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1. OZET

Ferrosen Birimi Iceren Benzimidazol Tiirevli Bilesiklerin DNA Baglanma, DNA
Kesim ve Antioksidan Aktivitelerinin Tayini

Son zamanlarda, kemoterapdtik maddelerin tasarlanmasindaki biiyliik dneminden
dolay1r niikleik asitler ile gecis metali komplekslerinin etkilesimi ¢ok dikkat
cekmektedir. Gegis metalleri biyolojik sistemlerde bulunmaktadir ve sentezlenen
komplekslerde metal varliginin ilag etkinligini artirdig1 bilinmektedir. Bu nedenle, gecis
metal komplekslerinin potansiyel ilag olarak degerlendirilmesi sasirtict degildir. DNA
onemli bir hiicresel reseptordiir ve ¢ogu antiviral ve antikanser terapinin birincil hiicre
ici hedefidir. Bu nedenle, DNA’ya baglanabilen veya DNA’y1 kesebilen yeni
molekiillerin tasarlanmasi ve gelistirilmesi gereklidir. Biyolojik o6zellikleri dikkate
alindiginda gec¢is metal kompleksleri hastaliklara karsi miicadelede yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in potansiyel ajanlardir. Bu yiizden, geg¢is metalleri ve komplekslerinin

DNA ile etkilesimlerinin arastirilmasi oldukca onemlidir.

Bu ¢aligmada, ferrosen birimi igeren benzimidazol tiirevli komplekslerin DNA ile
etkilesimleri UV-Vis absorpsiyon titrasyonlar1 ve termal denatiirasyon yontemleri ile
incelendi. Komplekslerin DNA’nin baz giftleri arasina interkalasyon yoluyla yerlestigi
belirlendi. Agaroz jel elektroforezi kullanilarak, hidrolitik kesim etkinliginin pH 7
degerinde oldugu ve konsantrasyonun niikleaz aktiviteyi nasil etkiledigi tespit edildi.
Cesitli aktivatorler (H20, (0,4 M), 2-Merkaptoetanol (0,4 M) ve askorbik asit (2.5mM))
varliginda kesim aktivitelerinde onemli derecede artig goriildiigii belirlendi. Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve 2,2-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal siipiirme aktivitesi
testleri kullanilarak antioksidan aktiviteler belirlendi. Kompleks 1 (K1)’de belirgin
olmakla beraber komplekslerin tiimiinde 1yi derecede siiptirme aktivitesi gézlendi.

Anahtar Sozciikler: Antikanser, Antioksidan, Benzimidazol, DNA baglanma, DNA
kesim



2. SUMMARY

Investigation of DNA Binding, DNA Cleavage and Antioxidant Activities of
Benzimidazole Derivatives Compounds With Ferrocene Unit

Recently, interaction of transition metal complexes with nucleic acids have gained
much attention due to their great importance in the design of chemotherapeutic agents.
There are transition metals in biological systems and metal ions present in synthesized
complexes were known to accelerate drug efficiency. Thus, it is not suprising that
transition metal complexes to evaluation as potential drugs. DNA is an important celular
reseptor and DNA is a primary intracellular target for many antiviral and anticancer
therapies. Therefore, desinging and development of new molecules capable of binding
to DNA or cleavage to DNA is required. When biological properties are taken into
account, transition metal complexes are the potential agents for the development of new
drugs in the struggle against diseases. Hence, investigation of the interaction of

transition metals and their complexes with DNA is quite important.

In this study, interaction of benzimidazole derivatives complexes containing
ferrocene unit complexes with DNA were examined by UV-Vis absorption titrations
and thermal denaturation methods. These assays demonstrated that complexes were
localized by intercalation between the base pairs of DNA. Using agarose gel
electrophoresis, it was determined that complexes of hydrolytic activity was at pH 7 and
it was identified how to affect the concentration of the nuclease activity. Remarkably
increased activity was determined in cleavage experiments performed in the presence of
various activators such as H,O; (0.4 M), ascorbic acid (2.5 mM) and mercaptoethanol
(0.4 M) The antioxidant activities were performed by 2,2-Diphenyl-2-picryl hydrazyl
(DPPH) radical scavenging and superoxide dismutase (SOD) activity tests. Especially

complex 1 (K1), all complexes have exhibited good free radical scavenging activity.

Key Words: Anticancer, Antioxidant, Benzimidazole, DNA binding, DNA cleavage



3. GIRIS ve AMAC

Kanser, diinya ve Tirkiye iizerinde en oOnemli saglik sorunlarindan olup
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedenidir. Kontrolsiiz bir sekilde
cogalan hiicreler selim veya malign tiimorlere doniisiirler. Selim tiimorler metastaz
yapmazken, kansere neden olan malign tiimdrler ¢ok hizli ¢ogalarak diger dokularda ve
organlarda anormal hiicre gelisimine yol agarlar (1). Kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini
Oonlemek ve yayilmasmi yavaslatmak adina cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalarma basvurulmaktadir. Ilkinde tiimérlii doku veya organin uzaklastirilmast,

son ikisinde ise kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi hedeflenmektedir (2, 3).

Gliniimiizde kanserin dogasi anlasilmis, tedavide ¢ok Onemli ilerlemeler
saglanmistir. Gelistirilen tedavi yontemleri ile hastalarin yasam siirelerinin uzatilmasi
ve daha nitelikli yasamalar1 amaclanmaktadir. Ancak kullanilan yonteme bagl olarak
tedavi ile ilgili zorluklar (tedaviye uyum ve tedaviyi siirdiirmede yetersizlik gibi) ve
toksik etkiler (saglarda dokiilme, bulanti, kusma ve kisirlik gibi) de s6z konusudur (4).
Bu yiizden ideal bir kanser terapisi hiicresel ¢ogalmay1 azalttig1 gibi yan etkileri de en

aza indirecek sekilde tasarlanmalidir.

DNA (Deoksiriboniikleik asit), insan hayatinda 6énemli bir rol oynar ve DNA ile
kiigiik molekiillerin etkilesimi iizerine yapilan ¢aligmalarin yeni farmasotik molekiillerin
tasarlanmasinda biiyilk 6nemi vardir (5). DNA hiicresel sistemlerde olan ¢ogu
biyokimyasal siiregleri diizenledigi i¢in antikanser ilaglarin birincil hiicre i¢i hedefidir.
DNA; gen ekspresyonu, transkripsiyonu, mutagenez, karsinogenez gibi cesitli
diizenleyici islemlerden sorumludur. Cogu kemeoterapik ajan, hiicresel replikasyondaki
baskin rolii yliziinden DNA’ya baglanarak veya DNA’y1 keserek tiimor hiicrelerini
etkisiz hale getirirler (6). Bu nedenle, bir ilag 6zellikle DNA’ya baglanacak sekilde
tasarlanmalidir.  flaglarn DNA’ya baglanmasi, DNA’nin transkripsiyonu ve
replikasyonunu inhibe ederek (DNA biikiilmesi, DNA sarmalinin tek veya cift dizisinin
kirilmasi, DNA hasar1 gibi) DNA’da yapisal ve konformasyonel degisikliklere neden
olur. Genel olarak, kompleksler minér oluga baglanarak veya baz ciftleri arasina
interkalasyon yaparak DNA ile etkilesirler. DNA’ya baglanmaya ve DNA’y1 kesmeye
uygun olan ge¢is metal kompleksleri, niikleik asit kimyasmin farkli uygulamalarina

bagli olarak diinya ¢apinda ilgi c¢ekmektedir (7, 8). Bu nedenle, bdyle metal



komplekslerini hazirlamak olduk¢a énemlidir. Diizlemsel heterosiklik bazli ge¢is metal
kompleksleri, farkli kimyasal reaktiflikleri, sira disi elektronik 6zellikleri ve DNA ile
nonkovalent etkilesimi sonucu olusan 6zgilin yapilart agisindan niikleik asit kimyasinda
onemli ol¢iide dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle bazi metal iyonlar ile farmakolojik

ajanlarin kombinasyonu daha ¢ok gelismektedir.

Viicudumuz normal fonksiyonlarini yerine getirmek ic¢in enerji tretirken, ayni
zamanda milyonlarca serbest radikalin olugsmasina sebep olurlar. Bu serbest radikallerin
artmasina sebep olan bir¢ok etken vardir. Bu etkenlerden bazilari, kimyasal maddeler,
cevre kirliligi, UV 1sinlari, X-isinlar, ilaglar, virlisler, stres, sanayi atiklari, egzoz
gazlar ve sigara dumani vs. olarak orneklendirilebilir (9). Serbest radikaller, dis
orbitallerinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron igeren kimyasal yapilardir.
Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili bir organik molekiil olabilir.
Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiiriin
reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 igin, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal
tiirlerdir (10). Serbest radikaller lipidleri, proteinleri ve DNA’y1 olumsuz etkileyerek
cesitli hastaliklara sebep olabilirler ve ayrica yaslanma siirecini hizlandirirlar. Serbest
radikal reaksiyonlar1 sonrasinda niikleik asitlerde baz degisimleri, DNA’da zincir
kirilmalart meydana gelir ve tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar
meydana gelebilir. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli iirlinler
meydana gelir ve bunlar, cesitli patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar (11).
Antioksidanlar bu reaktif tiirlerini 6nleme, durdurma ve hasar onarimi yoniinden
notiirleme yetenegine sahiptirler (12). Serbest radikallerin sebep oldugu diisiiniilen bu
tir hastaliklarin tedavisi radikal siipiiriicii ve toksik olmayan maddelerin iiretimine

baglhidir.

Koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanilan, azometin (-CH=N) grubu
iceren ve genel olarak R-CH=NR formiilii ile gdsterilen Schiff bazlarinin olduk¢a genis
calisma alanlar1 bulunmaktadir. Schiff bazlari ligand olusumu ve ¢ok yonliligi
nedeniyle en yaygm kullanilan ligandlardandir ve bunlar kolayca gecis metallerinin
cogu ile kararli kompleksler olusturabilir. Schiff bazi metal kompleksleri ile ilgili
arastirma alaninda kismen biyoinorganik kimya, kataliz ve miknatis kimyasi igeren
disiplinler aras1 alanlarda bir dizi potansiyel ilgi nedeniyle ¢ok genis yer tutmaktadir

(13). Son zamanlarda bazi metal kompleksleri, ila¢ sanayiinde, hastaliklarin teshis ve



tedavisinde onem kazanmaya baslamustir. Ozellikle kiikiirt iceren Schiff baz1 metal
komplekslerinin antikanser 6zelliginin ortaya ¢ikarilmasindan sonra bu komplekslere
olan ilgi daha da artirmistir (14-16). Schiff baz1 komplekslerinin antikanser aktivitesine
sahip olmasindan dolayr tip diinyasindaki 6nemi giderek artmakta ve kanserle
miicadelede reaktif olarak kullanilmasi arastirilmaktadir (17). Gegis metalleri yasayan
organizmalarin normal fonksiyonlari i¢in gereklidir. Biyolojik aktiviteler komplekslerin
redoks aktiviteleri ile iliskili olabilir. Cok yonlii redoks ve spektroskopik 6zellikleri ile
gecis metal kompleksleri, kimyasal niikleazlar olarak metal bazli terapdtik ajanlarin
tasarlanmasi i¢in uygundur (18). Bu kompleksler arasinda bakir (II) kompleksleri genis
biyolojik aktiviteye sahiptir ve bu komplekslerin bazilarinin antitiimér, antiviral ve anti-
inflamatuar ajanlar oldugu bilinmektedir (19). Komplekslerdeki bakir iyonlarinin varlig
ilacin ve organik terapotik ajanlarin etkinligini artirdigi gézlenmistir (20). Ayrica bu
kompleksler kimyasal oksidanlar varliginda DNA’nin oksidatif kesimine yol agabilir.
Son 10 yilda, giligclii DNA baglanma ve kesim kabiliyetine sahip birgok bakir (II)
kompleksi sentezlenmistir. Bunlarin ¢ogu miikemmel antikanser ve apoptoz diizenleyici
etki gostermektedir (21). Gegis metali igeren kompleksler goz oniine alindiginda, gegis
metali iceren ve biyolojik sistemlerdeki fonksiyonlari nedeniyle 6nemli bir bilesik
simifin1 olusturan heterosiklik bilesikler dikkat c¢ekmektedir. Bu bilesikler iginde
benzimidazoller biyolojik aktivitelerinin ¢esitliligi nedeniyle ayr1i bir yer tutar.
Benzimidazol tiirevi bilesikler, antiiilseratif, antihelmintik, antihistaminik,
antiinflamatuar ve antioksidan gibi pek cok etkisi nedeniyle ila¢ etken maddesi olarak

kullanilmaktadir (22).

Bu tez kapsaminda Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen-Edebiyat Kimya
Boliimii 6gretim {iyesi Prof. Dr. Kerim SERBEST ve ekibi tarafindan sentezlenen
benzimidazol tiirevli ligandlarin ve onlarin bakir (II) komplekslerinin ilgi ¢eken
Ozelliklerinin incelenmesi hedeflenmektedir. Bu amagla, calisgmanin ilk asamasinda
komplekslerin DNA ile etkilesip etkilesmedikleri UV spektrofotometri yontemi ile
incelenecektir. Bunun yani sira niikleaz etkinlikleri agaroz jel elektroforezi ile
degerlendirilecektir. Ayrica baglanma modunun tam olarak belirlenebilmesi i¢in termal
denatiirasyon ¢alismalar1 yapilacaktir. Incelenecek ferrosen birimi igeren benzimidazol
tirevli komplekslerinin antioksidatif etkinliklerinin tespit edilmesi amaciyla DPPH

radikal siipiirme aktivitesi ve sliperoksit dismutaz aktivitesi testleri ger¢eklestirilecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Schiff Bazlari ile Tlgili Genel Bilgiler

Merkezinde bir metal iyonu ile buna baglanmis degisik sayida yiiklii veya yiiksiiz
gruplardan olusan bilesikler koordinasyon bilesikleridir. Merkezdeki metal iyonuna
baglanan yiiklii veya yiiksliz gruplar ligand olarak adlandirilmaktadir. Schiff bazlar
koordinasyon kimyasinda en sik kullanilan ligandlardir ve bunlar gecis metallerinin
cogu ile kararli kompleksler olusturabilir. Schiff bazlarinin eldesinde en yaygin
kullanilan metod, alifatik yada aromatik aldehit veya ketonlarin alifatik yada aromatik
primer aminlerle kondenzasyon reaksiyonudur (23). Schiff bazlari, ilk kez 1864 yilinda
Alman Kimyager H. Schiff tarafindan sentezlenmistir. H. Schiff anilinin asetaldehit,
valeraldehit, benzaldehit ve sinnemaldehit ile reaksiyonlarini ¢aligmis ve imin olarak
adlandirdi1 bilesik smifim buldugu calismasit “Yeni Bir Seri Organik Bazlar
(Mittheilungen aus dem Universitétslaboratorium in Pisa: Eine neue Reihe organischer

Basen)” adli makale ile yayinlamistir (Sekil 1), (24).

Q 0
IH /H
| b NH; + O=C_ — = N=C__ + H,0
- CH, | CH,
2
N N

Sekil 1. Bir Schiff baz1 sentezine bir 6rnek

Karbonil bilesikleriyle primer aminlerin reaksiyonu ile elde edilen Schiff
Bazlarinin sentezi iki ana basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, primer aminle
karbonil grubunun kondenzasyonundan bir karbinolamin ara bilesigi meydana gelir.
Ikinci basamakta ise bu karbinolamin ara bilesiginin dehidratasyonu sonucunda Schiff
Bazi olusur (Sekil 2).

Schiff bazlar1 iyi bir azot dondr ligandi olarak da bilinmektedir. Bu ligandlar
koordinasyon bilesiginin olugsmasi sirasinda metal iyonuna bir veya daha ¢ok elektron
cifti vermektedir. Schiff bazlarinin oldukg¢a kararli 4, 5 veya 6 halkali kompleksler
olusturabilmesi i¢in azometin grubuna miimkiin oldugu kadar yakin ve yer degistirebilir

hidrojen atomuna sahip ikinci bir fonksiyonel grubun bulunmasi gereklidir (25).



