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OZET

(+)-DUOCARMYCIN ANTIBIYOTIGI ANALOGLARININ SENTEZLENMESI VE
DNA UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI
Bircan CEKEN TOPTANCI

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI

2013

Son zamanlarda, tanima, baglanma, modifiye etme, kesme ve ¢apraz baglanma yoluyla
DNA ile etkilesen kii¢iik molekiillere ilgi artmis ve bu molekiiller kimya, biyoloji ve tip
alanlarinda ilgi ¢ekici projelerin arastirma konusu olmustur.

CC-1065 ve Duocarmycin gibi antitimor antibiyotiklerin DNA kigik oluguna
baglandig1 bilinmektedir. CC-1065 antibiyotigi bilinen en toksik antitiimor antibiyotiktir. Bu
antibiyotikle yapisal olarak ¢ok benzeyen Duocarmycin gibi bazi antibiyotiklerin toksik
etkisinin daha az olmas1 bizi Duocarmycin analoglarinmi sentezlenmeye yoneltmistir.

Bu c¢alismada (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapisinda bulunan indol-2-
karboksilik asit molekuliniin, C-5 karbonunda tersiyer amino fonksiyonel gruba sahip suda
cozlnebilen U¢ farkli analogu sentezlendi. Sentezlenen ligandlarin DNA kesim etkileri bakir
varliginda ve yoklugunda, Agaroz Jel Elektroforezi teknigi ile pBluescript M 13+ plazmid DNA
(3.2 kb) ve Calf Thymus DNA (8-15 kb) kullanilarak belirlendi.

Ligantlarin (1-3) konsantrasyona ve zamana bagli olarak DNA kesimine sebep oldugu,
bakir varliginda DNA kesiminin arttig1 ve ligand 1’in kesim etkisinin diger ligantlara oranla
daha fazla oldugu tespit edildi. DNA kesiminde reaktif oksijen tiirlerinin etkisini arastirmak i¢in
reaksiyonlar histidin, tiyoure, TEMPO ve DMSO varliginda tekrarlandi ve bu radikal
sondiriictilerin DNA kesimini inhibe ettigi gozlemlendi. Bu sonug kesimde reaktif oksijen
tiirlerinin etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA kesimi, Duocarmycin A ve SA, CC-1065, Antikanser.



ABSTRACT

THE SYNTHESIS OF (+)-DUOCARMYCIN ANTIBIOTIC ANALOGS AND THEIR
EFFECTS ON DNA

Ph.D. THESIS
Bircan CEKEN TOPTANCI

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2013

Binding studies of small molecules to DNA are very important in the development of
DNA molecular probes and new therapeutic reagents. In recent years, small molecules that
interact with DNA through recognition, binding, modifying, cleaving and crosslinking have
attracted great interest and had been challenging project in the research fields of chemistry,
biology, and medicine. Therefore, the design of small compounds able to bind and cleave DNA
at physiological conditions is of great interest for the development of novel therapeutic agents.

CC-1065 and duocarmycin antitumor antibiotics are specifically bind to double strand
DNA. Duocarmycin have similar structure to the CC-1065. However it is not very toxic.

In this study, three water-soluble DNA-binding subunits, indole-2-carboxylic acid
hydrochlorides bearing a substituent with a tertiary amino functionality at C-5 were synthesised.
DNA cleavege aktivity of this ligands were checked in the absence and presence of Cu (1)
ions on pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2 kb) and Calf Thymus DNA (8-15 kb).

The ligands (1-3) showed concentration and time dependent DNA cleavage activity.
The DNA cleavage activity of 1 is significantly better than the ligands (2, 3). To verify if
reactive oxygen species involved in the mechanism of DNA cleavage, the experiments were
carried out in the presence of histidine, thiourea, TEMPO and DMSO. It has been found that
DNA cleavage was inhibited in the presence of these radical scavengers. This finding indicated
that ROS plays a key role in the DNA cleavage.

Keywords: DNA cleavage, Duocarmycin A ve SA, CC-1065, Anticancer.
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Bircan CEKEN TOPTANCI

1. GIRIS

Kanser; kontrolsiiz boliinen ve diger dokulara yayilabilme 6zelligi olan anormal
hiicrelerin olusturdugu hastaliklar i¢in kullanilan bir terimdir. Vicudun hemen hemen
her bolimind etkileyebilir. Belirli genlerde olusan mutasyonlar sonucu veya gen

ifadesinin miktarinda ya da zamanlamasinda meydana gelen degisikliklerle ortaya

cikan, hiicresel seviyedeki genetik bir bozukluktur.

Dinyanin en 6nemli saglik sorunlarindan biri kanser olup Ulkemizde de c¢ok
siklikla goriilmektedir. 2002 yilinda Diinya Saglik Orgiitii’niin verdigi rakamlara gore
tim diinyada 11 milyon insana farkli tiirde kanser teshisi konulmus, bunlarin 7.1
milyonu yasamini yitirmistir. 2020 yilinda 16 milyon insana cesitli tipte kanser teshisi
konulacag1 ongortilmektedir. Bu rakamlar diinyada kanser teshisi ve tedavisinin ne

kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.

Ulkemizde 1970’1i yillarda sebebi bilinen éliimler sirasinda dérdiincii sirada yer
alan kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra ikinci siraya
yukselmistir. Erken tan1 konuldugu takdirde 6nlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalik
olan kanserin bu denli hizli artis gostermesi lilkemizde kanserin teshisi ve tedavisi ile
etkin miicadele edilmesini gerekli kilmaktadir. Kanser ¢aligmalar1 oldukc¢a biiyiik 6nem
kazanmig olup, kanser teshisi ve tedavisinde kullanilacak molekiillerin sentezi ve
uygulamalar1 gilincel arastirma konularnin iginde olmustur. Ginumuzde, kanserin
tedavisinde kemoterapi ilaci olarak kullanilan molekiillerin 6nemli bir dezavantaji segici
olmamalaridir. Bunlar, timor hiicrelerinin yaninda saglikli hiicrelerinde DNA yapisini

bozar ve bazen saglam hiicrelerde tamiri miimkiin olmayan yan etkilere sebep olurlar.

Yeni sentezleri yapilan molekiillerde temel hedef; sadece tiimdr hiicrelerine karsi
secicilik sonucu diisiik zehir etkisidir. Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte tiimor
hiicrelerine kars1 yiiksek secicilik gosteren bilesikler sentezlenmistir. Bu molekiillerin
biiyiikk bir kisminin hiicre iginde ve disinda tiimor hiicrelerine karsi aktif oldugu
belirlenmis olup farkli tedavi yontemlerinde kullanilmaktadirlar. Farkli yontemlerin ve

molekiillerin kullanimi, kanserin tiiriine ve olusum evresine baghdir.

Kanser, hiicrelerin kontrolsliz ¢ogalmasiyla ve bu hiicrelerin baska bir bolgeye

goc etme yetenekleriyle bu bolgelerde ikincil timorlerin meydana gelmesiyle
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sonuclanir. Gelismis iilkelerde oliimiin ikinci ana sebebi olmakla beraber gelismekte
olan tilkelerde de yetiskin 6liimlerinin {i¢ ana sebeplerinden biridir. DNA’y1 hedef alan
antikanser ajanlar klinik kullanim i¢in en etkili ilaglardir ve kanser hastalarinin hayatta
kalma siirelerini anlamli olarak arttirirlar. Klinik olarak kullanilan ¢ok sayida antikanser
ilag, antitiimér etkilerini DNA’da kovalent veya kovalent olmayan baglanma yolu ile

hasar olusturarak meydana getirir.

Yasamin kodu olan Deoksiriboniikleik asit (DNA), anne ve babadan evlatlarina
aktarilan genetik bilgilerin saklanmasina uygun olmasi i¢in, birbirini tamamlayan anti
paralel iki sarmal zincirden olusmustur (Watson 1953; Weiling 1991; Watson 1993).
DNA, her nukleotitinde 2-Deoksiriboz sekeri, bir fosfat grubu ve bir azotlu baz bulunan,
polinlikleotid zincirlere sahiptir. Azotlu bazlar pirinlerden (adenin “A” ve guanin “G”)
ve pirimidinlerden (timin “T” ve sitozin “S”) olusmaktadir (Sekil 1.1.). Deoksiriboz
sekeri ve fosfat grubu azotlu bazlara bir iskelet olusturur, boylece deoksiriboz birimine
direkt olarak baglanmasini saglar (Watson 1953; Watson 1993; Alberts 2002). Her
azotlu baz farkli bir yapiya ve yapilarindaki elektron alan veya veren gruplardan dolay1
spesifik hidrojen bagi olusturma kapasitesine sahiptir. A ile T ve G ile S baglanir (Sekil
1.2.), bundan dolay1 spesifik DNA &rneklerinde her zaman A miktar1 T ve G miktar1 da
S miktarina esittir (Chargaff 1949). Baz ciftlerinin uzayda dizeni biyik ve kiguk
oluklarin olugmasini (Sekil 1.3.) saglar (Wing 1980; Kielkopf 1998; Fonsega 1999).
Molekdler seviyede her olugun ¢evresi farklilik gosterir (Lown 1994). Buyik oluk
birden fazla etkilesim alani gosterir, buda ilaglarla/ligandlarla nispeten daha fazla
kuvvetli bag olusturmasini saglamaktadir (Pabo 1984; Kielkopf 1998). 11,6 A genislige
ve 8,5 A derinlige sahiptir (Neidle 2001). Biiyiik oluk hacimli molekiillerin kolayca
baglanmasina izin vermektedir (Takeda 1983). Diger taraftan kii¢iik oluklar daha az
baglant: alan1 saglarlar ve daha kiiciik boyuttadirlar, derinlikleri 8,2 A kadardir. Bununla
beraber kuguk oluklarin en yararli o6zellikleri, genellikle korumasiz olduklarindan
dolay1, kiiglik ilag molekiillerinin saldirilarina agik olmalaridir. Birgok antibiyotik ve
antikanser ilaglar da kiigiik molekiiller oldugundan kiigiik oluklar bunlarin ana baglanma

kisimlaridir (Gao 1992; Neidle 2001).
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Sekil 1.2. A-T ve S-G arasindaki Watson-Crick Hidrojen Baglart.

Bylk Oluk

CH,
.-0,
™
7 6 /N3 N
X\ ---H R
9 (o)
IN 7
R : o. B
Kiigiik Oluk Kiigtik Oluk
HO
3
AT G-S
R=DNA Zinciri B=DNA Biaz

Sekil 1.3. Piirin ve pirimidin hidrojen bag ¢iftleri arasinda olusan biiyiik ve kiigiik oluklar ve seker fosfat

omurgasi. (Hidrojen bagi donorleri mavi, hidrojen bagi akseptorleri ise kirmizi ile igsaretlenmistir.)
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Normal hiicrelerin tiimor hiicresine donligmesinde mekanizmayr anlamaya
odaklanmig aragtirmalar, farkli tip mutasyonlarin (Gnarra 1994; Harman 1962) ve
DNA’nin hiicre ¢ekirdegi igerisinde yeniden diizenlenmesinin, gen ekspresyonunu ve
diger biyokimyasal siireci etkileyebilecegini gostermistir. Belirgin olarak onkogenez ile
saglikli hiicre kanser hiicresine doniismektedir (Bignell 2007). Kanserin sartlar1 ve
evresine bagli olarak farkli tip tedaviler kullanilmaktadir. Cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve immiinoterapi bunlardan bazilaridir. Kemoterapinin amaci1 kimyasallar1
kullanarak hiicrelerin, hiicre biiylimesi ve hiicre bdliinmesi gibi bazi fonksiyonlarini
durdurarak tiimor hiicresini Oldiirmeyi amaglamaktadir (Nelson 2007). Cisplatin,
oxaliplatin gibi platinyum kompleksleri, mustine, klorambusil ve melphalan (L-PAM)
gibi bazi azot hardallar1 (Sekil 1.4.), iyi bilinen geleneksel anti-kanser ilaglarindan
bazilaridir (Denny 1998; Denny 2000).

o Cl
H,N cl H, o \
N_ 7 N
Pt \P{ C'\/\N/\/CI N o)
7 Ny b SN | /_/
H3N ‘N 07 o R
H, Cl H,N OH
Cisplatin Oxaplatin Azot hardali Melphalan (L-P)

R= CH, Mustine
R= p-Ph(CH,),COOH Chlorambucil

Sekil 1.4. Bilinen bazi antikanser ilaglarin yapist.

