplekslerin DNA ile kuvvetli
etkilestigi goriilmiistiir. Yarigsmali floresans tekniginde ise flavonoidler tek baslarinayken
fliloresansta anlaml1 bir diismeye sebep olmasa da flavonoid-Cu?* komplekslerinin DNA baz
dizileri arasindan EtBr’yi cikardigr goriildii ve emisyondaki diisiis belirgin sekilde
gozlemlenmistir.  Stern-Volmer esitligi  kullanilarak  yarigsmali  floresans  sonuglari
karsilagtirildiginda rutin, mirisitrin ve kuersitrin i¢in baglanma sabitleri Ksv sirasiyla 0,9 x
10°, 5,8 x 10° ve 5,8 x 10° M olarak hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerlere gore M-Cu?*
kompleksi diger komplekslere gore DNA’ya ¢ok daha kuvvetli sekilde baglanmistir. Bu

durum UV titrasyon sonuglariyla benzerlik tagimaktadir.

Jel elektroforez sonuglari incelendiginde ise flavonoidlerin DNA ile ¢ok az etkilestigi, DNA
zincirinde herhangi bir bozulmaya sebep olmadigi goriilmiistiir. Bu durum daha once
yaptigimiz UV titrasyon ve yarismali floresans sonuclariyla paralellik gdstermistir. Yine jel
elektroforezde DNAnin yapisini1 bozdugu bilinen H20: kullanildiginda flavonoidlerin {igiiniin
de peroksitin DNA’ya verdigi hasar1 azalttig1 goriilmiistiir. Bu durum flavonoidlerin, DNA’da
herhangi bir nedenle olusabilecek zararlar1 6nlemede etkili olabilecegi sonucuna ulasmamizi
saglamistir. Flavonoid-metal komplekslerinin ise jel elektroforezde DNA’nin yapisini belirgin
sekilde bozdugu goriilmiistiir. Komplekslerimizin derisimi arttikca DNA’ya verdikleri hasar
da artmaktadir. Hatta belirli derisimden sonra, DNA iplikc¢ikleri tamamen ayrilmakta ve DNA
tamamen pargalanarak ortamda kalmamaktadir. Bu durum flavonoid-metal komplekslerinin
Oontimiizdeki siiregte antitiimor ilaglar olarak kullanilabilecegi diisiincesini desteklemektedir.
Ancak bu etki mekanizmasimin, gerekli derisimlerin belirlenmesi daha basarili sonuglarin

olusmasini saglayacaktir.
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Viskozite c¢alismalarinda ise artan kompleks/DNA derisimine bagli olarak DNA’nin
viskozitesinde artis gézlemlenmistir. Oysa ki flavonoidler kompleks olusturmadan DNA’nin
viskozitesinde anlamli bir artiga sebep olmamistir. Bu durum diger metotlarla verdigimiz
flavonoid komplekslerinin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesmis olabilecegi savini

kuvvetlendirmektedir.

Bazi metal iyonlarinin, 6zellikle gecis metallerinin, ¢esitli biyolojik siireglerde ¢ok Onemli
roller oynamakla kalmayip, ayn1 zamanda serbest hallerinde potansiyel olarak toksik
olabilecegi goz oniine alindiginda, flavonoid-metal kompleksleri ve DNA arasindaki etkilesim

calismalar1 6nemlidir.

Flavonoidler, flavonoid-metal kompleksleri ve bunlarin etki mekanizmalari {izerine yapilan
calismalar 6nemlidir. Ciinkii flavonoidler besinlerle insanlar tarafindan direk alinabilmektedir.
Flavonoidlerin laboratuar ortaminda antioksidan 6zellik gosterdikleri kanitlanmistir. Ancak bu
ozelligi canli viicudunda da gosterip gostermedikleri eger gosteriyorlarsa hangi
mekanizmalarla bunu yaptiklarini1 bilmek 6nemlidir. Ayrica besinlerle viicuda alindiklarinda
emilim oranlarmin ne oldugu viicutta gegirdikleri metabolizma siireglerini de bilmek
onemlidir. Flavonoid-metal komplekslerinin ise DNA ile farkli sekillerde etkilestigine dair
caligmalar mevcuttur. Ancak calismalar belli derisimin tizerinde bu komplekslerin DNA’da
hasara sebep oldugu konusunda hemfikirdir. DNA’y1 ne sekilde bozdugunun, bunu baglatan
stireclerin  mekanizmasmin bilinmesi bu komplekslerin antitiimdr ilaglar1  olarak

kullanilabilmesinin, yeni ilag tasarimi ve sentezlerinin yapilmasinin 6niinii agacaktir.
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