1. Basamak: katilina

R o OH
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2. Basamak: ayrilma
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Sekil 2. Schiff bazlarinin olusum mekanizmalar1 (Ceylan’dan, 23)
4.1.1. Schiff Bazlan ve Ge¢is Metal Kompleksleri

Schiff bazlarinda bulunan C=N grubunun en karakteristik 6zelliklerinden birisi
metallerle kompleks olusturmasidir. Amin ve/veya karbonil bilesiklerinin metal
iyonuyla kararli bilesik yapabilmesi besli veya altili selat halkas: olusturabilecek bir
yapiya sahip olmalarindandir. Azot atomunun bir ¢ift bag ile baglanmis oldugu
azometin sistemi de 1 orbitalleri sayesinde geri baglanmaya uygun d-metal iyonlart i¢in
koordinasyon bolgesi olabilir. Bu durum, Schiff bazlarimin olusturdugu metal
komplekslerinin yiiksek kararhiliklarinin  diger bir nedenidir (26). Kompleks
bilesiklerinin ozellikleri kullanilan ligand ve metal iyonuna bagl olarak degisim
gostermektedir. Kararliligr etkileyen bir diger etmen kompleks olusumunda kullanilan
metal iyonunun biiyiikligi, yiikii ve iyonlasma gerilimidir (27). Kompleks bilesiklerin
olusumu esnasinda kullanilan Schiff Bazi ligandlarinda eger iki veya daha fazla
koordinasyona giren grup bulunursa “selat® denilen halkali kompleks bilesikler
meydana gelmektedir. Metal-selat olusumu birgok Onemli biyolojik islevlerde yer
almaktadir. Ozellikle kemoterapi alaninda, bazi kimyasal reaksiyonlarda cesitli
substratlara oksijen tasiyici olarak aromatik aminlerin Schiff Bazi kompleksleri tercih
edilmektedir (28). Ayrica bunlarin  kompleksleri tarim sahasinda, polimer

teknolojisinde, polimerler i¢in anti-statik madde olarak kullanilmaktadir (29, 30). Jack-



Bean’in yaptig1 ¢aligmada iireaz enzimi ve bazi hidrojenaz enzimleri igerisinde ¢ok az

miktarda Schiff Bazi Ni(ll) komplekslerine rastlanmistir (30, 31).

Genis spektroskopik 6zellik gostermeleri sebebiyle gecis metali iceren schiff bazl
komplekslerinin sentezine olan ilgi olduk¢a fazladir. Birgok arastirmaci g¢esitli
yontemlerle cok sayida schiff bazi ligandlar1 elde etmis ve ligandlart metal iyonlar1 ile
etkilestirerek pek ¢ok gecis metalinin Schiff bazi komplekslerini hazirlamistir (32).
Antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antibakteriyel ve antikanser 6zellikleri bulunan
schiff bazlarmin sentezi bu agidan oldukg¢a 6nemlidir (33-36). Schiff bazli bilesiklerin
metal kompleksleri renkli maddeler olduklarindan, boya endiistrisinde ve ozellikle
tekstil boyaciliginda pigment boyarmaddesi olarak da kullanilmaktadir (37). Amino
grubunda bulunan azot atomunundaki serbest elektron ¢ifti vasitasiyla Schiff bazlar
birgok metale baglanabilmektedir (38). Son zamanlarda baz1 metal kompleksleri, ilag
sanayinde, hastaliklarin teshis ve tedavisinde 6nem kazanmaya baslamistir. Ozellikle
kiiklirt igeren Schiff bazi metal komplekslerinin antikanser o6zelliginin ortaya

¢ikarilmasindan sonra bu komplekslere olan ilgi daha da artmustir (14).

[k kez Furst tarafindan 1963 yilinda kansere kars1 gosterdikleri iyilestirici etkileri
belirlenen metal gelatlar1 kanser tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. 1969 yilinda
Rosenberg tarafindan platin  bilesiklerinin  antitimor aktivite gdsterdiklerini
belirlemesiyle metal komplekslerinin biyolojik aktiviteleri iizerine ¢aligmalar biiyiik hiz
ve 6nem kazanmistir (39, 40). Cis-platin ozellikle yumurtalik ve testis kanseri igin
kullanilan kanser ilaclarindan biridir. Kemoterapide cis-platinin kullanimi ile testis
kanserindeki basar1 orani yaklasik %90 civarindadir. Fakat cis-platinin kazanilmis ilag
direnci, bulanti, kemik iligi baskilanmasi, nefrotoksite gibi 6nemli yan etkileri vardir.
Bu yan etkilerden 6tiirii cis-platin yerine gecis metali kompleksleri tercih edilmektedir.
Cok yonlii redoks ve spektroskopik ozellikleri ile gegis metal kompleksleri, kimyasal
niikleazlar olarak metal bazli terapdtik ajanlarin tasarlanmasi igin uygundur (41). Bakir,
platinyum, rutenyum gibi farkli gecis metallerini iceren sentetik veya dogal ligandli
bircok kompleksin niikleolitik aktivitesi yogun sekilde arastirllmistir (19). Bu gecis
metallerinden bakir yasam i¢in 6nemli bir iz elementtir. Baz1 bakir komplekslerinin
elektrokimyasal 6zellikleri iizerine yapilan ¢alismalar diisiik indirgeme potansiyeline
sahip komplekslerin biyolojik aktiviteyi artirdigini  gdstermistir (42). Bakir(IT)

kompleksleri genis biyolojik aktiviteye sahiptir ve bu komplekslerin bazilarinin



antitimor, antiviral ve anti-inflamatuar ajanlar oldugu bilinmektedir (19).
Komplekslerdeki bakir iyonlarinin varligi ilacin ve organik terap6tik ajanlarin
etkinligini artirdigi gézlenmistir (20). Ayrica bu kompleksler kimyasal oksidanlar
varliginda DNA nin oksidatif kesimine yol agabilir. Son 10 yilda, giiclii DNA baglanma
ve kesim kabiliyetine sahip bircok bakir (1) kompleksi sentezlenmistir. Bunlarin ¢ogu
miitkemmel antikanser ve apoptoz diizenleyici etki gostermektedir (43). Bu yiizden yeni
kanser ilact gelistirmek i¢in DNA ile kompleksin baglanma mekanizmas1 da
calisiimalidir. Gegis metal kompleksleri, kovalent, interkalasyon, oluga veya
elektrostatik baglanma gibi farkli baglanma modlar araciligiyla DNA ile etkilesir.
DNA’ya kiigiik molekiillerin baglanma ¢alismalart DNA yap1 ¢aligmalari, spesifik sira
kesim ajanlar1 ve potansiyel antitiimor ilaglari olarak kullanimlar1 agisindan oldukca
onemlidir (44). Boyle arastirmalar yiiksek antitimor aktiviteye sahip yeni molekiillerin
modellenmesi ve onlarin biyolojik etkilerinin molekiiler temelde anlasilmast i¢in imkan
saglar (45). Gegis metal kompleksleri ¢ift sarmal DNA baz ciftleri arasina interkalasyon
yapabilir. Bu durum DNA’nin siradan davranigini genel olarak etkileyen ve degistiren
bir etkilesimdir (46). DNA baz ciftleri icine interkalasyon yetenegi ligand
diizlemselligine baghdir. Ustelik, diizlemsel heterosiklik ligandli kompleksler siradist
elektronik Ozellikleri ve c¢esitli kimyasal reaktiviteleri sayesinde iyi sekilde
aragtirtlmistir  (47). Son zamanlarda, bimetalik komplekslerin sentezi artmustir.
Bimetalik kompleksler ilgi ¢ekici antitiimor 6zellik gostermektedir ve molekiiler hedef
bolgelere ¢ift modlu baglanmay1 saglayarak artan kemoterapik etkiye sahiptir. Metal
kompleksleri, DNA’nin polianyonik yapisindaki oksijen atomuna dogru bir secigilik
gosterir, fosfat iskeletinin negatif yiikiinii noétralize eder ve bdylece DNA’da

konformasyonel degisikliklere neden olur (48).

Reedjik ve calisma arkadaslar1 16semi (HL 60) kanser hiicreleri iizerinde yeni
bakir schiff bazli kompleksin DNA baglanma ve kesim yetenegini belirlemislerdir. Son
zamanlarda, Lou ve ¢alisma arkadaglari insan meme kanser hiicreleri (MCF-7) {izerinde

giiclii antitimor aktivite sergileyen schiff bazi ligandli bakir kompleksi hazirlamiglardir
(49).

Niikleik asitlerle etkilesime girebilen yeni molekiillerin arastirilmas: ve
tasarlanmasi giiniimiizde arastirmacilarin {izerinde ¢ok calistigi konulardan biridir.

Gegis metali iceren Schiff bazlar gesitli biyolojik aktiviteleri sebebiyle onemli bir



bilesik sinifidir. DNA’ya baglanabilen veya DNA’y1 kesebilen yeni molekiillerin

tasarlanmasi ve gelistirilmesi agisindan gecis metali igeren Schiff bazlar1 6nemlidir.

Schiff bazlarinin ve gecis metal komplekslerinin baz1 6zelliklerinden ve kullanim
alanlarindan bahsedilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamiz, elde edilecek yeni tiir
Schiff bazi ve komplekslerinin daha ilging 6zelliklere ve kullanim alanlarina sahip

olabilecekleri diisiincesi ile planlanmistir.
4.1.2. Ferrosenler ile ilgili Genel Bilgiler

Ferrosen Sandvi¢ kompleksleri denilen organometalik bilesiklerin ilk 6rnegidir.
Biitiin sandvig¢ yapisindaki bilesiklerde aromatik halka bir gecis metaline baglanir. Bu
baglanmada metalin biitiin karbon atomlarina uzaklig1 yaklasik aynidir. Metal her iki

halkadaki karbon atomu ile etkilesime girer ve bdylece son derece kararli bilesikler

ortaya ¢ikar (Sekil 3).
N —
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Sekil 3. Ferrosen bilesiginin molekiil yapisi

Ferrosen’in ilk bulunusu ve yap1 karakterizasyonunun belirlenmesi 1950 yillarin
baslarindadir (50). Ferrosenin kendine 6zgii sandvig yapisinin olusu hidrokarbonlarla d-
blogu metal bilesiklerin ortaya ¢ikmasina onciiliik etmistir. Boylece, organometalik
bilesiklerde d blok metal karbon baglariyla ilgili calismalara daha biyiik ilgi
gosterilmistir.  Ferrosenin  bulunmasiyla d blok organometalik sentez ve
karakterizasyonu iizerine yapilan arastirmalarda artis olmustur. Ferrosenin 1951 de
bulunusundan sonra benzer aromatik bilesiklerde bulunmustur. Genellikle 5 ve 6 iiyeli
aromatik halkalar1 ve zirkonyum, mangan, kobalt, nikel, krom ve uranyum gibi
metalleri i¢eren bu tiir bilesikler “Metalosen” olarak da bilinmektedirler (51-53).
Ferrosenin disindaki disiklopentadienil tlirevleri ¢ok kararli aromatik bilesikler
olmamakla beraber asite, baza ve neme karsi hassas bilesiklerdir. Bu yiizden bu

bilesiklerin yeni tiirevlerinin yapilmasi i¢in pek ¢alisiimamastir.
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1954 yilinda ferrosen’in sandvi¢ yapist IR, NMR ve X-ray calismalari ile
belirlenmistir. X-ray analizi sonuglarinda ferrosen, demir(Il) iyonunun iki
siklopentadienil halka arasinda yer aldig1 bir bilesik olarak tanimlanmustir. Ferrosendeki
C-C bag uzunlugu 1.40 A° ve C-Fe uzunlugu hepsinde 2.04 A°’dur. Ferrosenin
yapisinin agiklanmasindaki en biiyiik kanit halka karbonlar1 ve demir atomu arasindaki
esit bag uzakligidir. Her halkadaki 5 karbon atomu demir atomuyla esit etkilesim

igindedir (54).

Diinyanin her tarafinda siiren organometalik bilesiklerle ilgili bir ¢ok caligmada
oldukg¢a Onemli asamalar kaydedilmis ve 1974 yilinda Ernst Fisher ve Geoffrey
Wilkinson’a bu alandaki basarilarindan dolay1 Nobel 6diilii verilmistir (55). Daha sonra
yapilan c¢aligmalar biyoorganometalik kimyanin da ylikselisi ile ferrosen tiirevlerine
dikkat c¢ekmistir. Ferrosenin sulu ve aerobik ortamlardaki kararlilifi ve c¢ok cesitli
tirevlerinin hazirlanabilmesi, ferrosen ve tiirevlerini biyolojik uygulamalar icin ilgi
¢ekici molekiiler arasina katmigtir. Son zamanlarda, ferrosenin DNA, RNA, protein ve
karbonhidratlar gibi pek ¢ok molekiille etkilesimi sonucu bir¢ok tlirevi sentezlenmistir
(56, 57). Birgok ferrosenli yapilarin ve ferrosenin yiikseltgenmis formuna sahip
ferrosenyum tuzlarinin anti timor etkisi belirlenmistir (58, 59). Tamoksifen ve tlirevleri
meme kanseri tedavisinde kullanilan baslica ilaglar olmasina ragmen uzun siireli
kullanim1 etkisini yitirmesine neden olabilmektedir. Bu yiizden tamoksifen iceren
ilaglarin gelistirmesinde ferrosen iceren analoglarin, “ferrosifenlerin” ¢ok iyi sonuglar

verdigi goriilmiistiir (Sekil 4), (60).

R H
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_ o/ Fe W/
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O(CH,),N(CH3), @ O(CH,),N(CH3),
Tamoksifen (R =H) Hidroksiferrosifen

Hdroksitamoksifen (R = OH)

Sekil 4. Tamoksifen ve ferrosifen bilesikleri (Giircan’dan, 39)

11



4.1.3. Benzimidazoller ile Tlgili Genel Bilgiler

Benzimidazol, benzen ve imidazol halkalarinin kondenzasyonundan olusmus bir
halka sistemidir (Sekil 5). Benzimidazol halka sistemi iki farkli yapida azot atomu
icermektedir. Uzerinde hidrojen atomu tasiyan azot “imino azotu” veya “pirol azotu”,
tersiyer yapidaki diger azot ise “piridin azotu” veya “tersiyer azot” olarak

adlandirilmaktadir (61).

N

N

H
Sekil 5. Benzimidazol yapisi

IIk kesfedilen benzimidazol bilesigi, 1872 yilinda Hoebrecker’in 2-nitro-4-
metilasetanilidi kalayla indirgenmesi ile elde ettigi 2,5(2,6)-dimetilbenzimidazol
bilesigidir (62). Benzimidazoller genel olarak kristal yapili, suda az, alkolde ise kolayca
coziinebilen, yiiksek erime ve kaynama noktasina sahip katilardir. Bazik 6zelligi asit
ozelliginden daha baskin amfoterik karaktere sahip benzimidazoller, metal ve asitlerle
tuz olustururlar (63). Uzerindeki ortaklanmamis elektron ¢ifti bulundurmasindan,
reaksiyona girdikleri atom veya gruba elektron verebilen tersiyer azot atomu
icermesinden 6tiirii bazik karakterlidir (Sekil 6). Imino hidrojeni ise yapiya asidik
ozellik kazandirmaktadir. Ayrica elektronegatif gruplara sahip benzimidazoller asidik

karakteri artirmaktadir (64).