Bu ilaglarin en biiyiik hedefleri DNA’dir. Azot hardallarinin sitotoksik etkileri
zincir i¢i veya zincirler arasi ¢apraz baglanarak DNA alkilasyonunu baglatip, DNA’nin
cift sarmal yapisinin biitiinliglinii bozarak gosterir. Bu alkilatorlerden bazilar1 normal
DNA’nin replikasyon mekanizmasinin fonksiyonunu ¢ok kisa siirede bozarken,

digerleri i¢in saatler ve giinler gerekmektedir (Ozawa 1988; Beria 2004).

Giintimiizde klinik olarak kullanilan anti-kanser ilaglarda segici olmama,
metastaz veya ikincil gelismeleri kontrol yeteneginin olmamasi gibi problemler
bulunmaktadir (Chambers 2002). Bunlara ek olarak, kanser dogasmin heterojenik
olmasinin nedeni 100’den fazla kanser ¢esidi olmasidir (Tu 2010). Kanserin dogasina,
yerine ve seviyesine bagli olarak her problem icin spesifik ilaclara ihtiyac
bulunmaktadir. Ayrica kanserli hiicrelerde birden fazla ilaca kars1 direng olusmasi, yani

baslangigta bir spesifik ilag ile baskilanirken bu ilaca karsi direng gelismesi fazlaca
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goriilen bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Gottesman 2002; Yap 2010). Bu
problemlerin Gstesinden gelebilmek icgin daha etkili ve secici ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir. Kanseri ve kemoterapiyi anlamada ileriye gidilmesi, (Urruticoechea
2001) tiimor hiicrelerinin gelisimini kontrol altina alma potansiyelleri olan DNA dizisini

spesifik, yeni ajanlarin bulunmasi ile sonuglanmistir (Caponigro 2010).

Bu anti-kanser ilaglarin DNA ve DNA’ya bagli proteinler iizerinde bazi secici
bolgeler ile kuvvetli etkilesimleri vardir (Neidle 2001). Bir anti-kanser ligand DNA’y1
hedef aldig1 zaman sitotoksik etkisinin bir sonucu olarak DNA’nin normal aktivitesini
degistirerek hiicre oliimiine neden olur (Beria 2004). Anti-kanser ilaglarinin kendi
etkilerini gosterdigi baglanma mekanizmasi (Bailly 1998) interkalasyon (berberine ve
daunomycine (Ridge 1994)), alkilasyon (mustine (Denny 1998; Hubbard 2007) ve
mitomycin C (Tomasz 1995)) biyik (Hamilton 2012) ve kiglk oluk baglayicilar
(distamycin (Pugliese 1978)) ve netropsin (Kopka 1985)) gibi ¢esitlilik gostermektedir
(Sekil 1.5a.).

DNA’ya baglanma moduna bagli olarak anti-kanser ilaclar iki ana katagoriye
ayrilirlar (Baraldi 2004): mitomycin C (Tomasz 1995), anthramycin, ecteinascidin
tirevleri (ET-743) ve bleomycin A2 (Baraldi 2004) gibi DNA’da ve fonksiyonlarinda
kalic1 hasara neden olan kovalent baglananlar (Beria 2004), ve fiziksel olarak DNA ile
etkilesen ve etkilerini gecici olarak DNA fonksiyonlarin1 degistirerek gosteren (Lown
1994; Baraldi 2004) (distamycin ve netropsin gibi) kovalent olmayan sekilde
baglananlar (1.5b.-1.5¢.). Kovalent olmayan etkilesimler kendi aralarinda ii¢ biiyiik
siifa da ayrilabilirler (Lown 1994), bunlar elektrostatik etkilesimler, interkalasyon ve
oluklara baglanmadir. Lexitropsinler ve bunlarin bilesikleri DNA’ya elektrostatik
etkilesim ile baglanirlar. Etidyum bromiir ve adriamycine interkalasyon yolu ile
baglandig1 iyi bilinen bilesiklerdir (Baguley 1978). Distamycin ve netropsin kanser
arastirmalarinda kullanilmis olan 6ncii bilesiklerdirler ve bunlarin DNA’ya baglanma
yetenekleri DNA’nmin  ¢ift sarmalinda kiigiikk oluklardaki spesifik dizilere
baglanmalarindan gelmektedir (Arcamone 1964; Baraldi 2007).

Kigcuk organik molekiiller ve iyonlar; DNA ile elektrostatik etkilesim, DNA ile

interkalasyon ve DNA oluklarina baglanma olmak iizere {i¢ temel mod iizerinde
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etkilesir. Bu nedenle, DNA’y1 hedef alan ilaglarin kesfi, kanser tedavisi i¢in yeni

ilaclarin gelistirilmesinde temel yaklagimdir.

0\
O
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CH, ©.
CH,
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y NH,
H,N
HCI
y Mitomycin C NH
)\H HN
o N
/ — (e}
,Tl m 3
CH, o N o
CH,
HCI Distamycin

NH

H,N
H,N
N

Netropsin

Sekil 1.5a. Farkli etkilesim tiirleriyle DNA’ya baglanan ligandlar.
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Sekil 1.5b. Farkli etkilesim tiirleriyle DNA’ ya baglanan ligandlar.
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Sekil 1.5c. Farkli etkilesim tiirleriyle DNA’ ya baglanan ligandlar.
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DNA ile Elektrostatik Etkilesim

Bu baglanma modu, elektrolitlerin ve suyun niikleik asitlerin ¢evresindeki
davraniglarini kontrol eder ve organik ligantlara etkisi ¢cok azdir. Negatif yiiklii seker
fosfat omurgasi ile ¢evresinde kiimelenen pozitif yukli iyonlar (Na*, K* veya Mg?")
yada poliaminlerin (spermine ve spermidin gibi, Sekil 1.6.) gelisigiizel baglanmalari,
karakteristik spesifik olmayan elektrostatik baglanmalardir (Tam 2007).

H
H N/\/\N/\/\/N\/\/NHz
2 H

Spermine

Sekil 1.6. Sperminenin 12 baz ¢iftli B-DNA ile elektrostatik etkilesimi.

Interkalasyon

1961 yilinda Lerman, poliaromatik ve diizlemsel molekiillerin DNA heliks
yapisindaki komsu baz c¢iftleri arasina girmesini interkalasyon olarak adlandirmistir
(Sekil 1.7.). Interkalasyon kompleksinin kararliligi, diizlemsel aromatik sistem ile
Watson-Crick baz giflerinin iist iiste gakigmasi ile van der Waals etkilesimini artmasinin

sonucudur. Etidyum bromr ve proflavin bilinen ilk interkatorlerdir (Sekil 1.8.).
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Sekil 1.7. Diizlemsel bir molekiilin DNA baz ciftlerine interkalasyonu.

Sekil 1.8. Etidyum bromiriun B-DNA’ya interkalasyonu.
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Oluklara baglanma

Buytk ve kuguk oluga baglanan ligandlar, baz g¢iftlerinde bulunan fonksiyonel
gruplar ile dogrudan hidrojen bag1 yaparlar. Genellikle kiiclik molekiller DNA kiguk
oluguna baglanirlar. Duocarmycin, Netropsin ve Distamycin (Sekil 1.9.). DNA oluguna

baglanan antikanser antibiyotiklerdir (Chaires 2006).

Netropsin

Sekil 1.9. Netropsinin DNA oluguna baglanmasi.

CC-1065, (+)-Duocarmycin A ve SA’nin, DNA kiigiik oluguna baglanip
DNA’da selektif alkilasyon yaparak (Sekil 1.10.) biyolojik etki gdsteren son
derece etkili antitiimor antibiyotiklerin bir sinifin1 temsil ettigi bilinmektedir.
CC-1065 antibiyotigi bilinen en toksik antitimor antibiyotiktir (Martin 1981;
Ichimura 1990).

10
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Sekil 1.10. Duocarmycin SA ile DNA alkilasyonu.
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Sekil 1.11. CC-1065, (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapilar1.

CC-1065 antibiyotigine yapisal olarak ¢ok benzeyen (+)-Duocarmycin A ve SA
(Sekil 1.11.) gibi baz1 antibiyotiklerin toksik etkisinin daha az olmast bizi farkli

stibstitie (+)-Duocarmycin antibiyotigi analoglar1 sentezlemeye yoneltmistir.

llaglarm biyoyararlanimi, ilacin  klinik uygulamalar igin, gelistirilip
gelistirilemeyecegi bakimindan 6nemli bir faktordiir. Bununla beraber fizikokimyasal
Ozellikler, cozindrlik, gecirgenlik, pKa degeri ve lipofilik/hidrofilik denge
biyoyararlanimi etkileyen o6nemli faktorlerdir. Coziiniirliigii zayif olan bilesikler
genellikle yeni bir ilag kesfetme veya gelistirme siirecinde yetersiz kalabilir, ¢linki bu
ozellikler bilesiklerin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerinin yaninda, hayvan
modelinde antitimor aktiviteyi de etkileyebilir (Kapuriya 2011). Bu sebeple sentezlenen

analoglarin suda ¢6ziiniir olmasi ¢ok 6nemlidir.

12
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Bu tez kapsaminda; (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapisinda
bulunan C-5 karbonunda tersiyer amino fonksiyonal gruba sahip ¢ tane (1-3) suda
¢cozlnen indol-2-karboksilik asit hidroklorir analogu sentezlendi (Sekil 1.12).
Sentezlenen indol-2-karboksilik asit hidrokloriir analoglarinin DNA kesim etkileri
Agaroz Jel Elektroforezi teknigi ile Cu** varhginda ve yoklugunda, pBluescript M13+
plazmid DNA (3.2 kb) ve Calf Thymus DNA (8-15 kb) kullanilarak belirlendi.
Sentezlenen ligandlarin LogP degerleri ALOGPS 2.1 programui ile hesaplandi (Tetko
2004).

Ligandlarin LogP degerleri ALOGPS 2.1 programi ile hesaplanmis (Tetko
2004); 1, 2 ve 3 nolu ligandlar igin sirastyla 0.819, -0.005 ve 0.108 olarak bulunmustur.
Lipinski (1997) tarafindan Onerilen kurala gore bir ilacin logP degerinin -0.4 ile +5.6
arasinda olmas1 gerekmektedir. Ayrica ligandlarin molekiil agirliklar1 da Lipinski kurali

ile uyum igerisindedir.

Pfizer kurallar1 olarak da bilinen Lipinski kurallari, bir kimyasal bilesigin
farmakolojik veya biyolojik aktivitesine baglh olarak, o kimyasal bilesigin insanlarda
oral aktif ila¢ olabilirligini agiklayan pratik bir kuraldir. 1997 yilinda Christopher A.
Lipinski tarafindan formiile edilen bu kural, bir¢ok tedavi edici ilacin genellikle kiiglik
ve lipofilik olmasinin gozlenmesi temeline dayanir. Bu kural insan viicudunda ilag
farmakokinetigi i¢in, absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve bosaltim1 da icine alan
(ADME) molekiiler 6zelligin 6nemini agiklar. Bununla birlikte, bu kural bilesigin

farmakolojik olarak aktif olup olmadigini1 6ngéremez.

H
o) N
Vi " NMe i NMe
HO,C z HO,C 2
N .HCl N o]
H OMe N .HClI
2

1

LogP =0.819 LogP =-0.05
0
AN
N - HCl
3
LogP =0.108

Sekil 1.12. DNA’ya baglanan indol-2-karboksilik asit hidrokloriir analoglari (1-3).
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2. KAYNAK OZETLERI

Hotzel ve arkadaslar tarafindan, distamycin A-netropsin iskeletine interkalator
olan amsacrin eklenerek sentezlenen ve combilexine olarak adlandirilan antitimor
ilaglart (Sekil 2.2.) 6rnek alinarak, ana iskeletinde indol, karbazol veya nitro grubu
iceren farkli molekiiller sentezlenip, bu molekiikiiller amid grubu ile farkli polar yada
lipofilik fonksiyonlart olan, pirol veya oligopirollerle baglanmistir (Sekil 2.1.). Daha
sonra bu molekdllerin (4a-0) termal denatiirasyon ve etidyum bromiir ile yerdegistirme
(floresans titrasyon teknigi) ile DNA baglanma ilgilerini arastiritlmis ve Topoizomeraz |
inhibisyonu da belirlenmistir. Molekiillerin DNA baglanma ilgilerinin ve topoizomeraz

inhibisyonunun zayif oldugu sonucuna varilmistir (Hotzel 2002).
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Sekil 2. 1. DNA kii¢iik oluguna baglandigi bilinen distamycin A ve netropsin, interkalatér amsacrin ve

tipik bir combilexinelere tipik bir érnek: NetAmsa.



2. KAYNAK OZETLERI
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Sekil 2. 2. Hotzel ve arkadaglar tarafindan sentezlenen molekiiller.
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Zhang ve arkadaslar1 tarafindan, bir seri indol-2-karboksilik asit benzilidin-
hidrazidleri apoptozu indiikleyici etkili yeni bir sinif olarak rapor edilmistir. Hem 5 hem
de 6 molekilinun kanser hiicreleri tizerinde apaptotik etki gosterdigi tespit edilmis (5)

nolu bilesigin tiibilin polimerizasyonunu inhibe ettigi gozlemlenmistir (Zhang 2004).

cl O
b e
N HN—N O

H L©>R N HN=NQ :
RZ

5a. R=NO, 6a. R1=R,=pMe
b. R=H b. R1:C|, RzszOZ

c. R1=Cl, R,=pOMe

Pham ve arkadaslar tarafindan, Alangium javanicum ve Alangium grisolleoides
bitkilerinden diklorometan-metanol ekstrat1 hazirlanmis ve bu ekstraktin Cu®* varliginda
DNA kesimine sebep oldugu tespit edilmistir. Ekstrakt fraksiyonlandirilarak DNA
kesimine sebep olan aktif bilesik bulunmaya g¢alisilmistir. A. javanicun dan Javaniside
(7) ve A. grisollecides Alangiside (8) maddelerinin Cu?* varliginda DNA kesiminde
etkili oldugu belirlenmistir (Pham 2005).

. HWOH
©\r\7 o H: © CH,OH
H
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Berberinden c¢ikilarak modifiye edilmis dort tane yeni berberine analogu
sentezlenmis ve yapisi aydinlatilmistir. Spektrofotometrik titrasyon ve etidyum bromiir
yerdegistirme deneyleri sonucu berberin tlrevlerinin, 6zellikle bir amino grubu iceren

(11), calf thymus DNA’ya daha gii¢lii baglandigini gostermistir (Pang 2005).

MeO MeO MeO MeO

Wilson ve arkadaglari tarafindan, akridine konjuge imidazol halkasi igeren
bilesikler (13-14) sentezlenmis. Sentezlenen bilesiklerin metallerle [Hg(ll), Fe(lll),
cd(n, zn(1n), V(V), ve Pb(I1)] kompleksleri olusturulmus ve DNA fotokimyasal kesim
calismalar1 yapilmistir. Yapilan deneyler sonucu bilesik 14’Un DNA’ya daha iyi
baglandig1 ve metal kompleksleriyle DNA’nin fotokimyasal kesiminin arttigini tespit
edilmistir (Wilson 2005).

H H
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Naftalimitten tureyen yeni heterosiklik fenil naftotiazolun karboksiamit
analoglar1 sentezlenmis, antitiimér ve DNA kesim etkileri ¢alisgilmistir. Tiim ligantlarin
antitimor ve DNA fotokesim aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ligantlardan 16b ve
16c¢’nin sitotoksitesinin, 16d’nin ise DNA kesim etkisinin diger ligandlara oranla daha

fazla oldugu rapor edilmistir (Zhigang 2005).
\HN N
oi |N| io H | io

R R

15 16

-~ -~

X

a. Ri=H
b. R=p-OCH;
c. R=m-NO,

d. R=p-CH;

Ma ve arkadaglar1 tarafindan, Commiphora africana’nin metanol-su ekstraktinin
Cu* varhginda DNA’y1 kestigi gozlemlenmis. Ham ekstrakt fraksiyonlandirilarak,
DNA kesimine sebep olan aktif bilesik saflastirilmis ve bu bilesik phellamurin (17)
olarak adlandirilmistir (Ma 2005).
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Propargilik siilfonlar pH’ya bagli DNA kesim ajan1 olarak bilinirler. Haruna ve
arkadaglar tarafindan propargylik sulfon (18) sentezlenmis ve bu bilesigin DNA ile
gliclii interkalasyon yaptigt ve DNA alkilasyonunu baslattigi rapor edilmistir.
Propargylic sulfon (18) yapisindaki antrakinon kromofor grubunun 1 elektron

yiikseltgenmesi sonucu DNA kesimine sebep oldugu belirtilmistir (Haruna 2006).

O O 0 H
L0 ~
(e}

18

Quercetin manganaz (Il) kompleksi sentezlenmis (19) ve DNA’nin hidrolitik
kesimi arastirillmistir. Kompleksin plazmid DNA’da tek ve cift zincirden kesimi
baslattigi  gozlemlenmistir. DNA  kesiminin  kompleksin konsantrasyonuna ve

inkiibasyon siiresine bagli olarak arttigi rapor edilmistir (Jun 2007).
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Wang ve arkadaslari tarafindan, piridin iceren tac eterlerin Cu?* kompleksi (20)
sentezlenip, bu kompleksin DNA kesimi iizerine etkisi incelenmistir. Sonuclar, Cu®
kompleksinin supercoiled DNA’da fosfodiester bagini hidrolizledigini géstermistir
(Wang 2008).

2+

Cu
o N\
NH, "N=
5)4

N HN
A\

20

Begum ve arkadaglari tarafindan sentezlenen 21 ligandinin yapist X-ray ile
aydinlatilmis ve kompleksin CT DNA’ya baglandigi tespit edilmistir. Kompleksin (21)
indirgeyici ajan varliginda plazmid DNA’y1 kestigi gézlemlenmis ve kimyasal nikleaz

aktivitesi oldugu rapor edilmistir (Begum 2009).

2+
e |
N /N\ /N\ /N
pZ /(\:u\ X
N | SN OH,NT | N
= N

21

Ouyang ve arkadaslari tarafindan yapilan bu ¢alismada norbixin (22) ve Cu®*’nin
DNA hasarina sinerjik etkisi arastirilmistir. Norboxinin supercoiled plazmid DNA’da
bakira bagli DNA hasarini arttirdigi, bu hasarin konsantrasyon ve etkilesim zamanina

bagli oldugu gozlemlenmistir (Ouyang 2008).
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22

21



2. KAYNAK OZETLERI

Lamani ve arkadaslar tarafindan, farkl siibstitiie quinolin schiff bazlar1 (23a-c,
24a-c) sentezlenerek, antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA baglanma ilgileri
arastirilmistir. Sonug olarak tiim schiff bazlarinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica UV-visible absorbans ve viskozimetre caligmalari sonucu
sentezlenen schiff bazlarinin DNA’ya baglandigi, fakat 3a’nin baglanma sabitinin diger
bazlara oranla daha yuksek oldugu belirtilmistir (Lamani 2008).
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Wang ve ark. CC-1065 antibiyotiginin, insan albiimin proteinine in vitro ¢ok
giiclii baglanan prodrug analogu (+)-FDI-CBIM (26) sentezleyerek, antitimor
aktivitesini ¢alismiglar. FDI-CBIM analogunun daha once sentezledikleri (+)-FDI-CBI
(25) analoguna oranla 16semi, kolon kanseri, meme kanseri ve yumurtalik kanserinde

daha etkili ve daha az toksik oldugunu tespit etmigler (Wang 2008).
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Yang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, bir seri bakir (IT) kompleksi
sentezlenmis (27a-d) ve karakterize edilmistir. Komplekslerin DNA kesim aktiviteleri
plazmid DNA kullanilarak agaroz jel elektroforezi ile belirlenmis ve komplekslerin
bakir varliginda konsantrasyona bagli olarak DNA kesimi gerceklestirdigi tespit
edilmistir. 27a ligandinin en giiglii kesim aktivitesi oldugu belirlenmistir (Yang 2008).

27

a. R1=R,=0
b. R1=R2=H
c. R;=0OH, R,=H

d. R1=0OH, R,=C=C

Leelavathy ve arkadaslari tarafindan bir seri yeni simetri olmayan makrosiklik
biniikleer bis-fenokso kopriilii oxidovanadyum (IV) komplekleri sentezlenmistir. DNA
kesim c¢aligmalar1 aromatik dimin iceren kompleklerin, alifatik dimin iceren

komplekslere oranla DNA ile daha iyi etkilestigini g0stermistir (Leelavathy 2009).
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2. KAYNAK OZETLERI

Patra ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada heterosiklik bazlarin L-
glutamin bakir (II) kompleksleri sentezlenip DNA baglanma ve kesim aktiviteleri
calisilmistir. Absorpsiyon spektroskopi calismalari, floresans baglanma c¢aligsmalari,
termal denatiirasyon caligmalar1 ve viskozimetre Olgiimleriyle kompleklerin DNA’ya
baglandig1 gozlemlenmis, DNA kesim aktivitesi oldugu yapilan elektroforez sonucunda

rapor edilmistir (Patra 2009).

Qian ve arkadaslari sentezledikleri bpma [N,N- bis(2-
pyridylmethyl)methylamine)] bilesiginin mangan(Il) komplekslerini hazirlayip, bu
komplekslerin kristal yapisini karakterize etmisler (Sekil 2.6.), DNA baglanma ve DNA
kesim aktivitelerini ¢caligmislardir. UV titrasyon deney sonuglarina gore, komplekslerin
baglanma sabitlerinin interkalator oldugu bilinen etidyum bromiiriin baglanma
sabitinden yaklasik 100 kat daha diisiik oldugunu, dolayisiyla gii¢lii interkalasyon etki
gostermedigini belirlemislerdir. Komplekslerin DNA kesim aktiviteleri elektroforez
teknigi ile pBR322 plasmid DNA kullanilarak ¢alisilmis, ve hem konsantrasyona hem
de reaksiyon siiresine bagli olarak pBR322 plasmid DNA kesiminin arttigi tespit
edilmistir. DNA kesim reaksiyonlarinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusup
olusmadigini1 tespit etmek i¢in, DNA kesim deneyleri hidroksil radikal sonduricu
(DMSO), superoksit soénduruci (SOD), singlet oksijen sondirtci (L-Histidin), peroksit
sondiiriicii (katalaz) ve selatlama ajan1 (EDTA) varliginda tekrarlanmistir. Sonug olarak
DMSO, SOD, L-Histidin ve katalaz varliginda kesiminin oOnlenmedigi, EDTA
varliginda ise DNA kesiminin biiyiik dl¢iide onlendigi gozlemlenmistir. Bu sonug Mn?*

kompleksinin DNA kesiminde anahtar rol oynadigini gostermistir (Qian 2010).