“:>” N
P, P

Sekil 6. Benzimidazol’iin bazik yapis1 (Yilmaz’dan, 63)

Benzimidazol (pKa=5.5), imidazole (pKa= 7.0) gore daha zayif bir baz olmasinin
sebebi imidazol ve benzen halkalar1 arasindaki konjugasyondur. Benzimidazol halkasi

icerisindeki konjugasyonun olmasi yapmin kararliligini arttiran bir etkendir. Benzen
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halkas1 tizerindeki siibstitiie gruplarin bulunmasi bazik giicii etkilemektedir. Elektron
cekici gruplar bazik giicli azaltirken, elektron salici gruplar bazik giicii arttirmaktadir

(Sekil 7) (65).
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Sekil 7. Benzimidazol rezonanas formiilleri (Yi1lmaz’dan, 63)

Rezonans formiillerinden de goriildiigli {lizere, azot iizerindeki elektronlarin
benzen halkasina ge¢mesiyle olusan yapilar, 5(6) konumunun elektrofilik siibstitiisyona
kars1 reaktif olmasmni saglamaktadir. Cok giiclii asidik sartlarda bile, elektrofilik
siibstitlisyon, heterosiklik halkaya degil, 5 numarali karbona dogru gergeklesir ve 5-

monosiibstitiie benzimidazol tiirevi elde edilir (66).

Serbest imino hidrojeni icerdigi i¢in benzimidazoller, tautomerik sistemlerdir.
Green ve Day, 1942 yilinda 3-nitro-4-asetamido-benzoik asit ve 4-nitro-3-
asetamidobenzoik asitin rediiksiyonu ile ayn1 benzimidazolii elde etmislerdir, bu durum

benzimidazoliin tautomerik karakterini gostermek adina faydali olmustur (Sekil 8) (67).

ﬁ _
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Sekil 8. Benzimidazol rediiksiyon reaksiyon denklemi (Kiigiik’ten, 67)
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Benzimidazollerin en belirgin 6zelliklerinden biri kimyasal dayaniklikli
olmalaridir. Asitler ve bazlarla muamele edildiginde bile direng gdsterirler. imidazol
halkas1 yiikseltgenmeye karst ¢ok direnglidir. Benzimidazol, KMnO, ile
etkilestirildiginde benzen halkasi yiikseltgenerek pargalanir ve 4,5-imidazolkarbosiklik
asit olusur. Benzimidazoldeki imidazol halkasi indirgenmeye karst da ¢ok direnclidir.
Hatta benzen halkasi bile indirgenmeye kars1 biraz direng gosterir. Benzimidazoller Ni
ve hidrojenle indirgenmezken, 2-metil-2-etil-ve 1,2-dimetilbenzimidazol buzlu asetik
asit i¢inde platin oksit iizerinde hidrojenlendigi zaman karsilik gelen tetrahidro
tirevlerine doniisiir. 2-Fenilbenzimidazol bu kosullarda 2-siklohekzil-4,5,6,7-
tetrahidrobenzimidazol verir. Benzimidazoliin kimyasal etkinligi, azotlarin tuz olusumu,
acillenme ve alkillenme tepkimeleri ile benzen halkasinin elektrofilik siibstitasyon

tepkimesinden olusmaktadir (68).

Benzimidazol halka sistemi niikleotit bazlarinin yapisini olusturan piirin halkasina
olan benzerligi ve biyolojik olarak aktif bircok bilesigin yapisinda bulunan 6nemli bir
farmakofor grup olmasi nedeniyle ilag¢ kesfinde anahtar rol oynayan 6nemli bir yapidir
(69). Literatiirdeki birgok c¢alismada, farkli heterosiklik halkalar1 ile benzimidazol
tirevlerinde, etkiden sorumlu grubun benzimidazol halkasi oldugu bildirilmistir (70).
Benzimidazol halkasini tasiyan antikanser ilaglar sayica az olmasina ragmen halka
sisteminin antikanser etkinligi {izerinde literatiirde ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir
(71, 72). Ayrica, yeni antimikrobiyal etkili bilesiklerin gelistirilmesi i¢in yapilan
calismalarda, dikkat ceken yapilardan birisi de benzimidazol halkasi tasiyan
bilesiklerdir. Benzimidazol tiirevli bilesikler, antiiilseratif, antihelmintik, antihistaminik,
antiinflamatuar ve antioksidan gibi pek ¢ok etkisi nedeniyle ila¢ etken maddesi olarak

kullanilmaktadir (73).

Benzimidazol, vitamin B12 ve bircok dogal bilesigin bileseni olarak anti-timor
etki (74), niikleik asit sentezinin inhibisyonu (75) gibi ¢ok genis farmakolojik 6zellikler
gosterir. Anti-kanser ilaglardan imet 3393 (cytostasan) yapisinda benzimidazol
halkasina sahiptir (76). Bazi benzimidazol tiirevlerinin metal kompleksleri
metalloenzimler (77) ve serine proteases (78) gibi bir¢ok biyolojik molekiil i¢in model
bilesik olarak kullanilir. Ayrica benzimidazol tiirevleri anti-viral, anti-fungal etki
gostermektedir (79). Benzimidazol ve tiirevleri bakteri ve maya gelisimini engelledigi

bilinmektedir. Alkil siibstitlie benzimidazoller grip hastaliina sebep olan Lee
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bakterisinin ¢ogalmasii engellemektedir (80). 4 -(benzo [d] imidazol/oksazol-2-il)

benzamidler bilesigi analjezik etkiye sahiptir (81).
4.2. DNA ile Ilgili Genel Bilgiler

DNA molekiiliiniin yapis1 ilk kez 1950’li yillarda Watson ve Crick tarafindan
yapilan deneyler sonucunda aydmlatilmistir (82). Bir niikleotit olan DNA, bir purin
veya pirimidin tiirevi olan azot igceren bir baz, bir pentoz sekeri ve bir veya birden fazla
fosfat grubundan olugmaktadir. Temel iskelet seker—fosfat birimlerinden olusurken, bu
molekiillerin birbirlerine baglanmasini1 fosfodiester baglar1 saglar. DNA zincirlerinde
seker-fosfat iskeletinin sadece yapi gorevi bulunurken herhangi bir genetik bilgi
icermez. DNA molekiiliinde, genetik bilginin depolanmasindan sorumlu yapi bazlardir
ve DNA’da yer alan purin bazlar1 adenin (A), guanin (G) ve primidin bazlari sitozin

(C), timin (T) seklindedir (Sekil 9), (83).

0 NH, 0
P e:s
BT N\> N7 | H.\I)j_q
T 0
BN N7 N N 2N

Adenin, A Guanin., G Sitozin, C Timin, T

Sekil 9. DNA molekiiliinde yer alan bazlar (Giircan’dan, 39)

Niikleik asitlerin primer yapisi, bir niikleotitteki 5'-fosfat gruplariyla diger
niikleotitteki 3'-hidroksi gruplar1 yoniinde kovalent baglarla birbirine baglanmalari ile
olusur, basit bir sekilde niikleotitlerin sirasidir. DNA zincirlerinin seker ve fosfat
gruplar1 hidrofilik olup, seker birimlerindeki hidroksil gruplari su molekiilleri ile
hidrojen baglar olustururlar. Niikleik asitler, fizyolojik pH degerlerinde fosfat grubu
tizerindeki zayif asidik gruplar iyonlagmis oldugundan, bir polianyon karakteri tasirlar
(84).

1953°te iki geng arastirmaci, James Watson ve Francis Crick, DNA’nin yapisinin
ikili sarmal seklinde oldugunu 6nermistir. Bu Onerilerini “Nature” dergisinde “Niikleik
Asitlerin Molekiiler Yapisi: Deoksiriboz Niikleik Asiti I¢in Bir Yap1” adli kisa bir

makale ile yaymlamislardir. Watson ve Crick’in 6nerilerini gelistirmesi i¢in kritik olan
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bulgular, baslica iki kaynaktan gelmektedir. Bunlardan ilki, hidroliz edilmis DNA

orneginin baz kompozisyon analizi iken, ikincisi DNA’nin X kirinim ¢alismalaridir.

Baz kompozisyonu c¢alismalari, Erwin Chargaff ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmistir. 1949-1953 yillar1 aras1 birgok organizmadan elde edilen DNA
orneklerinden dort bazi ayirmak i¢in kromatografik yontemler kullanilmigtir. Daha
sonra nicel yontemleri kullanarak her bir 6rnekteki dort bazin miktarini tayin edilmistir.
Elde edilen verilere gore, DNA molekiiliiniin baz kompozisyonunun kesin profili

¢ikarilmstir.

X kirinimi analizi ¢aligmalart DNA’nin yapisinin aydinlatilamsi adina ¢ok faydali
olmustur. DNA zincirleri X-151n1 bombardimanina tutuldugunda, molekiiliin atomik
yapisina gore 1sinlar sacilarak, sagilim profili, fotograf filmi iizerinde lekeler halinde
belirtilerek, 6zelllikle molekiildeki diizenli yapilar ve genel goriinlimiin incelenmesi
miimkiin olmustur. 1950-1953 yillar1 arasi, Maurice Wilkins’in laboratuarinda DNA’nin
X-1s1m1 kirmmimi ¢alisan Rosalind Franklin, daha saf DNA orneklerinden, daha gelismis

X-1s11 verilerini elde etmistir.

Watson ve Crick bu verilerden faydalanarak 1953’te DNA’nin yapisini
belirlemislerdir. DNA sarmalin1 Watson-Crick modeli ile agiklamiglardir. Bu modele

gore;

1. Iki uzun poliniikleotit zinciri bir merkez eksen etrafinda kivrilarak, sag el ikili
sarmal yapisini olusturur.

2. Iki zincir birbirine antiparaleldir; yani, iki zincirin C-5' ucundan C-3'ucuna
dogru olan yonleri birbirine gore terstir.

3. Her iki zincirin bazlar diizlemsel yapidadir ve diizlemelri eksen diktir; bazlar
arasinda 3,4 A° (0,34 nm) mesafe olacak sekilde birbiri ardiana istiflenir ve
sarmalin i¢inde yer alir.

4. Kars1 zincirlerdeki azotlu bazlar, hidrojen baglar ile baglanarak birbileri ile
eslesirler; DNA’da sadece A ile T ve G ile C eslesmesi miimkiindiir.

5. Sarmalin her bir tam doniisii 34 A® (3,4 nm)’dir; bdylece her bir doniiste 10 baz
yer alir.

6. Molekiiliin herhangi bir boliimiinde, eksen {izerinde sira ile daha genis olan

biiyiik oluklar ve daha dar olan kiiglik oluklar yer alir.
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7. Sarmalin ¢ap1 20 A° (2 nm)’dir (Sekil 10) (85).

Hidrojen
bagi

Seker fosfat
omurgast

Sekil 10. Watson-Crick DNA modeli (Oner’den, 84)

DNA’nin Franklin tarafindan gekilen ilk X-ray fotografindan DNA bazlarinin
birbirleriyle sikica istiflendigi anlasilmistir ve DNA molekiiliiniin bir sarmal olacagi
sonucuna ulasilmistir. Watson ve Crick, bu X-ray fotografindan faydalanarak ve bu
konuyla ilgili yapilan diger ¢alismalarinin sonuglarin1 da degerlendirerek Adenin ile
Timin, Sitozin ile Guanin arasinda Hidrojen baglar1 oldugunu ileri siirmiislerdir (Sekil

11) (86, 87).
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Sekil 11. A-T ve C-G arasindaki Watson-Crick hidrojen baglar1 (Oner’den, 84)
4.2.1. DNA’nin Farkh Sarmal Formlari

Degisik izolasyon kosullarina gore, DNA’nin farkli konformasyonel formlar
tanimlanmistir. DNA sarmal yapist ile ilgili li¢ farkli konformasyonel yap1 saptanmistir.
Bu konformasyonlar; A-DNA, B-DNA ve Z-DNA seklindedir (Sekil 12). Birbirleri ile

hidrojen baglartyla eslesen purin ve pirimidin bazlar1 ise sarmalin i¢ kisminda, sarmalin
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uzun eksenine dik bir diizlem iizerinde ve her bir eslesmis baz ¢ifti birbiri {izerine
istiflenmis olarak diizenlenirler. Boyle bir istiflenme ise eslesmis bazlarin kuvvetli Van der
Waals etkilesimleri yapmalarin1 saglar. Ayrica, sarmalda yer alan iki zincir birbirine gore

antiparalel olarak yonlenmislerdir (88).

Sekil 12. DNA’’nin farkli sarmallari: A-DNA, B-DNA, Z-DNA

Her ii¢ konformasyon iki tane antiparalel poliniikleotit zincirinin hidrojen baglari
ile baglanmasi ile olusur, fakat sarmal sekilleri birbirinden farklidir. A-DNA sarmali
sik1 bir yapida olup oluklarin derinlikleri birbirine benzerdir. A-DNA yiiksek tuz veya
dehidrasyon kosullarinda baskin olan yapidir. Bu formun ¢ap1t 23 A° olup her
doniistinde 11 baz cifti yer alir. En baskin form olan B-DNA formunda biiyiik oluk ve
kiigiik oluk olmak {izere iki farkli oluk bulunur. Bu form, diisiik tuz derisiminin oldugu
sulu ortamda bulunan formudur ve biyolojik olarak ©nemli olduguna inanilan
konformasyondur. B-DNA’nin ¢apt 34 A”’dur ve her doniiste 10 baz cifti bulunur. Z-
DNA ise daha farkli bir yapidadir. Sarmalin ¢ap1 18 A® olup her bir doniiste 12 baz cifti
igerir ve zikzak konfigiirasyona sahiptir. Z-DNA’da biiylik oluk neredeyse yok gibidir
(89, 90).

4.2.2. DNA ile Kii¢iik Molekiillerin Etkilesimi

Niikleik asitler; su, kiiciik organik molekiiller, metal iyonlar1 ve komplekslerini de
iceren pek ¢ok kimyasal tiir ile doniisiimli olarak etkilesirler. Bu dontigiimli etkilesimler
DNA yap1 ve fonksiyonu icin oldukca Onemlidirler ve niikleik asitlerin cesitli

konformasyonlarinin kararli kilinmasi bu molekiillerle saglanir. DNA ile etkilesen suyun
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konsantrasyonu, tuz konsantrasyonundaki (iyonik gii¢c) degismeler ve organik molekiillerle
etkilesimler sonucu niikleik asitlerde inanilmaz yapisal degisimler goriilir (91). Bu
degisimler, niikleik asitlerin yapist ve fonksiyonu i¢in olduk¢a Onemlidir. Nikleik asit
konformasyonlar1; su, metal iyonlar1 veya organik katyonlarla tersinir etkilesimler
araciligryla dengelenir. Ayrica, viral hastaliklar ve kansere karsi kullanilan ilaglarin en
onemlileri niikleik asitlerle tersinir etkilesenlerdir. Niikleik asitlerle kiigiik molekiillerin
etkilesimi {izerine yapilan ¢aligmalarda DNA’nin tercih edilme sebebi, DNA’nin hiicresel

sistemlerde olan ¢ogu biyokimyasal siiregleri diizenlenmesinden kaynaklanir (92, 93).

Molekiillerin ve iyonlarin ¢ift sarmal niikleik asitlerle etkilesimi ii¢ sinifa ayrilir: Dig
elektrostatik etkilesimler, oluga baglanma etkilesimleri ve interkalasyon (Sekil 13). Alkali
ve toprak alkali metal iyonlari ile ¢esitli organik molekiillerin katyonlar1 DNA ile dis iskelet
tizerinden elektrostatik olarak etkilesirler. Niikleik asitlerin biiylik veya kiiclik oluklarinda
yer alan baz ciftlerinin disa yonelik kisimlartyla molekiillerin dogrudan etkilesimlerini
iceren oluga baglanma ekilesimleri, ¢esitli fonksiyonel gruplara sahip organik sistemler ile
DNA arasinda gergeklesir. Interkalasyon ile gerceklesen etkilesimler ise baz ciftleri arasina
diizlemsel veya diizlemsele yakin aromatik halkali sistemlerin veya boyle geometriye sahip

metal komplekslerinin girmesi ile olusurlar (94).