Sekil 2.3. Mangan (1) kompleksinin kristal yapisi
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Pandya ve arkadaglar tarafindan yapisal olarak birbirine benzeyen sekiz tane
indol tlrevinin DNA baglanma ilgileri floresans baskilama ve molekiiler modelleme
metotlari ile ¢alisilmistir. Sekiz ligandin da DNA’da plrin-pirimidine baglandig tespit
edilmistir. Molekiler modelleme calismalarinda 1H-indol-2-karboksilik asit ve 1H-
benzimidazol-2-ol nolu ligandlarin DNA’ya elektrostatik olarak daha giiglii baglandig:
tespit edilmistir (Pandya 2010).

OH
Oy ; $ %
H H

| O OH
H
4-(1H-indol-3-il)bltanoik asit 3-(1H-indol-3-il)propanoik asit 1H-indol-3-iletanoik asit
NH,
\ Wo N
oH A
) ) "o
H o) H H
1H-indol-2-karboksilik asit 2-(1H-indol-3-il)etanamid 1H-benzimidazol-2-ol
Q \ Q y
S y
N |
| H
H
1H- benzimidazol 2,3-Dihidro-1H-indol

Sekil 2.4. Calismada kullanilan indol tiirevleri.

(a)

Sekil 2.5. 1H-indol-2-karboksilik asidin molekiiler modelleme ¢alismalar1. a. molekiiler arasi iki hidrojen
bagiyla baglanan flag-ligand kompleksi (Hidrojen baglar1 kirmizi ile gosterilmistir.) b. Ayn1 kompleksin
van der Waals yizeyi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Naqvi ve arkadasalar tarafindan aloin ve aloe emodin gibi zengin polifenol
kaynagi olan Aloe vera’nin su ekstraktinin DNA kesim etkisi ¢aligilmig. Bakir
varliginda DNA kesimine sebep oldugu tespit edilmistir. Ekstraktin C(II)’yi Cu(l)’e
indirgeme giicii oldugu, stperoksit anyonu ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen
tiirleri olusturabilecegi ve boylece DNA kesimine sebep oldugu rapor edilmistir (Naqvi
2010).

Cottreau ve arkadaslar1 tarafindan antiviral, antitimér ve antibakteriyal gibi
onemli biyolojik aktiviteye sahip tetrasiklin olan Jadomycinlerin (29) DNA kesim
aktiviteleri arastirilmigtir. Agaroz jel elektroforezi deneyleri sonucunda jadomycin
ailesinin bazi iiyelerinin DNA kesim ajani olarak davrandigi, kesimin Cu(Il) varliginda

veya fotokesim ile arttig1 tespit edilmistir (Cottreau 2010).

37 0C, hv, veya Cu?*

DNA

HO

29

Chavda ve arkadaglar1 tarafindan CC-1065 ve duocarmycinin seco-
cyclopropylpyrido[€]indolone (CPyl) analogu (30) sentezlenmis, DNA baglanma ve in
vivo anti cancer ¢aligmalar1 yapilmistir. Ligandin DNA sarmalinda kiiglik olukta AT
zengin bolgeye baglanma ilgisinin oldugu ve adenin bazina kovalent olarak baglandigi;
sitotoksite ¢alismalarinda ise fare ve insan timor hiicreleri i¢in toksik oldugu ve bu

hiicrelerin biiyltimesini 6nledigi rapor edilmistir (Chavda 2010).
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Zhang ve arkadaslar1 tarafindan bir seri piperazin Unitesi igeren DNA
bisinterkalator bisantrapirazol bilesikleri (31, 32) molekuler modelleme ve doking
yontemi ile dizayn edilmis ve sentezlenmistir. Sentezlenen molekillerin DNA
Topoizomeraz 1, 1l Gzerine antikanser etkisi hesapsal ve deneysel olarak arastirilmistir.
Sonug olarak sentezlenen bilesiklerin DNA Topoizomeraz | ve II’yi inhibisyon
aktivitesi oldugu ve DNA cift zincirinde kiriklara sebep oldugu gézlemlenmistir (Zhang
2011).

(0]
N /\/NiN
N‘ N\/\N/\/NY(CHZ)n N ‘

| \
U0 i

(0] Cl
31 n=5

32n=3

Fekry ve arkadaslar1 Sreptomyces’ten elde edilen dogal {iriin leinamycinin ¢ift
zincirli DNA yapisini alkilleme mekanizmasini arastirmiglar. Leinamycinin tipik bir
interkalasyon ajani oldugunu ve tek zincirli DNA’y1 alkillemedigini, tiyol ile aktive
edildiginde leinamicynin konsantrasyona bagli olarak supercoiled plazmid DNA’y1

open circular forma doniistiirdiigiinii tespit etmislerdir (Fekry 2011).

Leinamycin
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2. KAYNAK OZETLERI

Yeni distbstitiie terpiridin ligandi ve bu ligandin ii¢ tane bakir (II) ile
olusturdugu kompleksi hazirlanmis ve karakterize edilmistir. DNA baglanma ilgisi
UV/vis spektrofotometre ve floresans indikator ile yer degistirme deneyleri, DNA kesim
etkisi ise agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Bu sonuglar ayn1 grup tarafindan
daha once hazirlanmig olan (33) ve (34) kompleksleriyle karsilastirildiginda, kesim
aktivitesinin bakir merkezi sayisina bagl olarak arttig1 gdzlemlenmistir. Ug tane bakir
iceren kompleksin (35) niikleaz aktivitesinin yiiksek olmasi DNA kesimi ile hiicresel
toksikoloji arasinda bir baglanti olup olmadiginin arastirilmasina sebep olmus ve sonug
olarak bu kompleksin dort kanser hiicresi tizerinde yiiksek toksisiteye sahip oldugu
belirlenmistir (Suntharalingam 2012).

35
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Liu ve arkadaglari tarafindan iki yeni ligant APIP, HAPIP ve bunlarin rutenyum
kompleksleri [Ru(byp)2(APIP)](ClO,), ve [Ru(byp).(HAPIP)](CIO,), sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. DNA baglanma sabitlerine gére bu komplekslerin DNA baz
ciftleri arasina interkalasyon yaparak baglandigi, DNA kesim calismalar1 sonucu ise
supercoiled pBR322 DNA’y1 konsantrayona bagli olarak open circular forma
doniistiirdigii tespit edilmistir (Liu 2012).

OH 2+

NH

Sekil. 2.6. Komplekslerin yapilari.

Raman ve arkadaslar1 yeni 4-aminoantipyrine tiirevi Schiff bazlar1 (36, 37),
bunlarin metal komplekslerini sentezlemis ve karakterize etmislerdir. Elde edilen
bilesiklerin CT-DNA ile olan kompleksleri elektronik absorpsiyon spektroskopisi,
viskozite Olgiimleri ve siklik voltametri yontemleri ile analiz edilmistir. Metal
komplekslerin CT-DNA ile etkilesimleri molekiiller modelleme yontemi ile de
arastirtlmis olup deneysel ile hesapsal verilerin sonucuna gore kompleksin DNA kiiguk

oluguna baglandig1 gézlemlenmistir (Raman 2012).

—N N OH —nN
|
N
é
36 37

Sekil 2.7. Raman ve ark. tarafindan sentezlenen molekiiller ve CT-DNA etkilesim gosterimleri.

29



2. KAYNAK OZETLERI

Zhao ve arkadaglan tarafindan CC-1065 antibiyotiginin fosfat 0n ila¢ analogu
(38) sentezlenmis ve biyolojik  degerlendirilmesi  yapilmistir.  1,2,9,9a-
tetrahidrosiklopropa[e]indol-4-on (CBI) kismindaki fosfat grubunun ¢oziiniirligi ve
sulu ¢ozeltide kararliligi arttirdigr belirtilmis, fosfat varliginda bu bilesikler aktif DNA
alkilleyici ajana doniisebilecegi rapor edilmistir. Ayni zaman da bilesigin antikora
baglanarak in vitro daha gugli antijen-segici sitotoksik aktivite ve in vivo antitimor

aktivite gosterdigini tespit edilmistir (Zhao 2012).
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Wolfe ve arkadaslari, seco-CBI-indole;’yi sentezleyerek bunu dogal iiriin olan
CC 1065 ve duocarmycin ailesinin, salindiginda yan tiriin birakmadan hidrolizlenebilen
tek heterosiklik karbamat oncii bilesik (prodrug) olarak rapor etmislerdir. Siklik
karbamatin hem biyolojik hem de kimyasal kosullarda daha 0Once sentezlenen
karbamatlara oranla daha kararli oldugunu, ve bdylece toksisitesinin daha az ve etkin

dozun diger karbamatlara oranla 150 kat daha az oldugunu belirtmislerdir (Wolfe 2012).
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Keerthi ve arkadaslar1 tarafindan, insan kanser hiicrelerinde IC50 degeri
nanomolar seviyesinde olan, Streptomyces’ten tlreyen, dogal {irin leinamycin
antibiyotiginin kiigiik bir analogu (39) sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Bu kii¢iik
analogun, dogal iirline benzer sekilde, tiyolle aktive edilen DNA kesimine sebep oldugu
fakat DNA sarmalini alkillemedigi gozlemlenmistir. Peroksitleri sondiirme etkisi olan
katalaz enziminin DNA kesimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu sonug tiyole bagh

zincir kesiminde reaktif oksijen tiirleri olustugunun gostergesidir (Keerthi 2013).

39

Shikonin (B-alkannin), bir napthazarin tirevi, anti inflamatuar, antitimoral,
sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite gibi bir¢ok etki gosterdigi bilinmektedir. Bu
calismada, Cu(Il) varliginda shikoninin supercoiled plazmid DNA’da kesime sebep
oldugu tespit edilmigstir. Mg(Il), Ca(Il), ve Ni(Il) gibi diger metal iyonlar1 test
edildiginde bunlarin inaktif oldugu, sadece Fe(II)’nin DNA kesim reaksiyonunda ayni
etkiyi gosterdigi tespit edilmistir. Bakira bagli DNA kesiminde reaktif oksijen tiirlerinin
etkisini analiz etmek i¢in degisik spesifik radikal sonduricller (Stperoksit icin SOD,
H,0; icin katalaz, hidroksil radikali icin, tiyolre, potasyum iyodur ve singlet oksijen
icin sodyum azid) kullanilarak agaroz jel elektroforezi yapilmistir. SOD, katalaz,
tiyotire, potasyum iyodiir ve sodyum azid kullanildiginda plazmid DNA’nin biiyiik
Olciide korundugu gozlemlenmistir. Bu sonug¢ shikoninin serbest radikaller olusturarak

DNA kesimini gergeklestirdigini gostermektedir (Cheng 2011).
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OH O

(I

OH O OH

Shikonin

Bu calismada Phterpy komplekleri, [Mn(Phterpy)2][N(CN)2)]2'0.5H,0 (40),
[Fe(Phterpy)2](NOs)2 (41), [Ni(Phterpy).] (NOs)2 (42), [Ni(Phterpy).]CI>10 H,0
(43), [CD(Phterpy)2](NO3)22 H,0 (44) ve [Zn(Phterpy),]Cl; (45) (Phterpy=4’-phenyl-
2,2:6’,2"-terpyridine), hazirlanmis ve tim komplekslerde aromatik Phterpy
ligandlarinin intermolekiiler n-r etkilesimler ile kendi kendini paketledigi gozlenmis
(Sekil 2.10.). Bu kompleklerin DNA fotokesimine metal iyonlarinin etkisi ¢alisiimistir.
CT DNA’ya baglanma siralamast 40>43>42, 44, 41, 45 seklindedir. 365 nm UV 15181
altinda 40, 42 ve 43 komplekslerinin DNA’y1 kestigi gézlemlenmistir. Bir seri kontrol
deneyleri dizayn edilmis ve bu deneylerde DMSO, sodyum azid, SOD, katalaz,
potasyum iyodir, EDTA, D,0, EtSH ve Histidin kullanilmistir. EDTA DNA kesimini
inhibe ederken DMSO, sodyum azid, SOD, katalaz, potasyum iyodir, D,O, EtSH ve
Histidin kesimi kismen inhibe etmistir. Bu sonuglar kesimde hem singlet oksijen hem de

hidroksil radikallerinin etkili oldugunu géstermistir (Chen 2013).

Sekil 2.8. Phterpy ligand1 igeren kompleksler i¢in olasi kristal paketleme etkilesimleri
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Yapilan literatlir analizi sonucunda, DNA kesimi gerceklestiren, DNA’y1
taniyabilen, DNA ile interkalasyon yapan veya DNA’ya baglanabilen bir ¢ok molekiil
sentezlendigi goriilmektedir. Indol-2-karboksilik asit hidrokloriirlerin DNA ile
etkilesimi birgok arastirmaci tarafindan g¢alisilmis ve bu molekiillerin DNA kiguk
oluguna baglandigi rapor edilmistir, fakat yapilan ¢aligmalarda indol-2-karboksilik asit
hidroklorirlerin DNA kesim etkisi calisilmamistir. Bu tez kapsaminda DNA kiigiik
oluguna baglandig1 bilinen Duocarmycin antibiyotiginin yapisinda bulunan indol
karboksilik asit {initesi i¢eren ligantlar sentezlenip, bu ligantlarin DNA kesim etkisi
bakir varliginda ve yoklugunda agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. DNA kesim
calismalarinda bakir kullanmamizin nedeni tUmor hiicrelerinde bakir seviyesinin
artmasindan kaynaklanmaktadir. Tiimorlerin biiyiimesinde bakirin roli kapsamli bir
sekilde c¢alisilmig, bazi calismalarda timor tasiyan fare, sigan ve insanlarda bakir
dagilimini esas alinarak rapor edilmistir. Literatiirde birkag ¢alismada kanser
hastalarinda hem serum hem de tiimdr bakir seviyesinde saglikli bireylere gore artis

oldugu belirtilmistir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Normal Bireyler ve Kanser Hastalarinda Serum ve Doku Bakir Seviyeleri.

K anser Normal bakir Kanser bakir
seviyes (ug/dL)  seviyes (ug/dL) Reerans
Serum seviyes
Meme kanseri 122 4 2227 Yiicel, 1994
Prostat kanseri 84.1 124.0 Habib, 1980
Ovarium (yumurtalik) Chan, 1993
K . 92.9 139.5
anseri
Ldsemi (kan kanseri) 114.0 328.0 Carpentein, 1986
Kolorektal kanser (kalin Gupta,1991
bagirsak kanseri) %8 165.0
Akciger kanseri 143.0 188.2 Scanni, 1977
Doku seviyes
Meme kanseri 93 21.0 Rizk, 1984
Mesane kanseri 15 28 Margalioth, 1983
Ovarium (yumurtalik) Margalioth, 1983
. 1.2 2.1
kanseri
Ldsemi (kan kanseri) 15.0 520 Carpentieri, 1986
Kolorektal kanser (kalin Gupta, 1991
1.7 2.7

bagirsak kanseri)

33



2. KAYNAK OZETLERI

Ayrica, birkag calismada kanser hastalarinda dért 6nemli element: bakir, ¢inko,
demir ve selenyum seviyelerine odaklanmigtir. Bu galigsmalar kanser hastalarinda ¢inko,
demir ve selenyum konsantrasyonlarinin  onemli oOlgiide  dustigind, bakir
konsantrasyonunun ise ayni yasta normal dokular ile kiyaslandigi zaman, yiksek
oldugunu (2, 3 kat) gostermistir. Tiimorlerde yiiksek bakir konsantrasyonunun nedeni
tam olarak bilinmemekte, fakat kanser hiicrelerinde fazla bulunan bakir baglayan

protein seruloplazminin endojen anjiojenik stimulan olabilecegi diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL VEMETOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1,2-Dikloroetan;  3-hidroksi-4-metoksibenzaldehit;  4-(2-kloroetil)morfolin
hidroklorlr; 4-Nitrofenol; 5-Amino-1H-indol-2-karboksilik asit; 5-nitro-1H-indol-2-
karboksilik asit etil ester; Agaroz; Asetik asit; Calf Thymus DNA,; Celite; Dietileter;
Dimetilamin; Dimetilformamit; Dimetilsilfoksit-Dg; Dimetilstlfoksit; Etidyum bromdir;
Etil 2- metilasetoasetat; Etil alkol; Etil asetat, Etilendiamintetraasetikasit, Glasiyel
asetik asit; Hekzan; Hidroklorik asit; Jel yiukleme tamponu, Kloroform-D;; L-Histidin;
lityum hidroksit monohidrat; metanol; metilkloroasetat; N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilkarbodiimid hidrokloriir; N,N-dimetilglisin hidroklorur; Pd/C (%10); Potasyum
hidroksit; Potasyum karbonat; Sezyum karbonat; Sodyum karbonat; Sodyum Klordir;
Sodyum asetat; Sodyum metoksit; Sodyum nitrit; 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniloksi
(TEMPO); tetrahidrofuran, Tiyolre; Toluen; Trietilamin; Trizma Baz, Merck, Sigma,

Fluka ve Across’tan temin edildi.

3.1.2. Kullanilan Aletler

'H NMR (Bruker 400 MHz), *C NMR (Bruker 100 MHz), Yatay DNA
Elektroforez (Biolab), Giig Kaynagi (Biorad-power PAC 3000), Jel Goruntileme
Sistemi (Bio-Rad, Quantity One programi, 4.5.2 versiyonu), Sterilizator (Heraus),
Laminar air flow (Kendro-Hera KS12), Calkalayici Orbital Inkiibatér (Zehrincberg
zhwy-200b), -20 Derin Dondurucu (Sanyo), Santrifij (Universal 320 R, Hettich), pH
meter (Mettler-toledo), Otoklav (Hiramaya-HV-502), Ceker Ocak, Evaporator (RE
100B, Bibby Strilin Ltd.), Terazi (Mettler Toledo), Vorteks (Heidolph), Mikro Santrifiij
(Eppendorf ) ve Buzdolab1 (Argelik) cihazlar1 kullanilmistir.

3. 2. Metot

3.2.1. Sentez Calismalari

Bu tez kapsaminda; (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapisinda

bulunan C-5 karbonunda tersiyer amino fonksiyonal gruba sahip (¢ tane (1-3) suda
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¢ozlnen indol-2-karboksilik asit hidroklorir analogu sentezlendi (Tietze 2006, Tietze
2007).

3.2.1.1. 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (1)

OH MeO,C (0]
o~ a 07 O b 2N ~"¢
N3
OMe OMe OMe

46 47 48 lc
o o
O\/\ \/\CI \/\CI
N oMe HCI N OMe N OMe
1 50 49

Kullamlan kimyasal maddeler: a. (CH,Cl),, K,CO;, DMF, 70 °C b. N3;CH,CO,Me,
NaOMe/MeOH, MeOH, -30 °C - 0 °C, 16 saat c. toluen, riflaks, 4 saat d. Cs,CO3, EtOH/H,0,
riflaks 8 saat e. Me,NH, Na,CO;, H,0, 100 °C, 1.5 saat.

Sekil 3.1. 1 nolu ligandin sentez semas1

C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve C-6 pozisyonunda metoksi
grubu igeren, indol karboksilik asit 1, indol halkasinin olugmasi igin, Hemetsberger
metodu takip edilerek hazirland1 (Sekil 3.1.). Bunun icin, benzaldehit 46 1,2 dikloroetan
ile potasyum karbonat varliginda O-alkillenerek 47 elde edildi. 47 bilesiginde, metil a.-
azidoasetat ile sodyum metoksit baz olarak kullanilarak -azidocinnamate 48 elde
edildi. 48, 115 °C de dort saat karistirilarak indol karboksilik asit tiirevi 49, 45’ten elde
edildi. 49’daki metilester kisminin hidrolizini takiben dimetil amin ile kloro grubunun
nikleofilik subsitasyonu ile dizayn edilen indol karboksilik asit tirevi 1 iki basamakta

sentezlendi.
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3.2.1.2. 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklortr
@)

NO, NH,
N N
H H

51 52 ‘ b
H H
N\H/\NM N NM
e e
HOZC@ 2 c Etozc@ \H/\ 2
N o N o)
H -HCI H
3 53

Kullanilan kimyasal maddeler: a. Pd/C/H,, EtOAc, oda sicakligi, 5 saat; b. N,N-dimetilglisin hidroklorr,
EDCHCI, DMF, oda sicaklig1, 21 saat ¢. LIOHH,0, THF/MeOH/H,0, 60 °C, 4 saat, MeOH/HCI.

Sekil 3.2. 2 nolu ligandin sentez semast

N,N-dimetilglisin grubu iceren, indol karboksilik asit 2 sentezine ticari olarak
temin edilen ester 51’den basland1 (Sekil 3.2.). 51°deki nitro grubu Pd/C
katalizorliigiinde hidrojenlenerek kararsiz amin 52 elde edildi. Daha sonra, amin 52,
N,N-dimetilglisin hidroklorir ile N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid
hidrokloriir (EDC.HCI) varliginda birlestirilerek amid 53 iki basamakta elde edildi. Son
olarak, elde edilen amitteki (53) ester kismi, amit fonksiyonel grubunun hidrolizini
onlemek icin LiOH ile, THF/metanol/su igerisinde hidrolizlenerek, dizayn edilen asit 2
kantitatif verimle elde edildi.
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3.2.1.3. 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidrokloriir (3)

N\ N
OH ok o) o/\/
_a _ b c
57
NO, NO, NO, NH,
d, e f
54 55 56

Kullanilan kimyasal maddeler: a. KOH, EtOH, oda sicaklig1, 30 dakika b. 4-(2- kloroetil) morpholin,
toluen, riflaks, 24 saat c. Pd/C/H,, EtOH/ H,0, oda sicakligi, 1 saat d. NaNO,, HCl/ H,0, 0 °C, 50
dakika e. etil 2-metil asetoasetat, NaOAc, EtOH, 0 °C-oda sicakligi, 3 saat f. EtOH/H,O0, riflaks, 40
dakika g. NaOH, MeOH/H, 0, riflaks, 3 saat, MeOH/HCI.

Sekil 3.3. 4 nolu ligandin sentez semasi

Morfolinetoksi stbstienti igeren, indol karboksilik asit 3, anilin 57'den Japp-
Klingemann tipi Fischer indol sentezini takiben olusan ester 58’in hidrolizlenmesi ile %
65 verimle dort basamakta hazirlandi (Sekil 3.3.). 4-nitrofenolin (54) 4-(2-koloroetil)-
morfolin ile alkiasyonu sonucu nitro bilesigi 56 elde edildi. Elde edilen nitro bilesiginin
(56) Pd/C katalizorliigiinde indirgenmesi sonucu ile 54°ten anilin (57) elde edildi.

3.2.2. DNA Kesim Calismalari

DNA kesiminin incelemenin bir yolu supercoiled DNA’nin (stiper kivrimli
cembersel DNA; kirik yok, Form I);. open circular (tek zincir kirig1 igeren ¢embersel
DNA; DNA zincirlerinden birinde kirik var, Form II) veya linear (dogrusal DNA, iki
zincirde de bir veya birden fazla kirik, Form III) forma doniisiimiinii incelemektir.
Agaroz Jel Elektroforezinde bu formlar farkli hizlarla hareket ederler. Form I, yik

yogunlugu fazla hacmi de diisiik oldugu i¢in jelde en hizli hareket eder. Form II’nin
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yogunlugu daha az oldugu icin daha yavas hareket eder. Form III ise Form I ve Form

[I’nin arasinda bir hiza sahiptir (Sekil 3. 5.).