Sekil 13. DNA ile kiigiik molekiillerin etkilesimi: Dig elektrostatik etkilesim, oluga
baglanma, interkalasyon (Agir’dan, 94)

4.2.2.1. Dis Elektrostatik Etkilesimler

Niikleik asitler, anyonik fosfat gruplarimin negatif yiiklii olmasindan 6tiirii yiiksek
derecede yliklii polielektrotlardir. Alkali metaller gibi katyonlarla kuvvetli bir sekilde
etkilesebilirler (95, 96). Kiiciik katyonlardan biiyiik proteinlere kadar ¢esitli iyonik tiirlerin
baglanma serbest enerjisinin 6nemli bir kismi kompleksteki niikleik asit yiiklerinin

notrallesmesine sebep olur. Ayrica karst iyonlarin saliverilmesine uygun entropik etki
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olusur. Sabit bir sicaklikta, bu entropik etki niikleik asit denatiirasyonuna sebep oldugu gibi
¢Ozeltinin tuz konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak da katyonik ligandlarin

baglanmasini artirir. (Sekil 14), (97).

Sekil 14. DNA ile kii¢iik molekiillerin dis elektrostatik etkilesimi

Gecis metalleri kismi olarak dolu d—orbitallerine sahip olduklari i¢in serbest radikal
olusturabilirler. Su molekiillerini kolaylikla verebilen geg¢is metalleri, i¢ kiire koordine
kompleksler olusturabilir. Gegis metalleri genellikle bazlarla dogrudan etkilesmelerine
ragmen fosfat gruplarina dolayli olarak baglanir. Cogu gecis metalleri, piirin bazlarinin N7
ile veya pirimidin bazlarinin N3 atomu ile reaksiyona girerek ¢ift sarmal yapiy1 bozarlar.
Niikleik asitlerin dis yilizeyi boyunca su molekiilleri baglanir. Niikleik asit
konformasyonlarinin kararliliginda su molekiillerinin yiiklii fosfat gruplari ile spesifik

etkilesimleri kadar bazlardaki polar gruplarla ve sekerlerle spesifik etkilesimleri de etkilidir
(39).

Bir baska dis elektrostatik etkilesim tiiri de spesifik olmayan etkilesimlerdir.
Diizlemsel aromatik molekiiller ve dimerler daha yiiksek yigmlar olusturmak icin
birbirlerinin istiine istiflenebilirler. Bir madde molekdilleri yiiklii oldugunda, elektrostatik
olarak birbirlerini iterler. Oysaki, eger katyonlar anyonik DNA seker-fosfat zinciri ile
etkileserek zincir ekseni boyunca istiflenirse yiik itmesi azalir ve bu tip baglanma ¢ift zincir

boyunca diizlemsel katyonlarin spesifik olmayan dis istiflenmelerine sebep olur (98).
4.2.2.2. Oluga Baglanma Etkilesimleri

Niikleik asitlerin bilyiik veya kiigiik oluklarinin birinde yer alan baz giftlerinin
oluga bakan fonksiyonel gruplarin olusturdugu kisimlar1 ile diger molekiillerin
dogrudan etkilesimleri oluga baglanma etkilesimleridir (Sekil 15) (95). Oluga baglanma
hayli giiclii bir baglanma ¢esididir ve bu baglanma, bir molekiil, DNA’nin oluklarinin
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birine uygun biiyiiklik ve sekilde ise gerceklesir (99). Oluga baglanarak etki gdsteren
ilaclar; biyolojik etkilerini, DNA replikasyonu, transkripsiyonu, rekombinasyonu ve
mitoz sirasindaki kromozom ayrilmasi gibi hiicresel genetik islemlerde ¢ok Onemli
gorevleri olan enzimlerle, DNA’nin etkilesimini engelleyerek gosterdikleri
bilinmektedir. Oluga baglanma, DNA konformasyonunda kiiciik degisikliklere neden
olmakta, DNA’nin dogal seklini 6nemli 6l¢iide bozmamaktadir (100).

Sekil 15. DNA ile oluga baglanma (Gdkge’den, 89)

Tipik olarak, pirol, furan veya benzen gibi basit aromatik halka sistemlerine sahip
molekiiller kii¢iik oluga baglanabilir. Kii¢iik olugun sarmal seklindeki kavisine uymak igin
molekiildeki bu halkalarin uygun bir sekilde biikiilmesi ve su ile yer degistirmesi ile
miimkiin olur. Kiiclik olukta A:T bdlgelerinin genislik agisindan daha uygun olmasi
sebebiyle aromatik molekiillerin bu bolgeyle etkilesimi daha kolaydir ve olugun dis

yiizeyini olusturan sarmal zincirlerle van der Waals etkilesimleri yapar (101).
4.2.2.3. interkalasyon Etkilesimleri

DNA ile poliaromatik molekiilerin interkalasyonu ilk kez Lerman tarafindan
onerilmistir (101). Interkalasyon siirecinde, aromatik bilesigi bazlar arasi bosluga
uydurmak i¢in seker—fosfat baglarina ait biikiilme agilarinda degisiklikler meydana
gelir. DNA omurgasindaki biikiilme, baglarin rotasyonunun bir sonucu olarak
interkalasyon bolgesinin olusumu, interkalasyon bdlgesindeki helikal doénmenin
azalmasi ve ¢ift sarmalin uzamasi ile baz ¢iftlerinin ayrilmasina neden olur (39, 93).
Etkili intekalatorler diizlemsel olmali ve siklikla diglii birlesmis 6 tiyeli halkalari
icermelidir. Geometri, elektron yapi, konformasyon, stabilite ve interkalator

molekiillerin etkilesim mekanizmasinin arastirilmast kuantum kimyasinin 6nemli
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aragtirma konusudur. Bdoyle arastirmalar yiiksek antitimdr aktiviteye sahip yeni
molekiillerin modellenmesi ve onlarin biyolojik etkilerinin molekiiler temelde
anlasilmasi icin imkan saglar (45). Interkalasyon, diizlemsel aromatik bir siibstitiientin
DNA baz ciftlerinin arasima girmesi ve bunun sonucunda dogal olarak DNA sarmal

yapinin agilmasi ve uzamasi ile sonuglanmaktadir (102).

Etidiyum bromiir gibi heterohalkali organik sistemlerin DNA’ya interkalasyon
yoluyla baglandigi bilinmektedir (Sekil 16, Sekil 17) (103). Bu molekiilin doygun
konsantrasyonu ile DNA interkalasyonunda her bir baz ¢ifti arasin1 doldurdugu X-1s1m
yapt ¢aligmalari ile ortaya konmustur ve bu etkilesimde etidiyum bromiir molekiillerinin

eslesen baz ciftleri arasindaki 10.2 A’luk bir boslugu doldurdugu tespit edilmistir.

Sekil 16. DNA ile interkalasyon (Gokge’den, 89)

Sekil 17. DNA ile EB’iin interkalasyonu (Gokge’den, 89)

Diizlemsel aromatik hetero halkali organik yapilar yaninda azot igeren
heterohalkal1 ligandlarin diizlemsel katyonik metal komplekslerinin de DNA ile
interkalasyon yaptig1 tespit edilmistir. Platin kompleksleri en bilinen 6rnekleridir ve

icerdikleri halka sistemleri DNA ile interkalasyon yoluyla baglanmay1 kolaylastiran bir
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etmendir. Ayrica DNA ile interkalasyon i¢in uygun yapisal fonksiyonlara ve
geometrilere sahip, rutenyum, bakir ve mangan iceren komplekslerin bu 6zellikleri de

cesitli yontemlerle analiz edilmistir.

Bisinterkalatorler iki ayr1 interkalasyon yapan diizlemsel (kromofor) halka
sistemine sahiptirler ve halka sistemleri birbirlerine uzunluk ve rijitlikge degisebilen
zincirlerle baglanirlar. Bisinterkalatorlerin monomerik olanlara gore ¢esitli potansiyel
avantajlar1 vardir. Interkalasyonu saglayan birimlerin sayist DNA ile baglanma ilgisini

oldukga artirir (104, 105).
4.3. DNA Kesim (Niikleaz) Etkinligi

DNA kesme, bircok biyolojik siireci ve ayrica genetik materyallerin
biyoteknolojik manipiilasyonunu da kapsayan onemli bir enzimatik reaksiyon olarak
kabul edilir. Ornegin, topoizomeraz enzimleri, DNA’nin bir ya da her iki dizisini
keserek, replikasyon, transkripsiyon ve diger hiicresel transaksiyonlarda olusan DNA
problemlerini ortadan kaldirir. Diger bir 6rnek yabanci DNA kesmesi ya da etkilenmis
hiicrenin apoptozisi (programlanmis hiicre 6liimii) sirasinda hiicresel DNA’ nin degrade

olmasiyla, viriis enfeksiyonlarina kars1 hiicreyi koruyan restriksiyon enzimleridir (39).

Biyoteknoloji ve ilag sanayinde yapay kimyasal niikleazlarin gelistirilmesi son
derece Onemlidir. Segici DNA kesme niikleazlarin dizayn edilmesi kemoteropik
ajanlarin ve antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesine onciiliik edecektir. Bunun yani sira
yapay niikleazlar biyologlar icin DNA manipiilasyonu i¢in 6nemli ve yeni araglar
sunacaktir. Bu amagla gecis metal kompleksleri yapisal zenginligi ve reaktivitesi
nedeniyle son yillarda dikkat ¢ekici bir rol almaktadir. Ornegin 1,10-fenantrolinin bir
bakir kompleksi DNA-protein etkilesimlerinin detayl bir sekilde ¢aligilmasi i¢in gerekli
olan DNA-parmak izi deneyleri i¢in kullanilmaktadir. Gegis metal kompleksleri ¢ok
cesitli yapisal Ozellikleri ve kontrol edilebilir redoks potansiyelleri nedeniyle yapay
niikleaz uygulamalari i¢in ¢ok uygundur. Ayrica ligandlar metalloproteinlerdeki aktif
gruplara benzer sekilde biyolojik gruplar ve metal iyonlar1 olacak sekilde tasarlanabilir.
DNA kesmenin etkinligi, metal komplekslerini DNA’ya ilgisini arttirarak
genisletilebilir. Bu is i¢in uygun olan koordinasyon bilesiklerinin DNA’ ya baglanabilen
bir gruba sahip olmasi gerekir. Boylelikle metal kompleksin DNA’ya odaklanma
yetenegi arttirilabilir (89).
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DNA kesme mekanizmasi oksidatif ya da hidrolitik yolla olabilirken oksidatif
kesme seker veya niikleobazlarda meydana gelir. Buna karsilik hidrolitik kesme DNA
nin fosfodiester bagindan meydana gelir. DNA’nin omurgasi biyolojik sistemlerde sik
rastlanan bir kimyasal bag olan fosfodiester zincirleriyle olusmustur. Bu yiizden
DNA’nin hidrolizi ¢ok 6nemli bir enzimatik reaksiyondur. Ancak DNA’nimn hidrolize
olan olaganiistii kararliligi nedeniyle bu reaksiyon olduk¢a zordur. Fosfodiester
baglarini hidroliz eden enzimler ¢cogunlukla aktif bélgerinden Mg+2, Zn*2, Mn*? Ca*? ve
Fe*? gibi katalitik metal iyonlarini icerirler. Bu yiizden metal kompleksleri fosfodiester

baginin kesilmesi i¢in ¢ok uygun bir aragtir (39).

Cift sarmall1 (double stranded) DNA’nin fosfodiester baginin hidrolizi ile yiiriiyen
hidrolitik kesmesi, deoksiriboz seker kismindan veya guanin bazindan meydana gelen
oksidatif DNA kesmesi ile karsilastirildiginda hiicre agisindan ¢ok daha fazla

avantajlidir.
DNA’nin kovalent modifikasyon mekanizmalar iki kategoride siniflandirilir:
e Elektrofillerin DNA’nin niikleofilik kisimlariyla reaksiyonu
¢ Radikallerin DNA ile reaksiyonu.

Elektrofiller, DNA yapisindaki farkli niikleofilik kisimlarla etkilesebilir. Kimyasal
yapilarina bagli olarak DNA’nin belli niikleofilik kisimlarina segicilik gosterirler. DNA
da guaninin N7, N3 ve ekzosiklik N2 amino grubu ile ile adeninin N7 ve N3 kisimlari
dogal tiriinlerle en ¢cok modifikasyona ugrayan kisimlaridir. Piirin kalintilarinin N7 ya
da N3 pozisyonundan elektrofilik modifikasyonu glikozidik bagin zayiflamasiyla
sonuglanir. Bunun sonucunda abazik bdlge olusur ve noétral sartlarda bu bolgeler
hidrolizlenerek DNA kesimi gergeklesir. DNA bazlarindaki ekzosiklik azot ve karbonil
oksijenleri ya da DNA omurgasindaki fosfat oksijenleri ile elektrofilik tiirlerin
reaksiyonu genellikle kararl idirlinler olusturur Bazi radikal tiirleri DNA ile degisik
pozisyonlarda etkilesirler. DNA’nin radikaller tarafindan hasara ugratilmasinda en
onemli yol deoksiribozdan hidrojen atomu kopartilmasidir. Deoksiriboz sekerinden
hidrojen atomu koparilmasi seker fosfat omurgasinin kirilmasina sebep olur. Seker
fosfat omurgasina etkimeye ek olarak bazi radikaller de DNA bazlan ile etkilesirler. Bu
reaksiyonlar seker fosfat omurgasinin kirilmasina sebep olmazlar fakat DNA

yapisindaki modifikasyonlar biyolojik olarak ©nemlidirler. Spesifik bir baglanma
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olmadig1 zaman DNA kesimi genelde kiigiik dizilerle ya da baz 6zgiinliigiiyle meydana
gelir. Bunun aksine alkilleyici ajanlarla DNA kesimi bir veya daha fazla DNA bazi igin

selektivite gosterir (89).

Bir¢ok kesim maddesi, kapali ¢ift zincir DNA molekiilleri ile etkileserek
stipersarmal ¢ift zincir DNA molekiillerini siipersarmal formdan (Form I) kirik forma
(Form II) ve lineer formlara (Form III) ve en sonunda da kiiclik DNA parcalarina
dontstiirir. Cogu antikanser ilaglar1 hiicre DNA’s1 ile etkileserek hiicre hasari
gosterirler. Eger bir ilag, seker-fosfat zincirinde tek bir kirik olusturursa molekiil,
siipersarmal formdan (Form I) kirik forma (Form II) veya dogrusal forma (Form III)
doniistir. Eger ilk kirilmanin oldugu zincirin karsisindaki zincirde ilk kirilmaya yakin
bir yerde ikinci bir kirilma olursa DNA molekiilii dogrusal forma doniisiir. Dolayisiyla,
her iki DNA zincirini karsilikli zincirlerden kesen bir ilag, Form I’in dogrudan Form

III’e doniismesine sebep olur.
4.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylasilmamis elektron
iceren kimyasal yapilardir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili
bir organik molekiil olabilir. Dis orbitallerde paylasiimamis elektron bulunmasi, s6z
konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistii arttirdigi i¢in, radikaller reaktivitesi gok

yiiksek olan kimyasal tiirlerdir. Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelirler (10).

e Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik (500 - 600 °C) kimyasal baglarin kirilmasina neden
olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar
iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirllmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom
iizerinde de paylasilmamis elektron kalir. Paylasilmamis elektron tasiyan tiirler
radikalik 6zellik gosterirler.

e Notr Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zellik gdstermeyen bir
molekiilden elektron kaybi sonucu dis orbitalinde paylasilmamis elektron
kaliyorsa, radikal formu olusur. Ornegin, askorbik asit ve tokoferol gibi
hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri

indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.
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e NOotr Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile
tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusturuluyorsa,
bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin, molekiiler
oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksidi
olusturur.

Hiicresel kosullarda 6nemli miktar ve cesitlilikte serbest radikal iiretilir. Biyolojik
sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijen ve azottan olusan radikallerdir.
Serbest radikaller bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulundururlar. Bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektronun varligi serbest radikali manyetik alanda kismen
paramanyetik kilarken bazen bu tiirlerin kimyasal reaktivitesi ¢ok yliksek olur. Kimya
ve biyolojide yukaridaki tanimlamaya uygun pek ¢ok serbest radikalin var olabilecegi

tartigilmaktadir (106).