DNA kesim ¢alismalar1 agaroz jel elektroforezi teknigi kulanilarak ¢aligildi
(Thorne 1996).

3.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Molekiillerin sahip olduklar1 net elektrik yiikleri bu molekiillerin bir elektriksel
alan icindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez teknigi de bu prensibe dayanir. Niikleik
asit fragmentlerinin tanimlanmasi, saflastirilmasi, ve ayrilmasi i¢in kullanilan en yaygin
yontem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle cesitli amaglar i¢in izole edilen DNA ve
RNA’larin tanimlanabilmesi, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, biiytlikliigliniin
saptanabilmesi ve Ozellikle genetik miihendisligi teknikleri ile DNA yapisinda
olusturulan degisikliklerden sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden
agaroz jel elektroforezi teknigi, molekiiler genetik alaninda 6nemli bir deneysel sistem

olusturmaktadir.

Agaroz jelde érnekler yatay pozisyonda, sabit gu¢ ve yondeki elektriksel alanda
yiriitilmektedir. DNA seker fosfat omurgasindan dolayr negatif yiikliidir ve bir
elektriksel alana konuldugu zaman bu negatif yiikiinden dolayr anottan katoda dogru

hareket eder.

Agaroz, bir kirmiz1 alg tiiri olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir (Sekil 3.4.). Agaroz sicak suda ¢oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde
karsilikli  hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur. Bu olusum geri

dontistimlidir.

" ch,oH
0

OH

Sekil 3.4. Agarozun molekiil yapist.
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3.2.2.1.1. Agaroz Jellerde DNA’nin Hareket Hizim1 Etkileyen Etmenler

DNA molekiiliiniin biiyiikligi: Cift zincirli dogrusal DNA molekiillerinin
jeldeki hizi, baz cifti sayisinin logaritmasi ile ters orantilidir. Biiyiik molekiiller,
siirtinmemin biiylik olmas1 ve jeldeki porlar arasindan yol bularak ilerlediklerinden

daha yavas hareket ederler.

Agar oz konsantrasyonu: Belirli biyiikliikteki dogrusal DNA molekiilii, degisik
agaroz konsantrasyonlarindaki jellerde farkli hizlarda ilerler. DNA’nin elektroforez
hareketliliginin logaritmasi ile jel konsantrasyonu arasinda bir iligki vardir. Dolayisiyla
degisik konsantrasyonlarda jeller kullanilarak farkli boyutlardaki DNA molekiillerini
ayirmak miimkiindiir (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Degisik miktarlarda agaroz igeren jellerde ayirma araliklari.

Jeldeki agaroz miktar1 (% w/v) Dogrusal DNA molekiillerinin etkili ayirma arahg (kb)

0.3 5-60
0.6 1-20
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
15 0.2-3
2.0 0.1-2

DNA’nin Konformasyonu: Plazmid DNA’nin {i¢ formu vardir. i) Supercoiled
(stiper kivrimli ¢gembersel DNA; kirik yok, Form I); ii) open circular (tek zincir kirigi
iceren gembersel DNA; DNA zincirlerinden birinde kirik var, Form II); iii) linear
(dogrusal DNA, iki zincirde bir veya birden fazla kirik, Form III) Agaroz Jel
Elektroforezinde bu formlar farkli hizlarla hareket ederler. Form I, yiik yogunlugu fazla
hacmi de diisiik oldugu i¢in jelde en hizli hareket eder. Form II’nin yogunlugu daha az
oldugu genellikle en yavas hareket eder (Boyer 1993). Form Il ise Form | ve Form
II’nin arasinda bir hiza sahiptir (Sekil 3. 5.).
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Form | Form 11 Form 111

Form Il

Form 11

Sekil 3.5. Plazmid DNA

Uygulanan Voltaj: Diisiik voltajlarda dogrusal DNA pargalarinin hareket hizlar
uygulanan voltaj ile dogru orantilidir. Elektriksel alanin giicii arttik¢a biiyiik molekiil

agirliklt DNA parcalarinin hareketi farkli 6l¢iilerde artar.

Baz bilesimi ve sicaklik: DNA molekillerinin agaroz jellerdeki davranislari,
baz bilesimlerinden ve jelin yiiriitiildiigii sicaklik derecesinden ¢ok fazla etkilenmez.
Degisik boylardaki DNA molekiillerinin agaroz jeldeki bagil hareketleri 4-30 °C

arasinda degismez. Jeller genellikle oda sicakliginda yiiriitiiliir.

Interkalasyon yapan ajanlarin varh@:: Agaroz ve poliakrilamid jellerde
DNA’nin gozlenmesi igin kullanilan floresan karekterdeki etidyum bromiir dogrusal

DNA molekiillerinin elektroforetik hareketini %15 oraninda azaltir.

Elektroforez tamponunun bilesimi: DNA’nin elektroforetik hareketi
elektroforez tamponunun bilesimi ve iyonik giicii tarafindan etkilenir. Iyonlarmn
yoklugunda elektriksel iletkenlik minimum diizeyde oldugu i¢cin DNA’nin hareketi ¢cok
yavastir. Cok yiiksek iyonik giicteki tamponun kullanilmasi halinde -elektriksel
iletkenlik ¢ok fazladir ve ¢ok miktarda 1s1 agiga ¢ikar. Bu durumda jel eriyebilir veya
DNA denattire olabilir.
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Dogal ¢ift zincirli DNA’lar i¢in degisik tamponlar kullanilabilir. Bunlar arasinda
EDTA (pH 8.0), pH’s1 7.5-8.5 olan 50 mM konsantrasyondaki Tris-asetat (TAE), Tris-
borat (TBE) ya da Tris-fosfat tamponlar1 sayilabilir. Elektroforez tamponlar1 genellikle

konsantre ¢ozeltiler halinde hazirlanir ve oda sicakliginda saklanirlar.

Tablo 3.2. Siklikla kullanilan elektroforez tamponlari

Tampon Calisilan ¢ozelti Konsantre stok ¢ozelti (litrede)
Tris-asetat 1x: 0.04 M Tris-asetat 50x: 242 g trizma base
(TAE) 0.001 M EDTA 57.1 mL Glasiyel asetik asit
100 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)
Tris-fosfat 1x: 0.09 M tris-fosfat 50x: 540 g trizma base
(TPE) 0.002 M EDTA 77.5 UL %85 fosforik asit (1.679 g/mL)
40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)
Tris-borat 1x: 0.09 M tris-borat 50x: 540 g trizma base
(TBE) 0.002 M EDTA 55 g borik asit

40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0)

3.2.2.1.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Agaroz (1 g) 100 mL Tris asetat tamponuna (40 mM tris asetat, LmM EDTA, pH
8.2) ilave edildi ve mikrodalga firinda kaynatildi. 60°C’ye sogutuldu. 1.5 pL etidyum
bromir (10 mg/mL) ilave edildi ve karistirildi. Cozelti kenarlar1 otoklav bandi ile

sartlmig ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya dokiildii. Jel donmasi i¢in oda sicakliginda

40-45 dakika bekletildi.
3.2.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezinin Yapihs

Jel kullanima hazir hale geldikten sonra otoklav bandi acildi1 ve tarak ¢ikarildi.
Hazirlanan DNA karisimlar1 uygun bir pipet ile kuyucuklara aktarildi. Jel 200 mL Tris
asetat tomponu (40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) igeren elektroforez tankina
yerlestirildi. Tankin kapagi kapatildi ve elektrik baglantilar1 yapildi. Elektroforez 60
V’ta 500 mA akim uygulanarak 90 dakika siireyle yiiriitiildii. Elektrik akimi kesildi ve

kapak ¢ikarildi. Daha sonra jelin fotografi Jel Goruntuleme Sistemi ile cekildi.
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3.2.2.1.4. Plazmid Saflastirma

pBluescript M13+ plazmid DNA’st (3.2 kb) Thermo Scientific GeneJET
Plasmid Miniprep Kit kullanilarak saflagtirildi (Birnboim 1979). pBluescript M13+
plazmid DNA’nin safligina, hem elektroforez hem de UV spektroskopisinde 260/280
nm absorbanslarinin orani Olgiilerek bakildi. DNA konsantrasyonu 260 nm absorbans

Ol¢timii ile hesapland1 (50 pg/mL igin Azg=1.0).

3.2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

DNA kesim galismalar1 igin, sentezlenen ligantlarin (1), (2), (3) su icerisinde 1

mM 1,0 mL stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Bakar (IT) kloriir ¢ozeltisi su igerisinde 1 mM olacak sekilde 10 mL stok ¢ozeltisi

hazirlandi.

Radikal sondiiriici olarak kullanilan L-Histidin, Tiyolre, TEMPO ve DMSO
igin sirasiyla 250 mM, 1 M, 500 mM ve 10 M konsantrasyonlarinda, su igerisinde stok

¢oOzeltiler hazirlandi.

43



3. MATERYAL VE METOT

44



Bircan CEKEN TOPTANCI

4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Ligantlarin sentez calismalari

Suda c¢Ozunebilen ¢ tane indol-2-karboksilik asit hidrokloriir analogu
sentezlendi (Tietze 2006; Tietze 2007).

4.1.1. 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (1) Sentezi

OH MeO,C 0
0% a o~ ooy N ~"q
N3
OMe OMe OMe
46 47 48 i .

(0]
" NMe, Ho,c— 4 MeogC 4

HO,C 4
HCl < ” OMe

N
H OMe

Kullanilan kimyasal maddeler: a. (CH,Cl),;, K,CO;, DMF, 70 °C b. N3;CH,CO,Me,
NaOMe/MeOH, MeOH, -30 °C - 0 °C, 16 saat c. toluen, riflaks, 4 saat d. Cs,CO3, EtOH/H,0,
riflaks 8 saat e. Me,NH, Na,CO3, H,0, 100 °C, 1.5 saat.

3-(2-Kloroetoksi)-4-metoksibenzaldehit (47)
OMe

3-hidroksi-4-metoksibenzaldehit (46; 10.0 g, 65.7 mmol, 1.0 eq), K,CO3 (45.4
g, 329 mmol, 5.0 eq), 1,2-dikloroetan (104 mL, 1.31 mol, 19 eq) ve DMF (300 mL) 65-
70 °C’de 16 saat kanstirildi. Oda sicakhigina sogutulduktan sonra, 1,2-dikloroetan
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vakum altinda uguruldu. Kalan karigimin {izerine buz ilave edildi ve karigim sirasiyla
Et,0 (2x250 mL) ve EtOAc (3x250 mL) ile ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar
su (3x400 mL) ve doygun tuz c¢ozeltisi ile (2x400 mL) ekstrakte edildi, MgSO, ile
kurutuldu ve ¢oziicii vakum altinda uguruldu. EtOAc/hekzan ile kristallendirildi ve
renksiz kat1 kristal 3-(2-Kloroetoksi)-4-metoksibenzaldehit (47; 11.47 g, %81) olustu.
Rr = 0.63 (EtOAC/PE, 3:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 6=3.89 (t, J 6.0 Hz, 2H, 2’-
H», 3.98 (s, 3H, OMe), 4.35 (t, J 6.0 Hz, 2H, 1’-H;), 7.02 (d, J 8.2 Hz, 1H, 5-H), 7.44
(d, J1.8 Hz, 1H, 2-H), 7.52 (dd, J 8.2 Hz, 1.8 Hz, 1H, 6-H), 9.87 (s, 1H, CHO) ppm.