Insan viicudunda da radikalik veya radikalik olmayan reaktif tiirler vardir. Bu
reaktif tlirlerin bir kism1 normal biyokimyasal reaksiyonlar sirasinda kaza ile meydana
gelir. Ornegin aerobik canlilarm mutlaka kullanilmasi gereken O, tam indirgenme

sonucu,
O, + 4H" + 4 —2 H,0

reaksiyonu geregince suya doniisiirken; tek elektronlu indirgenme ile:
O+e—»0;

stiperoksit radikaline veya iki elektronlu indirgenme ile:
0, + 2H" + 26 —H,0;

hidrojen peroksite doniigiir. Tam indirgenme iirlinii olan su hiicre i¢in toksik etki
gostermez ancak siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve H,O; hiicre i¢in toksik etki

gosterirler. Bunlar arasinda en toksik 6zellige sahip olan hidroksil radikalidir (107).

Reaktif oksijen (Tablo 1) ve Reaktif azot (Tablo 2) tiirlerinin 6nlemeyen
olusumlar1 yaninda canli sistemlerde istemli {iretimleri de gergeklesir. Ornegin savunma
hiicreleri (fagositler) yabanci organizmalara karsi O, ve HyO, iiretirler. Ancak, bu

uretimin fazlasi canlinin kendisine de zarar verebilir.
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Tablo 1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikalik olmayanlar
Siiperoksit, O,” Hidrojen Peroksit, H,0O,
Hidroksil, OH Hipoklordz Asit, HOCI
Peroksil, RO, Hipobromoz Asit, HOBr
Alkoksil, RO Ozon, Oy

Hidroperoksil, HO,

Tablo 2. Reaktif Azot Turleri

Radikaller Radikalik olmayanlar
Nitrik oksit, NO Nitroz Asit, HNO,
Azot Dioksit, NO, Diazot Tetra Oksit, N,O,

Diazot Tri Oksit, N,O5

4.4.1. Serbest Radikaller ve Etkileri

Serbest radikaller yagam i¢in gereklidir. Elektron taransferi, enerji liretimi ve pek
cok diger metabolik islevde temel olusturur. Ama, eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranig gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Nitekim, serbest radikallerin
biyomolekiillerle reaksiyona girerek olusturduklari bilesikler ¢ogu kez toksik 6zellik
tasimaktadir. Reaktivitesi yiiksek serbest radikaller, atomlar ve molekiiller ile rahat bir
sekilde tepkimeye girmektedir. Metabolizmada gerceklesen olaylarin sonucunda olusan
serbest radikaller, gen mutasyonuna, hiicrelerde hasara, doku tahribatina ve canlinin

erken yaglanmasina yol a¢tig1 ¢esitli caligmalarla ortaya konmustur (Sekil 18), (108).

Protein M %

hasan ..-“'

Membran 4
hasan

ot Gegirgenligin
i azalmasi

" Bolea Ca™ 'nin
icerive akast

Lipid peroksidasvomu

Sekil 18. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Burnaz’dan, 9)
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Serbest radikallerin proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya, membran lipidlerine
(lipid peroksidasyonu) ve karbohidratlara 6nemli etkileri vardir. Hiicresel metabolik
faaliyetler stirekli serbest radikaller iiretirken, ayni zamanda bu radikalleri bertaraf
edecek hiicresel mekanizmalar1 da icerir. Ancak bu savunma mekanizmalarinin bir
kapasitesi vardir ve kapasite asildiginda “Oksidatif Stres” agiga ¢ikar (109). Oksidatif
stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde
bozulmasi durumudur. Hiicrede normal sartlar altinda prooksidan ve antioksidanlar
dengede bulunmaktadir. Ancak bu denge reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin artmasi
veya antioksidan miktarindaki azalma nedeniyle prooksidanlar yoniine kaymaktadir
(39). Nihayetinde serbest radikaller reaktif oksijen tiirevleridir ve lipid peroksidasyonu,
DNA hasari, protein ve karbonhidratlarin oksidasyonuna yol agacak hiicresel yaslanma,
kanser, inflamasyon, romatoid artrit’e yol a¢makta ve hatta hiicre Olimi

gerceklesmektedir (109).

Serbest radikaller ayni zamanda hiicrelerin genetik kodunu iginde tastyan,
hiicrenin iiretimini ve biliylimesini saglayan niikleik asitlere (DNA) de etki eder.
Hiicreler genetik kodlar1 degistiginde olebilirler. Iyonize radyasyondan kaynaklanan
hiicre mutasyonlar1 ve 6liim, serbest radikallerin DNA ile olan reaksiyonuyla olusabilir.
Serbest radikal reaksiyonlari sonrasinda niikleik asitlerde baz degisimleri, DNA’da
zincir kirllmalart meydana gelir. Tamir sistemlerindeki yetersizlik sonucu mutasyonlar
meydana gelisir. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli tirlinler meydana
gelir ve bunlar, c¢esitli patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve okzoaldehidler meydana gelir.

Bunlar diabet ve sigara icimi ile iliskili kronik hastaliklar gibi patolojik olaylarda

O6nemli rol oynarlar (11).
4.5. Antioksidanlar

Serbest radikaller potansiyel olarak toksik olduklari i¢in organizmalar bunlar
etkisiz hale getirmek amaciyla savunma sistemleri gelistirmislerdir. Bu savunma
sistemleri kisaca “antioksidanlar” olarak adlandirilirlar (Tablo 3). Antioksidanlar,
hiicrelere zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girip onlar etkisiz hale getirerek,

kanser, kalp hastaliklari, diyabet ve komplikasyonlar1 basta olmak {izere bircok
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hastaliga ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlar1 6nleyen, yok eden

veya etkilerini azaltan molekiillerdir (110, 111).
Antioksidanlar baslica dort yolla radikalleri etkisiz hale getirirler;

1. Siiptirme etkisi: Radikalleri daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi: Radikallere bir hidrojen aktararak inaktive etmesine denir.
Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarim1i kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir
metaller radikalleri kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar (112).

Tablo 3. Antioksidanlarin Siniflandirilmast

Dogal Yapay
Enzimler BHT

SOD BHA

Katalaz Trolox

Glutatyon peroksidaz SOD mimikleri

Glutatyon S transferaz Cesitli selat olusturucu

Sitokrom oksidaz maddeler

Enzim Olmayanlar

Endojen Glutatyon
Seruloplazmin
Bilirtibin
Ferritin
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albiimin

Ekzojen E vitamini
B-karoten
Askorbik Asit

Flavonoidler

Antioksidanlar1 oncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaglar)

seklinde siniflandirmak daha dogru olacaktir. Dogal antioksidanlar, endojen ve eksojen
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antioksidanlar olarak iki gruba ayrilabilir. Endojen antioksidanlar, enzimler ve enzim
olmayanlardir. Katalaz (CAT), sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve hidroperoksidaz enzimlere; melatonin, seruloplazmin, transferin ve miyoglobin
ise enzim olmayanlara 6rnek olarak verilebilir. Endojen antioksidanlar bulunduklar1 ve
etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre ici (intraseliiler), membranal ve

hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak {i¢ sinif altinda toplanabilir.

Eksojen antioksidanlar, vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlaridir. Vitamin olan
eksojen antioksidanlar; a-tokoferol (vitamin E), p-karoten, Askorbik asit (vitamin C) ve
Folik asit (folat) tir. Ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar; ksantin oksidaz
inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri ve Troloks ornek olarak verilebilir. Gidalarin
korunmasinda en ¢ok kullanilan sentetik antioksidantlar biitillenmis hidroksianisol
(BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT), propilgallat (PG) ve ter-biitil hidrokinon
(TBHQ)’dur. Ayrica Tokoferoller de gidalarda antioksidant olarak kullanilir. Bunlarin
diisiik etkisi, yiiksek maliyeti olmasina ragmen tokoferol gibi alternatif, dogal ve

giivenilir daha fazla gida antioksidantlarinin tanimlanmasi gerekmistir.

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan glutatyon (GSH) bir peptit olup
hiicre icinde en Onemli antioksidan molekiildiir ve hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki
siilfhidril (-SH) gruplarin1 indirgenmis halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi
korur. Melatonin (MLT) en zararhi serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini
(OHe) ortadan kaldiran gii¢lii bir antioksidandir ve giiniimiize kadar bilinen
antioksidanlarin en giicliisii olarak kabul edilmektedir. Urat; hidroksil, siiperoksit,
peroksit radikalleri ve singlet oksijeni temizler ve C vitamininin oksidasyonunu
engelleyici etkisi vardir. Bilirubin, stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.
Albtimin LOOH ve HOCI toplayicisidir ve plazma osmotik basmcint diizenler. Ayn
zamanda kan, bilirubin, hormon, aminoasit, steroid, yag asitleri ve ilaclarin

tasinmasinda rol oynar (113).

Stiperoksit radikali disinda diger bir indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik asit (C
vitamini), zincir kirict antioksidan etki gosteren ve okside olduktan sonra ve
parcalanmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilen a-

tokoferol (E vitamini) (Sekil 19), radikal toplayici etkisi bulunan S-karoten (A vitamini)
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(Sekil 20) ve polifenoller gibi molekiiller insan ve hayvan organizmasinda
sentezlenemeyen bitkiler tarafindan sekonder metabolit olarak iiretilen maddeler olup
radikallerin temizlenmesinde ve zincir reaksiyonlarinin durdurulmasinda son derece
etkili birer antioksidandirlar ve etkinliklerini enzimatik olmayan yolla siirdiirtirler (114,

115). Bunlardan E ve A vitaminleri membranda bulunan antioksidanlardir.

CH3

Sekil 19. E vitamini [5,7,8-trimetiltokol (a-tokoferol)] nin formiilii (Iskefiyeli’den, 108)

Siiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve cesitli polifenoller de etkin rol
oynamaktadir. Sentetik olarak tretilen ve ¢ogunlukla antioksidan aktivite tayinlerinde
standart olarak kullanilan Trolox, rutin, butillenmis hidroksi toluen (BHT), butillenmis
hidroksi anisol (BHA) gibi antioksidanlar da vardir. Peroksi radikaliyle iki asamada
etkileserek onu ¢ok daha az reaktif {irtinlere doniistiiren 2,6 di-tert-butil-4 metil fenol

[butillenmis hidroksi toluen (BHT)] 6nemli sentetik antioksidandir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihazin Ad1 Model Firma

Su banyolu ¢alkalayici WNB 7-45 MEMMERT
Vorteks WM-10 WiSD WISEMIX

Terazi PA 2140 OHAUS

Yatay DNA elektroforezi Wide Mini-Sub Cell GT System BIORAD

Giig kaynag1 Bio Rad Power Pac™ Basic BIORAD

Isitict MSH-20A WISD HOTPLATE
Buzdolab1 190507962400 INDESIT

Isiticili sallayici kuru blok MS-100 THERMO-SHAKER
Spektrofotometre UV-1800 SHIMADZU

Jel goriintilleme sistemi Universal Hood imager gel doc™ BIORAD

Saf su cihazi 61316 BIOTECH

pH metre Starter 3000 OHAUS

Steril kabin MN120 BiO RAD
Magnetik karistirict MS-H-Pro DRAGON LAB
UV kabin lamba CAMAG

5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma’dan temin edildi. DNA
baglanma calismalarinda kullanilan dana timusundan elde edilmis DNA (CT-DNA)
ticari olarak satin (Sigma) alindi. DNA kesim aktivitesi denemelerinde de ticari olarak
satin alinan (Thermo Scientific) %90°dan fazlasi silipersarmal formda oldugu bilinen,
4361 baz ¢ifti igeren, 2,83x106 Da molekiiler agirliginda olan ¢ift sarmal kapali halkali
pBR322 plazmid DNA’s1 kullanildi. Bu c¢alisma icin, Recep Tayyip Erdogan
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii dgretim iiyesi Prof. Dr. Kerim

Serbest ve ekibi tarafindan sentezlenen ligand ve kompleksler temin edildi. Incelenen
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ligand ve komplekslerin, isimleri, kimyasal yapilari, molekiiler agirliklar1 ve kisa

kodlar1 Tablo 5’ de verildigi gibidir.

Tablo 5. Calismada Kullanilan Ligand ve Komplekslerin Kisa Kodlari, Molekiil
Formiilleri ve Kimyasal Yapilari

Kisa Kod Molekiil Formiilii Kimyasal Yap1
19 48
3 Cl 17
4 : N\1 721 16 0
L1 C,7H23CIFeN,O 5 15 10
TN //\@13
|

L2 C27H21C|3FEN4O

L3 C27H21F3FGN4O

K1 C58H50C|2CU2F82N806.4H20

Nﬁ
N
0

R,
15

12

Ri: H; Ra:H; R3: o

1=
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Tablo 5’in Devami

K2 C58H460C|5CU2F62N806.4H20

\>'R3
R, \g/ Ci:/\C??

0 @

@f i 4H,0

Cl 1\
Ri: Cl; Ry: Cl; Ra: s

“\

K3 C58H46CU2F6F92N306.4H20

oes
N Ne A

/

%\f) /O " 4H,0

Cu\O

Fe f
@/\ /

Ri: H; Ry H; Rs:

5.1.3. Cozeltiler

CT-DNA Cozeltisi: DNA stok ¢ozeltisi 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2)
icerisinde 3 giin boyunca 4 °C’de yavasca karistirilarak hazirlandi ve 4 °C’de
saklanarak bir hafta i¢inde tiiketildi. Konsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in, 260 nm’de
molar absorblama katsayist (¢260) 6600 M?ecm™ olarak alinarak absorbans 6lgiimii
yapildi. Ayrica DNA’nin yeterli diizeyde protein safsizligindan uzak oldugunu ortaya
koymak amaciyla 280 nm’deki absorbans ol¢liimii yapilarak 260 ve 280 nm’lerdeki

absorbans degerlerinin 1.8-1.9:1 oranini verdigine dikkat edildi.

34



Etidyum Bromiir (EB) Cozeltisi: Yarigmali EB baglanma ¢aligmasinda
kullanilmak iizere 0.3 M stok EB c¢ozeltisi su igerisinde hazirlandi. Agaroz jel
elektroforezi ¢alismalar1 i¢in 5 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan stok

¢Ozelti kullanildi.

Jel Yiikleme Boyasi: %10 sodyumdodesil siilfat (SDS), %0.2 bromofenol mavisi,

9%0.2 ksilen siyanol ve %30 oraninda gliserol igerecek sekilde hazirlandi.

Yiritme Tamponu (10X TAE): 48.4 g Tris, 11.2 mL asetik asit, 20 mL 0.5 M
EDTA (pH 8) son hacim 1 L olacak sekilde deiyonize saf su i¢erisinde ¢6ziildii.

Agoroz Jel Hazirlanmasi: 0.8 g agoroz tartilarak 100 ml seyreltilmis TAE icinde
kaynatilarak c¢oziildii, elle tutulabilecek 1siya gelince 7ul EB (5mg/mL) eklenerek
hazirlandi. Tarak yerlestirilmis cam tabakaya dokiildii. Jel donmasi i¢in oda sicakliginda

30-35 dakika bekletildi.

5.2. Yontem

5.2.1. DNA Baglanma Deneyleri

5.2.1.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonlari

DNA baglanma deneyleri i¢in en uygun metod UV-absorpsiyon metodu olarak
belirlenmistir. Ik olarak, optimum sartlari belirlemek amaciyla bazi ligand ve
komplekslerle 6n denemeler yapilarak g¢ozeltilerin ve yontemin uygulanabilirligi test
edilmistir. On denemeler sonucunda, bu deneylerin pH 7.2 olan tris-HCI tamponu

(50mM) kullanilarak yapilmasi uygun goriilmistiir.