Metil 2-Azido-3[3-(2-Kloroetoksi)-4-metoksifenil]akrilat (48)

MeO,C

OMe

NaN3 (22.2 g, 341 mmol, 13.6 eq) yavas yavas, DMSO (100 mL) igerisindeki
metilkloroasetat (20 mL, 227 mmol, 9.0 eq) cOzeltisine ilave edildi. 24 saat oda
sicakliginda karistirildiktan sonra, su (150 mL) ilave edildi ve karisim Et,O (3x100 mL)
ile ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar MgSQ, ile kurutuldu ve vakum altinda
hacmi 50 mL olana dek ¢6ziici ucuruldu. Daha sonra metanol (50 mL) icerisinde 3-(2-
Kloroetoksi)-4-metoksibenzaldehit (47; 5.37 g, 25 mmol, 1.0 eq) ¢0Ozeltisi eklendi ve
karisim -30 °C’ye sogutuldu. Daha sonra yarim saat siiresince -30 °C’de 5.4 M
NaOMe/MeOH (35 mL) ile etkilestirildi, 0 °C’ye sogutuldu ve metanol (50 mL) ilave
edildi. 0 °C’de 16 saat karistirildiktan sonra su (200 mL) ilave edildi ve karisim CH,Cl,
(3x200 mL) ile ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar doygun tuz ¢ozeltisi (200
mL) ile yikandi, MgSO;, ile kurutuldu ve vakum altinda ¢6ziiciisii uguruldu. Elde edilen
acik sar1 kat1 Metil 2-Azido-3[3-(2-Kloroetoksi)-4-metoksifenil]akrilat (48; 6.47 g, %
83) sonraki basamakta herhangi bir saflastirma yapilmadan kullanildi. Ry = 0.44
(PE/EtOAC, 2:1). *H NMR (400 MHz, CDCls): 6=3.89 (t, J 6.1 Hz, 2H, 2"-H,), 3.92-
3.93 (2xs, 6H, OMe, CO;Me), 4.34 (t, J 6.1 Hz, 2H, 1”-H,), 6.87(s, 1H, 1’-H), 6.91 (d,
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J 8.4 Hz, 1H, 5-H), 7.41 (dd, J 8.4 Hz, 2.1 Hz, 1H, 6-H), 7.58 (d, J 2.0 Hz, 1H, 2-H)
ppm.

Metil 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-kar boksilat (49)

O\/\C|
Meozc:A(/t©i
H OMe

Toluen (200 mL) icerisindeki metil 2-Azido-3[3-(2-Kloroetoksi)-4-
metoksifenil]akrilat (48; 3.41 g, 10.9 mmol) c¢o6zeltisi 4 saat riflaks edildi. Oda
sicakligina getirildikten sonra karisim vakum altinda konsantre edildi, olusan kristaller
stiziildii ve vakum altinda kurutularak agik sar1 kat1 Metil 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-
1H-indol-2-karboksilat (49; 2.21 g, % 71) elde edildi. R; = 0.24 (PE/EtOAc, 2:1). *H
NMR (400 MHz, [Dg]DMSO): 6=3.81-3.83 (2xs, 6H, OMe, CO,Me), 3.93 (t, J 5.2 Hz,
2H, 2°-H5,), 4.21 (t, J 5.2 Hz, 2H, 1°-H,), 6.92 (s, 1H, 7-H), 7.02 (d, J 1.8 Hz, 1H, 3-H),
7.16 (s, 1H, 4-H), 11.66 (br. s, 1H, NH) ppm.

5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik Asit (50)

O\/\
HO,C 4 c
N OMe

Metil 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilat (49; 2.00 g, 7.05
mmol, 1 eq), Cs,CO3 (3.45 g, 10.6 mmol, 1.5 eq), %95 EtOH (40 mL) ve su (20 mL)
iceren siispansiyon 8 saat riflaks edildi. Oda sicakligina sogutulduktan sonra ¢oziicii
vakum altinda uguruldu, kalan kisma 50 mL su ilave edildi ve elde edilen ¢6zelti 2 M
HCl ile asitlendirildi. Olusan ¢okelti filtre edilerek izole edildi, su (100mL) ile yikandi.
Vakum altinda kurutularak bej renkli kati 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-

47



4. ARASTIRMA BULGULARI

karboksilik Asit (50; 1.80 g, %95) elde edildi. Rf = 0.30 (CH,Cl,/MeOH, 10:1, % 1
konsantre HCI). *H NMR (400 MHz, [Ds]DMSO): §=3.80 (s, 3H, OMe), 3.94 (t, J 5.3
Hz, 2H, 2’-H,), 4.21 (t, J 5.3 Hz, 2H, 1’-H5,), 6.89 (s, 1H, 7-H), 6.95 (d, J 2.1 Hz, 1H,
3-H), 7.15(s, 1H, 4-H), 11.47 (br. s, 1H, NH), 12.63 (br. s, 1H, CO,H) ppm.

5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metok si-1H-indol-2-kar boksilik Asit
Hidroklordr (1)

O\/\
HO,C 4 NMe,
N oMe -HCI

5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit (50; 300 mg, 1.11
mmol, 1 eq), % 40 sulu Me;NH (2.81 mL, 22.2 mmol), Na,CO3 (295 mg, 2.78 mmol,
2.5 eq) ve su (20 mL) karisim1 100 °C’de 1.5 saat 1s1t1ldi. Oda sicakligina sogutulduktan
sonra ¢oziicli vakum altinda uguruldu. Kalan kisim su (15 mL) igerisinde ¢oziildii ve
elde edilen ¢ozelti 2M HCI ile pH 1 olana kadar asitlendirildi, ¢ozelti evapore edildi ve
elde edilen ham Urunden, silika jelde (MeOH/CH,Cl,, 10:1, %1 konsantre HCI), kolon
kromotografisi ile suda ¢oziinen yesil renkli kat1 madde elde edildi. Silika jel filtre
edilerek uzaklastirildi ve kalan kisim vakumda kurutuldu. 'H NMR spektrumu
incelendiginde yapinin saf olmadigi anlasildi. Silika jelde (MeOH/CH,Cl,, 11:1, %1
konsantre HCI), tekrar kolon kromotografisi yapildi ve suda ¢6ziinen yesil renkli kat1 5-
[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorlr (1; 120 mg,
%35) elde edildi. R; = 0.30 (MeOH/ CH,Cl,, 10:1). *H NMR (400 MHz, [Ds]DMSO):
0 =2.88 (s, 6 H, NMey), 3.50 (t, J5.0 Hz, 2 H, 2’-H;), 3.82 (s, 3 H, OMe), 4.32 (t, J 5.0
Hz, 2 H, 1’-H5), 6.93 (s, 1 H, 7-H), 6.97 (d, J 1.8 Hz, 1 H, 3- H), 7.24 (s, 1 H, 4-H),
10.51 (br. s, 1 H, NH"), 11.55 (br. s, 1 H, NH), 12.66 (br. s, 1 H, CO,H) ppm.
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4.1.2.5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklortr
(2) Sentezi

NO, NH,
N N
H H

51 52 ‘b
N N
NMe NM
HO,C 4 \ﬂ/\ 2 ¢ EtO,C 4 \ﬂ/\ %2
N © N o)
H +HCI H
3 53

Kullanilan kimyasal maddeler: a. Pd/C/H,, EtOAc, oda sicakligi, 5 saat; b. N,N-dimetilglisin hidroklorr,
EDCHCI, DMF, oda sicaklig1, 21 saat ¢. LIOHH,0, THF/MeOH/H,0, 60 °C, 4 saat, MeOH/HCI.

Etil 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-kar boksilat (53)

H
e
Etozc@ o 2
N
H

EtOAc (125 mL) icerisinde 5-nitro-1H-indol-2-karboksilik asit etil ester (51; 750
mg, 3.20 mmol, 1.3 eq), Pd/C (% 10, 300 mg, 2.55 mmol, 1.0 eq ) katalizorliigiinde 5
saat boyunca 60 psi basingta H, gazi ile, oda sicakliginda, hidrojenlendi. Daha sonra
reaksiyon karigimi celite iizerinden siiziildi, celite sirastyla CH,Cl, (400 mL) ve MeOH
(400 mL) ile yikandi. Filtrat evaporatorde kurutuldu. Elde edilen 5-amino-1H-indol-2-
karboksilik asit etil ester bilesigi kararsiz oldugundan izole edilmeden bir sonraki adima
gecildi. 5-amino-1H-indol-2- karboksilik asit etil ester (52) DMF (30 mL) icerisinde
¢Ozuldu ve ¢ozelti 0°C’ ye sogutuldu. Reaksiyon karisimina EDC.HCI (1.84 g, 9.60
mmol, 3.8 eq) ve N,N-dimetilglisin hidroklortr (670 mg, 4.80 mmol, 1.9 eq) eklendi ve
reaksiyon karisimi oda sicakligma isitildi. Oda sicakliginda 21 saat karistirildiktan

sonra, ¢ozelti EtOAc (100 mL) ve su (100 mL) ile seyreltildi. Karisimin pH’s1 doygun
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NaHCOj; ¢ozeltisi ile 9’a ayarlandi ve karisim EtOAc (4x150 mL) ile ekstrakte edildi.
Birlestirilen organik fraksiyonlar su (4x200 mL) ve doygun tuz ¢ozeltisi (300 mL) ile
yikandi, MgSQy, ile kurutuldu, ¢éziici evaporatérde uzaklastirildi. Silika jelde Kolon
kromotografisi (CH,Cl,/MeOH, 10:1) ile ag¢ik kahve renkli Etil 5-[2-
(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilat (53; 670 mg, % 73) elde edildi. R =
0.46 (CH,Cl,/MeOH, 10:1) *H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.42 (t, J 7.2 Hz, 3 H,
OCH,CHg3s), 2.40 (s, 6 H, NMe3), 3.11 (s, 2 H, 1’-Hy), 441 (q, J 7.1 Hz, 2 H,
OCH,CHg3), 7.18 (d, J 1.2 Hz, 1 H, 3-H), 7.36 (d, J 8.8 Hz, 1 H, 7-H), 7.43 (dd, J 8.4
Hz, 1.8 Hz, 1 H, 6-H), 8.06 (br. s, 1 H, 4-H), 8.89 (br. s, 1 H, NH), 9.14 (br. s, 1 H, NH)
ppm.

5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklor tr (2)

H
N
Hozcw W/\NMeZ
N !
H

-HCI

Etil 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilat (63; 0.200 g, 0.69
mmol, 1 eq), THF (6 mL), MeOH (2 mL) ve su (2 mL) karisitmi LiOH.H,O (0.035 g,
0.830 mmol, 1.2 eq) ile etkilestirildi ve 60 °C’ de 4 saat karistirildi. Daha sonra ¢ziicii
vakum altinda uzaklastirildi ve kalinti suda ¢oziildii. Elde edilen ¢ozelti pH 1 olana
kadar 2 M HCI ile asitlendirildi, uygun basingta su uzaklagtirildi. Karisim aseton/EtOH
(1:1) igerisine alindi. Olusan ¢okelti (LiCl) filtre edilerek uzaklastirildi. Filtrat
evaporatdrde kurutuldu. Ham maddeden silika jelde kolon kromotografisi
(CH,CI3/MeOH, 5:1, % 0.5 HCI) ile agik sar1 renkli 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-
1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorir (2; 240 mg, kant.) elde edildi. Rf = 0.19
(CHCl,/MeOH, 5:1, % 0.5 HCI) *H NMR (400 MHz, [Dg]DMSO): 6 = 2.89 (s, 6 H,
NMe;), 4.16 (s, 2 H, 1’-H;), 7.08 (d, J 2.0 Hz, 1 H, 3-H), 7.41-7.43 (m, 2 H, 6-H, 7-H),
8.02 (br. s, 1 H, 4-H), 10.10 (br. s, 1 H, NH"), 10.84 (br. s, 1 H, NH), 11.78 (br. s, 1 H,
NH), 12.94 (br. s, 1H, CO,H) ppm.
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4.1.3. 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidrokloriir (3)
Sentezi
S o
OH o'k" O/\/N\) o/\/N\)
=@ = ¢
57
NO, NO, NO, NH,

de,f

Kullanilan kimyasal maddeler: a. KOH, EtOH, oda sicakligi, 30 dakika b. 4-(2- kloroetil) morpholin,
toluen, riflaks, 24 saat c. Pd/C/H,, EtOH/ H,0, oda sicakligi, 1 saat d. NaNO,, HCIl/ H,0, 0 °C, 50
dakika e. etil 2-metil asetoasetat, NaOAc, EtOH, 0 °C-oda sicaklhigi, 3 saat f. EtOH/H,0, riflaks, 40
dakika g. NaOH, MeOH/H,0, riflaks, 3 saat, MeOH/HCI.