DNA baglanma deneyleri i¢in, CT-DNA ¢ozeltisi 5 mM Tris / 50 mM NaCl
icinde hazirland1 ve HCI ile pH’s1 7.2 olarak ayarlandi. CT-DNA ¢ozeltisinin 260 ve
280 nm’lerdeki absorbans oraninin 1.8-1.9:1 oldugu belirlendi, bu durum DNA’nin
protein yabanci maddelerinden yeterince uzak oldugunu gostermektedir. 260 nm 'de
CT-DNA’nin konsantrasyonu UV-Vis absorbans degeri ve molar sogurma katsayisi
6600 M cm™ kullamilarak belirlendi (39). Uygun miktarlarda DMF iginde hazirlanan
stok ligand ve komplekslerin konsantrasyonu sabit tutularak ve CT-DNA
konsantrasyonu degistirilerek (2.5-5.0-7.5-10.0-12.5-15 uM) deneyler gerceklestirildi.
Ik olarak, 200-600 nm araliginda ligand ya da kompleks ¢dzeltisinin (25 uM) UV
spektrumu 0.5 nm’de bir deger verebilecek sekilde kaydedildi. Ardindan ilk CT-DNA
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ilavesi yapilmis (nihai 2.5 pM olacak sekilde), oda sicakliginda 10 dakikalik
inkiibasyon sonrasi, belirtilen dalga boyu araliginda absorbsiyon spektrumu kaydedildi.
Bu islem yapilirken referans ¢ozelti tizerine de esit miktarda CT-DNA ilave edilerek
CT-DNA’nin absorbansi elimine edildi. Bu isleme DNA konsantrasyonu asamali1 olarak
artirtlarak son konsantrasyon 15 uM oluncaya kadar devam edildi. UV-vis absorpsiyon
titrasyon verilerinden, CT-DNA igeren komplekslerin baglama sabiti (Kb) asagidaki
denklem 5.1°deki esitlik kullanilarak saptanmustir (116).

[DNA] _ [DNA] 1
(ea—gf)  (eb—g5)  Kp(ep—ef)

(5.1)

Absorbans siddetindeki degisim (% H) ise yilizde oranlariyla verilmis ve denklem
5.2° deki esitlik kullanilmistir. Bu esitlikte ise Ai, DNA eklenmeden once bilesigin
absorbans siddetini ifade ederken, As ise maksimum konsantrasyonda DNA ilave

edildikten sonra bilesigin absorbans siddetini gosterir (39).
%H= [(Ai-As) / (Ai)] x 100 (5.2)
5.2.1.2. UV ile Yarismah Etidyum Bromiir (EB) Baglanmas1 Calismalar:

Komplekslerin DNA ile etkilesiminin daha iyi sekilde belirlemesi igin, iyi bilinen
bir interkalator olan etidyum bromiir (EB) kullanilarak yarigsmali baglanma c¢aligsmalari
yapildi. 480 nm civarinda maksimum absorbans gosteren EB, DNA ile etkilestiginde
absorbanstaki diismeye neden olurken absorbansi daha yiiksek dalga boyuna
kaymaktadir. Bu durum, EB’nin DNA baz yiginlar arasina interkalasyon yaptiginin bir

kanitidir.

Bu bilgilere dayanarak, konsantrasyonu sabit tutulan EB’nin (40 uM) maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyunun ve absorbansinin degisim DNA ilave edilerek (40
uM) incelenmistir. Ardindan DNA ve kompleksin (5-15 pM araliginda) ayni anda
ilavesiyle bu degisimin incelenmistir. Tiim ¢alisma 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH
7.2) tamponu igerisinde gergeklestirilmistir (39).

5.2.1.3. DNA Erime Sicakhiginin Belirlenmesi

DNA erime caligmalari, niikleik asitlerle kii¢iik molekiillerin etkilesimi hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Cift sarmalin tek zincirli DNA’ya denatiire olmasi ile erime

sicakliginin yiikselmesi, kii¢iik molekiillerin DNA ¢ift sarmalina interkalasyonun bir
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sonucudur. Sarmalin erimesi 260 nm’de DNA bazlariin molar absorblama katsayisinin
¢ift sarmal formda tek zincirli forma gore daha diisiik olmasi sebebiyle 260 nm’de
absorpsiyonun artisina neden olur (117). Bu galismalar, Varian Cary Temperature
Controller {initesine sahip Cary 100 Bio UV-Visible Spectrophotometer cihazi
kullanilarak ve [DNA]/[ligand/kompleks] oran1 farkli olacak sekilde ¢esitli denemeler
yapilarak gergeklestirildi. Denemeler, 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2) tamponu
icerisinde yapildi. Kiiveti igceren hiicrenin sicakligi dakikada 1 °C arttirilarak 50-100 °C
araliginda her 0.5 °C’de 260 nm’de absorbans 6l¢iildii. CT-DNA’nin ligand/kompleks
varliginda ve yoklugunda 260 nm’deki absorbansina bagli olarak ¢izilen t(°C)-
Absorbans egrisinden faydalanilarak Tm degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak

hesaplanda.
5.2.2. DNA Kesim (Niikleaz) Aktivitesi

DNA kesim ¢aligmalari, siipersarmal pBR322 plazmid DNA kullanilarak agaroz
jel elektroforez yontemi ile yapildi. Kesim aktivitesi, siipersarmal DNA formu (Form
I)’nun kirikk form (Form II) ve lineer form (Form III)’a doniistiiriilmesi ile
degerlendirildi. Agoroz jel elektroforezinde bu formlar farkli hizlarda hareket ederler.
DNA, elektroforeze tabi tutuldugunda, bozulmamis siipersarmal form (Form I) en hizl,
cesitli maddelerle etkilesim ile olusan kirik form (Form II) en yavas hareket eder. Her
iki zincirin kesilmesi ile olusan lineer form ise (Form III) bu iki form arasinda hareket

eder.
5.2.2.1. pBR322 Plazmid DNA’sinin Hidrolitik Kesimi

Plazmid (pBR322) DNA’sinin kesim aktivitesinin ¢esitli parametrelere bagliligini
belirlemek i¢in hidrolitik kosullarda su denemeler gergeklestirildi.

pH’nin DNA Kesim Aktivitesine Etkisi

Bu denemede, pH 5-9 araliginda Tris-HCI (50mM) tamponlari kullanilarak
komplekslerle plazmid DNA’nin etkilestigi optimum pH degeri belirlendi. Uygun
konsantrasyonlarda (100 uM) DMF igerisinde hazirlanmis kompleksler, 250 ng pBR322
DNA ve Tris-HCI tamponu ile hazirlanan reaksiyon karisimi 1 saat siireyle 37 °C’de
inkiibasyona tabi tutuldu. Reaksiyon karigimina jel yiikleme boyasi ilave edilerek kesim
reaksiyonu durduruldu. Bu karisim % 0.8’lik agaroz jele (0.25 pg/mL EB iceren)
yiiklendi ve 90 dakika siireyle 100 voltluk akim uygulanarak yiiriitme tamponu (1X
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TAE) icerisinde elektroforeze maruz birakildi. Elektroforez isleminin bitiminde jel UV

15181 altinda goriintiilendi ve fotografi kaydedildi.
Konsantrasyonun DNA Kesim Aktivitesine Etkisi

Madde konsantrasyonunun komplekslerin aktivitesine etkisinin belirlenmesi i¢in
her bir kompleks i¢in belirlenen optimum pH degerlerinde ve farkli kompleks
konsantrasyonlarinda (10-125 pM) kesim denemeleri gergeklestirildi. Konsantrasyonun

DNA kesim etkisini incelemek i¢in pH denemesinde agiklanan yontem takip edildi.
5.2.2.2. pBR322 Plazmid DNA’sinin Oksidatif Kesimi

Komplekslerin oksidatif kesim aktivitelerinin incelenmesi icin ¢esitli aktivatdrler
varhiginda (H20, (0.4 M), AA (2.5mM), ME (0.4 M)) denemeler ger¢eklestirildi. 50
mM Tris-HCIl (pH 7) tamponu igerisinde 250 ng pBR322 plazmid DNA’ya bu
aktivatorler ilave edildi ve 1 saat siireyle 37 °C’de reaksiyonlarin gergeklesmesi

saglandi. Bu sekilde oksidatif kesim etkinlikleri belirlendi.
5.2.2.3. pBR322 Plazmid DNA’sinn Isikla indiiklenmis Kesimi

Komplekslerin fotodinamik terapi i¢in uygunlugunun degerlendirilmesi amaciyla
pBR322 plazmid DNA’sinin komplekslerle etkilesimi UV 1s1k altinda incelendi. Bunun
icin, 50 mM Tris-HCl (pH 7) tamponu, 250 ng DNA ve 100 uM kompleks ile
olusturulan karisim 30 dakika siireyle 366 nm’de UV 1s18ina maruz birakildi. Daha
sonra, karigimlar 1 saat siireyle 37 °C’de karanlikta inkiibe edilerek yukarida izlenen
yontemlerle reaksiyonlar durduruldu. Kesim {irlinleri agaroz jel iizerinde UV 15181

altinda incelendi (118).
5.3. Antioksidatif Aktivite Calismalar:

Literatiirde baz1 ge¢is metal komplekslerinin antioksidan aktivite gosterdikleri
rapor edilmisti. Bu sebeple incelenen ligand ya da komplekslerin radikal siiplirme
Ozelliklerine sahip olup olmadiklari incelemek iizere bir ¢alisma yapildi. Bu amagla
ligand ve komplekslerin siiperoksit ve DPPH siiplirme aktiviteleri UV-spektrofotometre

kullanilarak incelendi.
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5.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Komplekslerin hidrojen atomu veya elektron verebilme yatkinliklart 2,2-difenil-1-
pikril hidrazil (DPPH) in metanoldeki ¢ozeltisinin mor renginin ag¢ilmasiyla
Ol¢iilmektedir. 54 mM DPPH ¢ozeltisi kararli radikal olarak kullanilacaktir (119) ve
ImL DPPH ¢ozeltisinin 517 nm deki absorbansi dlgiilecektir (Axs). DPPH ¢ozeltisi
tizerine degisik konsantrasyonlardaki kompleks c¢ozeltilerinden 1 er mL ilave edilerek
karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan 517 nm de absorbans
Olgiilecektir (Agmek). DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi, DPPH radikallerinin
inhibisyonu (%SCsg) seklinde farkli kompleks konsantrasyonlart igin asagidaki
Denklem 5.3’deki sekilde hesaplanacaktir (120).

% SC50 = (Akér'Aémek)loolAk(’jr) (53)

SCsp degerleri, kompleks konsantrasyonuna karst % SCso degerleri grafige
gecirilerek hesaplanacaktir. Ayrica bilinen antioksidanlardan askorbik asit (AA) ve
BHA ile de ayn1 testler gerceklestirilerek bunlara ait SCso degerleri de hesaplandi ve bu

degerler komplekslerin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kullanildu.
5.3.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Siiperoksit dismutaz aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (121) tarafindan
gelistirilen nitro mavisi tetrazolyum (NBT) indirgeme metodu kullanilarak
belirlenecektir. O, ’nin miktar1 ve baskilanma orani1 560 nm deki absorbans ol¢iilerek
belirlenecektir. Siiperoksit radikalleri (O,7) 0,1 mM EDTA, 2 uM riboflavin, 13 mM L-
metiyonin ve 75uM NBT igeren 50 mM fosfat tamponundan (pH 7.8) olusan sistem ile
tiretilecektir. Komplekslerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig ¢ozeltileri radikal
ireten bu ¢ozelti sistemlerine ilave edilerek her bir reaksiyon karisimi 10 dakika
floresan 151g1nda inkiibe edildikten sonra orneklerin absorbanst 560 nm de odlciilecektir.
Test edilen kompleksi icermeyen karisimin absorbansi kor olarak kullanilacaktir. NBT
indirgenmesinin  yiizde inhibisyonu (% SCsp) yukaridaki Denklem 5.3 ile

hesaplanacaktir.

SCso degerleri, kompleks konsantrasyonuna karst % SCso degerleri grafige

gecirilerek hesaplanacaktir. Ayni denemeler dogal SOD enzimi ile tekrarlanarak elde
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edilen SCsy degeri kompleks i¢in elde edilen degerle karsilastirilarak kompleksin SOD

esdegeri olabilecegi degerlendirilecektir.
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6. BULGULAR
6.1. DNA Baglanma Cahsmalar
6.1.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonlari

Tez kapsaminda incelenen komplekslerin (K1, K2 ve K3) ve ligandlarin (L1, L2
ve L3) CT-DNA’ya baglanmasit UV/Vis absorbsiyonu kullanilarak ¢alisildi. Sabit
konsantrasyonda tutulan kompleks/ligand ¢ozeltisi (25uM) tizerine kademeli olarak
artirtlarak CT-DNA ¢ozeltisi (2,5-15 uM) ilave edildi ve absorbsiyon spektrumlarindaki
degisiklikler kaydedildi.

CT-DNA’nin absorbansini bertaraf etmek icin, referans ¢ozelti lizerine de esit
miktarda CT-DNA ilave edildi. Bu isleme, daha fazla degisiklik olmayincaya kadar
devam edildi ve absorbsiyon spektrumlari kaydedildi (Sekil 20-25). Elde edilen
grafiklerde kompleks/ligand iizerine artan CT-DNA ilavesi ile absorbanslarda azalma
goriildii. Komplekslerin (K1, K2 ve K3) ve ligandlarin (L1, L2 ve L3) absorbanslarinda
sirasiyla % 17.77, % 23.19, % 15.61 ve % 11.55, % 6.61,% 6.09 oraninda azalma

gozlendi.

Kullanilan bu ligandlarin ve komplekslerin DNA etkilesimi ve gozlenen

degisimler Tablo 6’da degerlendirildi.
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Sekil 20. Kompleks 1’in DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu
varliginda absorbsiyon spektrumlari
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Sekil 21. Kompleks 2’nin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu
varliginda absorbsiyon spektrumlari
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Sekil 22. Kompleks 3’tin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu
varliginda absorbsiyon spektrumlari
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Sekil 23. Ligand 1’in DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu varliginda
absorbsiyon spektrumlari
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Sekil 24. Ligand 2’nin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu varliginda
absorbsiyon spektrumlari
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Sekil 25. Ligand 3’iin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu varliginda
absorbsiyon spektrumlari
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Tablo 6. Ligand ve Komplekslerin DNA ile Etkilesimi ve Gézlenen Degisimler

Kisa Kod Dalga Boyundaki Degisim %H Ky
K1 274 17.77 9.65x10*
K2 291 23.19 3.85x10°
K3 288 15.61 5.69x10*
L1 276 11.55 4.39x10"
L2 263 6.61 2.36x10*
L3 291 6.09 2.49x10*

6.1.2. UV ile Yarismah Etidyum Bromiir Baglanmasi Calismalari

UV-Vis absorpsiyon titrasyonlar1 verilerinden faydalanilarak komplekslerin ve
ligandlarin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilestikleri belirlendi. Bu yiizden iyi bilinen
bir interkalator olan EB’iin kullanilarak yarigmali baglanma ¢alismalar1 gerceklestirildi.
Bu denemeler sonucu ve literatiirden elde edilen bilgiler 1s181nda, serbest EB’iin 480
nm’deki absorbsiyon maksimumunun CT-DNA ile etkilesimi sonucu absorbanstaki
diismeyle birlikte daha yiiksek dalga boyuna (482 nm) kaydigi gozlendi (Sekil 26-31).

Komplekslerin (K1, K2 ve K3 ) veya ligandlarin (L1, L2 ve L3) ilavesi sonucunda
ise bu maddelerin DNA ile baglanmak i¢in EB ile yaristigimi gosterecek sekilde
absorbsiyon yogunlugunda farkli oranlarda artma gozlendi (Sekil 26-31).
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Sekil 26. EB’in DNA baglanmasinin kompleks 1’in yoklugunda ve artan
kompleks konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu
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Sekil 27. EB’lin DNA baglanmasinin kompleks 2’nin yoklugunda ve artan
kompleks konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu
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Sekil 28. EB’in DNA baglanmasinin kompleks 3’iin yoklugunda ve artan

kompleks konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu
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Sekil 29. EB’iin DNA baglanmasinin ligand 1’in yoklugunda ve artan ligand
konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu
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Sekil 30. EB’iin DNA baglanmasmin ligand 2’nin yoklugunda ve artan ligand
konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu
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Sekil 31. EB’iin DNA baglanmasmin ligand 3’iin yoklugunda ve artan ligand
konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu
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6.1.3. DNA Erime Sicakhiginin Belirlenmesi

Baglanma modunu (interkalasyon ya da harici olarak) ve kismi baglanma giiciinii
anlamak adina, DNA erime sicakligi (Tm) nin belirlenmesi i¢in denemler yapildi. Tm,
cift sarmalin kararlilig1 ile son derece iliskili olup kimyasallarin DNA ile etkilesimi
Tm’yi degistirebildigi bilinmektedir.

Bu bilgilerden yararlanilarak, termal denatiirasyon caligmalar1 sirasinda termal
erime programi kullanilarak kiiveti igeren hiicrenin sicakligi dakikada 1 °C arttirilarak
50-100 °C araliginda her 0.5 °C’de 260 nm’de absorbans oOlgiildii. CT-DNA’nin
ligand/kompleks varliginda ve yoklugunda 260 nm’deki absorbansina bagli olarak
cizilen t(°C)-Absorbans egrisinden Tm degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplandi. Hesaplanan Tm degerleri Tablo 7°de verildi. Bu denemede kompleks/ligand
ve DNA farkli oranlarda (1:1, 1:2 ve 2:1) kullanilarak deneme birkag kez tekrar edildi.

Tablo 7. Komplekslerin ve Ligandlarin Tm Degerleri

Kompleks Kisa Kod Tm Ligand Kisa Kod Tm
CT-DNA 72.72 CT-DNA 72.77
CT-DNA+K1 83.32 CT-DNA+L1 77.35
CT-DNA+K2 77.72 CT-DNA+L2 73.77
CT-DNA+K3 76.32 CT-DNA+L3 72.36

6.2. DNA Kesim (Niikleaz) Aktivitesi

CT-DNA ile baglanma egilimlerinin ortaya konulan komplekslerin metalontikleaz
olarak etki etme yeteneklerini degerlendirmek amaciyla niikleaz aktivite denemeleri
yapildi ve DNA-baglanma yetenekleri ile kiyaslandi. DNA kesim ¢alismalar1 agaroz jel
elektroforezi teknigi kullanilarak gergeklestirildi. Uygun sartlarin saglanmasiyla
gerceklestirilen kesim reaksiyonlart sonrasinda elde edilen kesim iirlinleri jel {izerinde
elektroforetik ayirmaya maruz birakildi ve jeller EB boyamasindan sonra UV 15181
altinda analiz edildi. Metaloniikleaz aktivitesinin varlit DNA’nin Form I (slipersarmal
form)’den Form II (kirik dairesel form) veya Form III (lineer form)’e doniisiimiiyle
tespit edildi. Niikleaz etkinliginin bagli oldugu faktorleri belirlemek icin farkl
kosullarda (hidrolitik, oksidatif, foto indiiklenmis) denemeler gerceklestirildi.
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6.2.1. pBR322 Plazmid DNA’simin Hidrolitik Kesimi

DNA’nin hidrolitik kesimi, herhangi bir ilave ajan ve 151k gerektirmemesi
acisindan biyolojik Oneme sahiptir. Komplekslerin DNA’y1 fosfodiester baglarinin

hidrolizi yoluyla kesebilme etkinligi degerlendirildi.

Komplekslerin hidrolitik DNA kesim kabiliyetini aragtirmak icin siipersarmal
pBR322 DNA’s1 sulu tampon ¢ozelti iginde herhangi bir indirgeyici/yiiseltgeyici ajan
ilave etmeksizin kompleks ile inkiibe edildi. Komplekslerin kesim yetenegi ilk olarak
siipersarmal formun kirik dairesel ya da lineer agik dairesel DNA sekline doniistiigii

plazmid gevseme denemesi kullanilarak izlendi.
pH’nin DNA Kesim Aktivitesine Etkisi

Plazmid DNA’nin kompleks/ligand tarafindan kesiminin optimal sartlarim
belirlemek i¢in kesim reaksiyonlarinin pH bagimliligi incelendi. Bu denemede, pH 5-9
araliginda Tris-HCI (50mM) tamponlar1 kullanilarak komplekslerle/ligandlarla plazmid
DNA’nin etkilestigi optimum pH degeri belirlendi. Kompleks/ligand konsantrasyonlari
100 uM; DNA konsantrasyonu ise 250 ng olarak belirlendi. Bu deneme i¢in, 7,5 puL
Tris-HCI (pH 5-9), 2 uL kompleks/ligand (100 uM) ve 0.5 uL DNA ile reaksiyon
karisimi olusturuldu ve 37 °C’de bir saat inkiibasyona tabi tutuldu. Ardindan reaksiyon
jel yiikleme boyasi ile durduruldu ve % 0,8’lik agaroz jele yiiklendi. 90 dakika stireyle
100 voltluk akim uygulanarak yiiriitme tamponu igerinde elektroforeze maruz biraklidi.
Kesim tirlinlerinin UV 15181 altinda elde edilen goriintiileri Sekil 32°de gosterildi. Kuyu
igerikleri bu goriintiilerin altinda agiklandi. Komplekslerin pH bagimli niikleaz
denemesinde kompleksler (K1, K2 ve K3) ve ligandlar (L1, L2 ve L3) i¢in optimum pH
7 olarak belirlendi. Daha sonraki caligmalarda bu belirlenen pH’daki tamponlar
kullanildi.
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Sekil 32. Kompleks ve ligandlarin pH’a bagl kesim aktiviteleri: pH 5-9 araliginda
tris-HCI (50 mM) tamponu, pBR 322 plazmid DNA (250 ng) ve
kompleksten/liganddan olusan reaksiyon karigiminin 1 saat 37 °C
inkiibasyonun ardindan kesim reaksiyonunun agaroz jel elektroforezi. a
kuyucugu: DNA kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DNA, b kuyucugu: DNA
kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DMF + DNA, 1. kuyucuk: Tris-HCI (pH 5) +
kompleks/ligand (100 uM) + DNA, 2. kuyucuk: Tris-HCI (pH 6) +
kompleks/ligand (100 uM) + DNA, 3. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) +
kompleks/ligand (100 uM) + DNA, 4. kuyucuk: Tris-HCI (pH 8) +
kompleks/ligand (100 uM) + DNA, 5. kuyucuk: Tris-HCI (pH 9) +
kompleks/ligand (100 uM) + DNA
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Kompleks/Ligand Konsantrasyonunun DNA Kesim Aktivitesine EtKkisi

Kompleks/ligand konsantrasyonunun niikleaz etkinligi iizerine etkisi, her bir
kompleks/ligand igin Onceki ¢alismada belirlenen etkin pH’y1r saglayan tampon
sistemlerinin i¢cinde pBR322 plazmid DNA’sim1 ve farkli konsantrasyonlarda
kompleks/ligand bilesenlerini igerecek sekilde yapildi. Bu deneme ig¢in, 7,5 pL Tris-HCI
(pH 7), 2 puL kompleks/ligand (10-125 uM) ve 0.5 pL DNA ile reaksiyon karigimi
olusturuldu. Reaksiyon karisgimlarinin 37 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonucunda
elektroforeze tabi tutularak konsantrasyonun kesim tizerindeki etkinligi degerlendirildi.
Bu denemede komplekslerin/ligandlarin her biri i¢in 10, 25, 50, 100, 125 uM
konsantrasyonlarini iceren 6rnekler kullanildi. Kesim {iriinlerinin UV 15181 altinda elde
edilen goriintiileri Sekil 33’de gosterildi. Kuyu igerikleri bu goriintiilerin altinda
aciklandi. Goriintiilerin detayli incelenmesi sonucu; komplekslerin (K1, K2 ve K3) ve

ligandlarin (L1, L2 ve L3) 100 uM’da yiiksek niikleaz aktivitesi gosterdigi belirlendi.

52



1 2 3 4 D 1 2 3 4 2

Sekil 33. Kompleks ve ligandlarin konsantrasyona bagh kesim aktiviteleri: pH
7°de tris-HCI (50 mM) tamponu, pBR 322 plazmid DNA (250 ng) ve
kompleksten/liganddan olusan reaksiyon karigimmin 1 saat 37 °C
inkiibasyonun ardindan kesim reaksiyonunun agaroz jel elektroforezi. a
kuyucugu: DNA kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DNA, b kuyucugu: DNA
kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DMF + DNA, 1. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7)
+ kompleks/ligand (10 uM) + DNA, 2. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) +
kompleks/ligand (25 uM) + DNA, 3. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) +
kompleks/ligand (50 uM) + DNA, 4. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) +
kompleks/ligand (100 uM) + DNA. 5. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) +
kompleks/ligand (125 uM) + DNA
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6.2.2. pBR322 Plazmid DNA’sinin Oksidatif Kesimi

Bu c¢alismada komplekslerin/ligandlarin  oksidatif  kesim  kabiliyetlerinin
arastirtlmasi1 hedeflendi. Bu yiizden, hidrojen peroksit (H,0,) (0.4 M), askorbik asit
(AA) (2.5 mM), merkaptoetanol (ME) (0.4 M) gibi ajanlarin varliginda 50 mM Tris-
HCI (optimum pH) tamponu igerisinde 250 ng DNA varliginda optimum
konsantrasyonlarda kompleks/ligand ilavesi yapildi. Bu deneme ig¢in, 6,5 pL Tris-HCI
(pH 7), 2 uL kompleks/ligand (100 uM), 1 uL aktivator (H,Oo/ME/AA) ve 0.5 uL DNA
ile reaksiyon karisimi olusturuldu. Coziiciiniin etkisinin incelenmesi i¢in de 6,5 uL
Tris-HCI (pH 7), 2 uL DMF, 1 pL aktivator (H2O,/ME/AA) ve 0.5 uL. DNA ile bir
baska reaksiyon karisimi olusturuldu. 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibasyon ile
reaksiyonlarin gerceklesmesi saglandi. Bu ajanlarin kesime aktivator niteliginde etkisi

olup olmadig1 Sekil 34’de gosterilen jel goriintiilerinin incelenmesiyle ortaya konuldu.

Ayrica, bu ¢aligma sirasinda H,O,, ME, AA’in yalniz basina oldugu durumlarda
DNA’ya etki edip etmediginin incelenmesi i¢in DNA {izerine bu bilesenlerin ilave
edilmesiyle denemeler ayni sartlar altinda gergeklestirildi. Kontrol denemesi ile ortamda
kompleksler/ligandlar olmadiginda bu bilesenlerin DNA kesimini indiikleyici bir

etkilerinin olmadigi belirlendi (Sekil 34). Kuyu igerikleri goriintiilerin altinda agiklanda.

Komplekslerin goriintiileri incelendiginde H2O;’in indiikleyici etkisinin en fazla
K1’de oldugu gozlendi. ME’ilin indiikleyici etkisinin her li¢ kompleksde de esdeger
ol¢iide ve etkili oldugu belirlendi. Askorbik asit ise K2’de daha etkili indiikleyici etki
gosterdi. Indiikleyici ajanlar arasinda siralama yapildiginda ME’{in en etkili aktivator

ajan oldugu belirlendi.
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Sekil 34. Kompleks ve ligandlarin indiikleyici ajan varliginda oksidatif kesimi:
komplekslerin/ligandlarin pBR 322 plazmid DNA (250 ng) ile muamelesi
sonucu ve ¢esitli aktivatorlerin (H,0, (0.4 mM), ME (0.4 mM), AA (2.5
mM)) yoklugunda ve varliginda agaroz jel elektroforezi. a kuyucugu: DNA
kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DNA, b kuyucugu: DNA kontrol: Tris-HCI (pH
7) + DMF+ DNA, 1. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + DMF+ H,0,+ DNA, 2.
kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + kompleks/ligand (100 uM) + H,O, + DNA, 3.
kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + DMF + ME+ DNA, 4. kuyucuk: Tris-HCI (pH
7) + kompleks/ligand (100 uM) + ME+ DNA, 5. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7)
+ DMF + AA+ DNA, 6. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + kompleks/ligand (100
uM) + AA+ DNA
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6.2.3. pBR322 Plazmid DNA’sinin Isikla Indiiklenmis Kesimi

Komplekslerin/ligandlarin  fotodinamik terapi i¢in uygun olup olmadigim
degerlendirmek i¢in pBR322 plazmid DNA’smin komplekslerle/ligandlarla etkilesimi
UV 1sik altinda incelendi. Bu deneme igin, 7,5 ulL Tris-HCI (pH 7), 2 uL
kompleks/ligand (10-125 uM) ve 0.5 uL DNA ile reaksiyon karisimi olusturuldu. 50
mM Tris-HCI (pH 7) igerisinde hazirlanan komplekslerin/ligandlarin 100 uM kompleks
konsantrasyonu ile DNA’nin bulundugu karisim baska hicbir ilave ajan olmaksizin UV
15181 altinda inkiibe edildikten sonra standartize edilen yol takip edildi ve reaksiyon
tiriinlerinin incelenmesi neticesinde UV 1s18inin kompleksler (K1, K2 ve K3) ve
ligandlar (L1, L2 ve L3) iizerinde 6nemli bir kesim aktivitesi bulunamadi (Sekil 35).

Kuyu igerikleri goriintiilerin altinda aciklanda.
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Sekil 35. Kompleks ve ligandlarin niikleaz etkinliklerinin UV 15181 altindaki degisimi:
kompleks/ligand, pBR 322 plazmid DNA (250 ng) ve tris-HCI tamponu ile
olusturulan reaksiyon karigiminin karanlikta ve UV 1sikta 30 dakika ve 37
°C’de bir saat inkiibasyonun ardindan agaroz jel elektroforezi. a kuyucugu:
DNA kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DNA, b kuyucugu: DNA kontrol: Tris-HCI
(pH 7) + DNA (UV), ¢ kuyucugu: DNA kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DMF +
DNA, d kuyucugu: DNA kontrol: Tris-HCI (pH 7) + DMF + DNA (UV), 1.
kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + K1 (100 uM) + DNA, 2. kuyucuk: Tris-HCI
(pH 7) + K2 (100 uM) + DNA, 3. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + K3 (100 uM)
+ DNA, 4. kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + L1 (100 uM) + DNA (UV), 5.
kuyucuk: Tris-HCI (pH 7) + L2 (100 uM) + DNA (UV), 6. kuyucuk: Tris-
HCI (pH 7) + L3 (100 uM) + DNA (UV)

Kompleksler UV 15181 altinda ve karanlikta ayr1 ayri inkiibe edilip elektroforeze
tabi tutuldu.

57



6.3. Antioksidatif Aktivite Calismalar:

DNA ectkilesme c¢alismalar1 ile incelenen komplekslerin iyi derecede DNA
baglanma yetenegi ve iyi derecede kesim aktivitesi gostermesi sebebiyle bu bilesiklerin
antioksidan aktiviteleri ¢alismaya deger goriildii. Bu yiizden ligand ve komplekslerin
antioksidan potansiyellerini incelemek i¢in ligand ve komplekslerin DPPH ve

stiperoksit radikal siipiirme aktiviteleri incelendi.
6.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Komplekslerin ve ligandlarin antioksidan etkinliklerini ortaya koymak amaciyla,
hizli, basit ve uygun bir yontem olmasi sebebiyle DPPH radikallerini siiplirme aktivitesi
incelendi. Bu amagla metanol igerisindeki DPPH ¢ozeltisinin absorbasindaki diisme
kompleks ilavesiyle takip edildi. Absorbansin %50 oraninda diigmesini saglayan
kompleks konsantrasyonu SCsy degeri olarak belirlendi ve bu deger aym sartlarda iyi
antioksidan maddeler olan AA ve BHA ile yapilan denemelerden elde edilen SCsp
degeriyle karsilastirildi (Tablo 8). Bu karsilastirma sonucunda komplekslerden K1 ve
K3 ve ligandlardan L2 nin BHA’ya gore daha diisiik SCsg degerine sahip oldugu yani
DPPH radikallerini giderme etkinliginin daha yiliksek oldugu ortaya konuldu (S$ekil 36-
41).
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Sekil 38. Kompleks 3’tin %DPPH radikal siipiirme aktivitesi-konsantrasyon grafikleri
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Sekil 39. Ligand 1’in %DPPH radikal siipiirme aktivitesi-konsantrasyon grafikleri
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Sekil 40. Ligand 2 nin %DPPH radikal siipiirme aktivitesi-konsantrasyon grafikleri
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Sekil 41. Ligand 3’iin %DPPH radikal siipiirme aktivitesi-konsantrasyon grafikleri
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6.3.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Incelenen komplekslerin ve ligandlarin antioksidan etkinliklerini ikinci bir yolla
ortaya koymak amaciyla siiperoksit dismutaz aktiviteleri incelendi. Kompleksler NBT
testi ile SOD aktivitesi i¢in biyolojik pH (pH=7.8)’da incelendi. Yapilan ¢alismalar
sonrasinda ortamda olusturulan siiperoksit radikallerinin %50’sini siipiiren kompleks
konsantrasyonlar1 hesaplanarak ayni yontemle test edilen ticari SOD enzimi igin
hesaplanan SCsq degeri ile karsilastirildi (Sekil 42-47). Incelenen komplekslerin (K1,
K2 ve K3) ve ligandlarin (L1, L2 ve L3) siiperoksit radikallerini siipiirme etkinliklerinin
ticari olarak temin edilen enzim kadar yiiksek olmadigi gozlense de dikkat ¢ekecek SCsg

degerleri goriildi. Elde edilen degerler Tablo 8’de 6zetlendi.
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Sekil 46. Ligand 2’nin % siiperoksit radikal siipiirme aktivitesi-konsantrasyon grafikleri
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Tablo 8. Kompleks ve Ligandlarin Radikal Stipiirme Kapasiteleri ( SCso uM)

Kompleks DPPH SCsy SOD SCx Ligand Kodu  DPPH SCs, SOD SCs

Kodu (uM) (uM) (uM) (uM)
K1 121.68 10.76 L1 189.70 12.05
K2 158.94 15.61 L2 126.16 20.05
K3 111.79 15.96 L3 180.83 18.17

SOD 0.026
AA 28.05

BHA 148.00

SOD: Siiperosit dismutaz
AA: Askorbik asit
BHA: Biitillenmis hidroksianisol
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7. TARTISMA ve SONUC

DNA, hiicresel sistemlerde olan c¢ogu biyokimyasal siirecleri diizenledigi i¢in
kanser ilaglarinin birincil hiicre i¢i hedefidir. Cogu kiiciik molekiiller DNA ile
baglanarak antikanser aktivite gosterirler, boylece DNA replikasyonu degisir, kanser
hiicrelerinin boliinmesi engellenir ve sonug olarak kanser hiicreleri 6liir (122, 123). Bu
yiizden, c¢ok sayida kimyasal niikleazlar, antiviral ajan ve kanser tedavileri igin
antitimoOr ajanmi olarak tasarlanmaktadir (124). Bu tez kapsaminda, tiim ligand ve
komplekslerin DNA baglanma, DNA kesme ve antioksidan aktiviteleri incelenmis ve

yukaridaki bulgular elde edilmistir.

Niikleik asitler; proteinler, su, kiigiik organik molekiiller, metal iyonlar1 ve
komplekslerini de igeren pek cok kimyasal tiir ile gesitli sekillerde etkilesirler. Bu
etkilesimler, elektrostatik etkilesimler, oluga baglanma ve inteklasyon yoluyla
etkilesimlerdir. Gegis metal kompleksleri c¢ift sarmal DNA baz giftleri arasina
interkalasyon yapabilir. Bu durum DNA’nin siradan davranigini1 genel olarak etkileyen
ve degistiren bir etkilesimdir (125). DNA baz ¢iftleri i¢ine interkalasyon yetenegi ligand
diizlemselligine baghdir. Ustelik, diizlemsel heterosiklik ligandli kompleksler siradis
elektronik ozellikleri ve gesitli kimyasal reaktiviteleri sayesinde iyi sekilde
aragtirilmistir (126). DNA ile komplekslerin baglanma modlarini incelemek igin en
etkili yontem absorpsiyon titrasyon yontemidir (127). Diizlemsel aromatik kromofor ile
DNA’nin baz ciftleri arasinda giiglii bir etkilesim icerdiginden interkalasyon yoluyla
baglanan bilesikler genellikle absorbsiyon spektrumunda kirmiziya kayma yani,
hipokromizm ile sonuglanir. Absorpsiyon yogunlugundaki artis yani hiperkromizm
DNA cift zincirinin yapisinin bozulmasina neden olur. Hiperkromizm elektrostatik
etkilesimler, Van der walls etkilesimi, hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimlerin

gostergesidir (128).

Calisilan komplekslerin absorbsiyon spektrumlarinda artan CT-DNA ilavesiyle
meydana gelen spektral degisiklikler incelendiginde tiim komplekslerin maksimum
absorbanslarinda diisme (hipokromizm) goézlendi. Komplekslerin (K1, K2 ve K3)
absorbanslarinda sirastyla % 17.77, % 23.19 ve % 15.61 oraninda dikkate deger ol¢iide
azalma gozlendi. Komplekslerin Ky degerleri sirasiyla 9.65x10%, 3.86x10° ve 5.69x10*
M™ seklinde hesaplandi. Bu komplekslerin baglanma etkinligi en fazla K2’de
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goriilirken en az etkinlik ise K3’de oldugu tespit edildi ve sonuglar klasik bir
interkalator olarak bilinen EB (Kb: 1.4x10° M™)’den daha diisik Ky, degerlerine sahip
olduklar1 belirlendi (129). Literatiirden elde edilen bilgilere gore 10> M den daha
bliyiik Kp degerlerine sahip bilesiklerin 1limli1 interkalator o6zellik gosterdigi
bilinmektedir (130). Bu sonuglara bakilarak ve literatiire gore, bu komplekslerin 1limli

interkalator etkinligi oldugu sdylenebilir.

Komplekslerin DNA ile etkilesimini daha ileri diizeyde ortaya koymak i¢in iyi
bilinen bir interkalator olan etidyum bromiir (EB) (131) kullanilarak absorbsiyon
spektroskopisi teknigiyle yarigsmali baglanma denemesi uygulandi. Serbest EB 480 nm
civarinda absorbsiyon maksimumuna sahiptir ve DNA ile etkilestiginde maksimum
absorbansinda azalma olurken daha yiiksek dalga boyuna kayma goriiliir. Bu durum
EB’nin DNA baz yiginlar1 arasina interkalasyon yaptiginin bir kanitidir (132). Sekil
22°de gorildigi gibi serbest EB’nin absorbsiyon maksimumu (480 nm) DNA
varliginda 482 nm’ye kaymis, EB-DNA etkilesimi ile absorbansta azalma goriildi.
Calismada incelenen tiim komplekslerin DNA ile baglanmak icin EB ile yaristigin
gosterecek sekilde absorpsiyon yogunlugunda farkli oranlarda artis oldugu gézlemlendi.
Yukardaki bilgiler 1s1ginda elde edilen sonuglar komplekslerin DNA ile interkalatif
yolla etkilestigini agikca gostermektedir.

DNA’nin termal denatiirasyonu, kiiclik molekiiller ile niikleik asitlarin arasindaki
etkilesimler hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Cift sarmal DNA’nin tek zincirli
niikleik asitlere doniistimiinii karakterize eden DNA’nin erime sicakligi (Tm) 260 nm’de
sicakligin fonksiyonu olarak absorbansi takip etmekle belirlenmektedir (133). Tm,
DNA’daki baz ¢iftlerinin yarisinin eslesmemis oldugu sicaklik olarak tanimlanmaktadir

(134).

Literatiirden elde edilen bilgiler gore, dogal veya sentetik bilesiklerin DNA ile
etkilesimi, istiflenme etkilesimlerini  kararlastirmast  sebebiyle, ¢ift sarmalin
kararliligiyla sonuglanir ve sonug olarak, DNA’nin erime sicaklifinda bir artisa neden
olur (135). Tm’deki boyle bir artis komplekslerin interkalasyon yaptiginin bir

gostergesidir.

UV-Vis absorbsiyon titrasyonlart ve yarismali EB baglanma c¢alismalar

sonucunda DNA’ya interkalasyon yoluyla baglandigi belirlenmistir. Bu diisiincelerin
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farkl1 bir teknikle bir kez daha desteklenmesi amaciyla termal erime egrilerinin
cizilmesiyle elde edilen Tm degerleri incelendi. Literatiire gore, erime sicakligindaki 5-
12 °C arasindaki artiglarin bilesiklerin DNA ile interkalasyon tiirii baglandiginin
kanitidir (136). Bu amagla, incelenen kompleks ve ligandlarin Tm degerlerindeki artis
strastyla K1, K2 ve K3 i¢in 10.6, 5.0 ve 3.6 °C olarak belirlendi. Tiim bu sonuglar goz
Oontine alindiginda kompleklerin CT-DNA ile 1mh interkalasyon yaptigi

desteklenmistir.

Kimyasal niikleazlar enzimatik niikleazlarla karsilastirildiginda bazi avantajlara
sahiptir. Kimyasal niikleazlar daha kiiclik boyuttadirlar ve bu ylizden bir niikleik asit
molekiiliiniin sterik olarak engellenmis bolgelerine ulagabilirler. Ek olarak kimyasal
niikleazlarin etkinligi 6nerilen niikleaz molekiillerinin tiirevlendirilmesiyle artabilir veya
azalabilir (137). Ustelik kimyasal niikleazlar fizyolojik pH ve sicaklikta DNA kesimine
neden olur, bu kimyasal niikleazlarin aktiviteleri DNA ile komplekslerin giiglii veya

zay1f geri doniisiimsiiz olusumunu da igerir (138).

Komplekslerin niikleaz etkinligini ortaya koyabilmek igin yaygin olarak
kullanilan agoroz jel elektroforezi yontemi tercih edilmistir. Elektrik alani etkisi altinda
DNA negatif yiiklii olmas1 sebebiyle elektrik alana yerlestiginde anota dogru hareket
eder. DNA’nin go¢iiniin boyutuna, elektrik alaninin giicli, tampon ve agaroz jelinin
yogunlugu ile DNA’nin biiyiikliigiine bagli olarak karar verilir. Siipersarmal DNA
formu (Form I)’nun kirik form (Form II) ve lineer form (Form III)’a déniistiiriilmesi ile
niikleaz aktivite degerlendirildi. Agoroz jel elektroforezinde bu formlar farkli hizlarda
hareket ederler, bozulmamis siipersarmal form (Form I) en hizli, g¢esitli maddelerle
etkilesim ile olusan kirik form (Form II) en yavas hareket eder. Her iki zincirin

kesilmesi ile olusan lineer form ise (Form III) bu iki form arasinda hareket eder (139).

Bu tez kapsaminda pH, konsantrasyon, ¢esitli oksidatif ajanlar ve UV 151k gibi
cesitli parametrelere bagli olarak siipersarmal DNA’nin kirik, lineer hale ge¢isi izlendi.
Eger incelenecek komplekslerin DNA kesim aktivitesi gosterdigi ortaya konulursa
kanser tedavisinde terapotik amagla kullanilabilme imkani bulacagi agiktir. Literatiire
elde edilen bilgilere gore oksijen atomu metallerin yiikseltgenmis hallerindeki kuvvetli
asit ozelligi araciligiyla DNA iskeletinin fosfat grubunun oksijeni ile koordinasyon

yapabilir ve DNA’nin fosfodiester baginin kirilmasina neden olabilir (140). Kimyasal
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niikleaz aktivitesi gosteren bir¢cok kimyasal, DNA ile giiclii veya zayif kompleksler
olusturarak kesimi gergekletirir. Oksidanlar (H20,, ME ve AA) mevcudiyetinde

komplekslerin DNA zincirine saldirarak DNA zincirini kestigi bilnmektedir.

Bu bilgilerin 1s181nda, komplekslerin herhangi bir ilave ajan olmaksizin uygun
kosullarda Form I halindeki plazmid DNA’y1 Form II ve Form III’e doniistiirme
yetenekleri incelendi. Tiim kompleksler i¢in optimum pH’nin 7 oldugu belirlendi. pH
caligmalarinda niikleolitik aktivite gosteren komplekslerin hangi konsantrasyonda daha
etkin c¢alistiklar1 incelendi. Tiim komplekslerde, 100 uM’lik konsantrasyonda DNA

tizerindeki niikleolitik aktivitenin etkin oldugu gozlendi.

Hidrolitik yolla kesimi ger¢eklesen komplekslerin oksidatif ajanlar varliginda da
kesim aktivitesi tespit edildi. Bu amagla H,O,, ME ve AA gibi ¢esitli aktivatorlerin
kullanilmasma karar verildi. Komplekslerin  goriintiileri  incelendiginde, [-
merkaptoetanol (ME) un aktivator etkisinin tim komplekslerde esdeger dl¢iide ve cok
etkin oldugu gozlendi. H,O’in indiikleyici etkisi en fazla K1’de goriiliirken askorbik
asit ise en fazla K2’de indiikleyici etki gosterdi. Indiikleyici ajanlar arasinda siralama

yapildiginda ME’iin en etkili aktivator ajan oldugu sOylenebilir.

Bir diger caligsma olarak, 1sikla indiiklenmis DNA kesimi denemeleri yapildi. UV
151k 1le oksidatif kesimin saglandig1 bu yontem tiimor tedavisindeki potansiyel kullanimi
nedeniyle giderek 6nem kazanmistir (141). Bu tez kapsaminda incelenen kompleksler
UV 151k altinda pek bir etkinlik gostermediginden fotodinamik denemeler i¢in uygun

bilesikler olmadigina karar verildi.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar geg¢is metal komplekslerinin ilging antioksidan
aktiviteler gosterdiklerini 6ne siirmektedir (142). Bu yiizden tez kapsaminda incelenen
ligand ve komplekslerin potansiyel antioksidanlar olarak arastirilmasi Onemlidir.
Yapilan incelemeler sonrasinda incelenen bilesiklerin dikkate deger 6l¢lide antioksidan

aktivite gosterdikleri ortaya konuldu.

Elde edilen bulgular, incelenen komplekslerin DPPH radikallerini siipiirme
aktivitesi ve siiperoksit radikallerini stipiirme etkinlikleri incelendi. Bu denemelere gore
K1 ve K3 ve ligandlardan L2 nin BHAya gore daha diisiik SCso degerine sahip oldugu
yani DPPH radikallerini giderme etkinliginin daha yiiksek oldugu belirlendi. Fakat

giiclii antioksidan 6zellik gosteren bir standart olan askorbik asitle karsilastirildiklarinda
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bu etkinin az oldugu tespit edildi. Elde edilen SCsy degerleri literatiirde ¢alisilan gegis
metal kompleksleri igin elde edilen bulgularla uyum gdstermektedir. Incelenen
komplekslerin siiperoksit radikallerini siipiirme etkinliklerinin ticari olarak temin edilen
enzim kadar yiiksek olmadigi gozlense de dikkat cekecek SCsp degerleri (K1
SCs0=10.76 uM) belirlenmistir. Elde edilen SCsp degerleri literatiirde ¢alisilan gegis
metal kompleksleri icin elde edilen bulgularla uyum gosterdigi gériilmiistiir. Ornegin 2,
6-di ((fenazonil-4-imino)metil)4-metilfenol ligandinin Co ve Zn kompleksleri igin SCsx

degerleri sirasiyla 39.1 uM and 55.8 uM olarak bulunmustur (143).

Sonug olarak incelenen bu maddelerin 6nemli biyolojik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Bu c¢aligmalar, bu komplekslerin ileride antikanser ilac1 olarak

degerlendirilmesine temel olusturacaktir.
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