Potasyum 4-Nitrofenoks (55)

Etanol (30 mL) icerisindeki potasyum hidroksit ¢ozeltisi (5.16 g, 100 mmol, 1
eq), etanol (20 mL) igerisindeki 4-Nitrofenol (54, 14 g, 100 mmol, 1 eq) cozeltisine
eklendi. Oda sicakliginda yarim saat karistirildiktan sonra sari-turuncu potasyum 4-
nitrofenoksi tuzu (55) elde edildi. Elde edilen potasyum 4-nitrofenoksit tuzu stizildi ve
soguk etanol (10 mL) ile yikand1 ve kurutuldu (13.4 g, % 76.0). E.N. > 300 °C. 'H NMR
(400Mz, D,0): 6 =6.41 (d, J 1,9 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 7.95 (d, J 2.3 Hz, 2H, 3-H, 5-H)
ppm.
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4-[2-(4-Nitrofenoksi)etilmorfoline (56)

(\o

/\/N\)
(@]

NO

Potasyum 4-Nitrofenoksi tuzu (55; 7.10 g, 40 mmol, 1.0 eq) toluen (100 mL)
icerisinde ¢Ozuldu ve Uzerine, toluen (100 mL) icerisindeki 4-(2-kloroetil)morfolin
(6.50 g, 43 mmol, 1.1 eq) ¢ozeltisi eklendi. Karisim 24 saat riflaks edildi. Oda
sicakligina soguduktan sonra olusan kristaller filtre edildi, toluenle yikandi ve filtrat
vakum altinda konsantre edilerek acik sar1 kat1 4-[2-(4-Nitrofenoksi)etilJmorfoline (56;
7.2 9, % 57) elde edildi. R;= 0.67 (CH2Cl,/MeOH, 10:1). *H NMR (400 MHz, CDCls):
0=2.52-2.61 (m, 4H, 3-H;, 5-H,), 2.86 (t, J 5.6 Hz, 2H, 1’-H;), 3.59-3.76 (m, 4H, 2-
H,, 6-Hy), 4.21 (t, J 5.6 Hz, 2H, 2’-H;), 6.96-6.99 (m, 2H, 2”-H, 6”H), 8.20-8.24 (m,
2H, 3”-H, 5”H) ppm.

4-[2-Morfolin-4-il)etoksifenil]amin (57)

4-[2-(4-Nitrofenoksi)etillmorfoline (56, 3.0g, 23.8 mmol) bilesiginin %95 (40
mL) etanol igerisindeki ¢6zeltisi Pd/C (% 10, 175 mg) katalizorliigiinde 1 saat boyunca

58 psi basingta Hy gazi ile, oda sicakliginda, hidrojenlendi. Olusan kat1 celite iizerinden
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stizuldu, celite sirastyla EtOH (100 mL) ve MeOH (50 mL) ile yikandi. Filtrat vakum
altinda kurutularak kirmizi kahve yagimsi 4-[2-Morfolin-4-il)etoksifenil]amin (57; 2.6
g, kant.) bilesigi elde edildi. Rf = 0.54 (CH,Cl,/MeOH, 10:1). *H NMR (400 MHz,
CDCl3): 6 = 2.56 (m, 4H, 3”-H,, 57-H;), 2.76 (t, 5.8 Hz, 2 H, 2’-H;), 3.35 (br. s, 2 H,
NH,), 3.73 (m, 4H, 2”-H,, 6”-H;), 4.03 (t, J5.8 Hz, 2 H, 1’-H,), 6.61-6.64 (m, 2 H, 2-
H, 6-H), 6.73-6.76 (m, 2 H, 3-H, 5-H) ppm.

Etil 5-[2-M orfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-kar boksilat (58)

4-[2-Morfolin-4-il)etoksi fenil]lamin (57, 2.0 g, 9 mmol, 1.0 eq) bilesiginin su
(19 mL) ve konsantre HCI (6mL) icerisinde 0°C’ de karisan ¢ozeltisine, NaNO,’ nin
(0.68 g, 9,75 mmol, 1.1 eq) su (1.9 mL) icerisindeki ¢ozeltisi damla damla ilave edildi
ve olusan karisim 0°C’ de 30 dakika karistirildi (A gOzeltisi). EtOH (14.5 mL)
icerisindeki NaOAc (7.65 g, 93 mmol, 9.8 eq) cozeltisine, Etil 2-metilasetoasetat (1.35
mL, 945 mmol, 1.0 eq) damla damla ilave edildi. Bu sicaklikta 30 dakika
karistirildiktan sonra, buz (9 g) ilave edildi (B CoOzeltisi). Daha sonra A cozeltisi bir
kaniil yardim ile B ¢dzeltisine 0°C’de transfer edildi, karisim oda sicakligmna getirildi
ve yaklasik 2,5 saat karistirildi. Daha sonra, reaksiyon karisimi 0°C” de doygun Na;COs3
cozeltisi ile bazifiye edildi ve CH,Cl; (3x100 mL) ile ekstrakte edildi. Birlestirilen
organik fazlar su (2x100 mL) ile yikandi, MgSOy, ile kurutuldu ve ¢ozilclst vakum
altinda uzaklastirildi. Kalan kisim susuz EtOH (7.5 mL) igerisinde ¢ozuldi ve taze
hazirlanmis susuz EtOH igerisindeki doygun HCI ¢ozeltisi (7.5 mL) ile etkilestirildikten
sonra, 40 dakika riflaks edildi. Oda sicakligina soguduktan sonra ¢oziiciisii
ucurulduktan sonra kalan kisim, su (25 mL) ve CH,Cl, (100 mL) karisiminda ekstrakte
edildi. Su faz1 doygun Na,CO3 ¢0zeltisi ile bazifiye edildikten sonra CH,Cl, (3x100
mL) ile ekstrakte edildi. Birlestirilen organik fazlar doygun tuz (200 mL) ile yikand,
MgSOQO, ile kurutuldu ve ¢oziiciisii vakum altinda uzaklastirildi. Silika jelde kolon
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kromotografisi (CH,Cl,/MeOH, 20:1) yapildiktan sonra, iPr,O ile kristallendirilerek
sar1 renkli Etil 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilat (58; 1 g, % 36) elde
edildi. R = 0.45 (CH,Cl,/MeOH, 20:1). *H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1.41 (t, J 7.1
Hz, 3H, OCH,CH?3), 2.61 (m, 4H, 3”-H,, 5”-H;), 2.84 (t, 3 5.7 Hz, 2 H, 2’-H,), 3.76
(m, 4H, 2”-H,, 6”-H,), 4.15 (t, J 5.7 Hz, 2H, 1°-H,), 4.40 (q, J 7.1 Hz, 2H, OCH,CH3
), 6.99 (dd, J9.0 Hz, 2.4 Hz, 1 H, 6-H), 7.08 (d, J 2.4 Hz, 1 H, 4-H), 7.13 (d, J 1.3 Hz, 1
H, 3-H), 7.30 (d, J9.0 Hz, 1 H, 7-H), 9.13 (br. s, 1H, NH) ppm.

5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-kar boksilik asit hidroklortir (3)
O~
% N
HO,C
<0 T

5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilat (58, 730 mg, 2.3 mmol, 1 eq)
MeOH (6 mL) igerisindeki slispansiyonu, NaOH’ 1n (110 mg, 2.7 mmol, 1.17 eq) su (4
mL) icerisindeki ¢ozeltisi ile etkilestirildi ve 3 saat riflaks edildi. Oda sicakligina
getirildikten sonra, 1 M HCI ile pH 6 olarak ayarlandi ve ¢6ziiclisii uguruldu. Kalan
kistm metanolde (5 mL) ¢6ziildii, damla damla 1 M HCl ilave ederek kahverengi kati1 5-
[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik  asit  hidroklorir (3) c¢okturuldu.
Suzintd evapore edildikten sonra silika jelde kolon kromotografisi (MeOH, % 1 kons.
HCI) ile kalan 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorlr (3)
elde edildi. R = 0.56 (MeOH, % 1 kons. HCI) *H NMR (400 MHz, [D]DMSO): ¢ =
3.07-3.61 (m, 6H, 2’-H,, 3”-H,, 5”-H5), 3.76-4.06 (m, 4H, 2°’-H,, 6”-H>), 4.43 (t, J5.0
Hz, 2H, 1’-H;), 6.98 (dd, J 8.9 Hz, 2.3 Hz, 1 H, 6-H), 7.01 (d, J 1.8 Hz, 1 H, 3-H), 7.20
(d, J 2.3 Hz, 1 H, 4-H), 7.37 (d, J 8.9 Hz, 1 H, 7-H), 11.39 (br. s, 1H, NH"), 11.65 (s,
1H, NH), 12.85 (br. s, 1H, CO2H) ppm.
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4.2. DNA Kesim Calismalari

Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (1),  5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin DNA kesim calismalar1t Agaroz Jel Elektroforezi teknigi ile pBluescript
M13+ plazmid DNA (3.2 kb) ve Calf Thymus DNA (8-15 kb) kullanilarak Cu®*

varliginda ve yoklugunda belirlendi.

Tim reaksiyonlar 0,5 mL Eppendorf tlp icerisinde, fosfat tamponunda (14.29
mM NaCl, 7.14 mM fosfat, pH 7.4) ve karanlikta gergeklestirildi. Tim tiipler
aliminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda 1, 8 ve 24 saatte
gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresinden sonra numunelere % 50 gliserollii yiiriitme
tamponu (3 pL; % 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromur ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren agaroz jele (plazmid DNA icin %1, Calf Thymus DNA icin % 0.7 ) yuklendi.
Elektroforez 60 V’ta TAE (40 mM Tris asetat, 1ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde
90 dakika ytriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile
cekildi.

4.2.1. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik
asit hidroklorir (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkileri

Sentezlenen ligantlarin (1), (2), (3) plazmid DNA kesim etkileri incelenirken
kuyucuk igerikleri asagida belirtilmistir.

Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA igeren kontroldur.

Ikinci, {iciincii, dordiincii ve besinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-
metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidrokloririn (1) farkli konsantrasyonlarda (10, 50,
100, 200 uM, Resim 4.1.; 250, 500, 750, 1000 uM, Resim 4.2.) DNA kesim etkisini

incelemek i¢in tasarlandi. pBluescript M13+ plazmid DNA ve 1 igerir.

Altinct, yedinci, sekizinci ve  dokuzuncu kuyucuklar  5-[2-

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik  asit  hidrokloririn (2) farkli
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konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 uM, Resim 4.1.; 250, 500, 750, 1000 uM, Resim
4.2.) DNA kesim etkisini incelemek i¢in tasarlandi. pBluescript M 13+ plazmid DNA ve
2 igerir.

Onuncu, onbirinci, onikinci ve ondglnct kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-
1H-indole-2-karboksilik asit hidrokloriirin (3) farkli konsantrasyonlarda (10, 50, 100,
200 uM, Resim 4.1.; 250, 500, 750, 1000 uM, Resim 4.2.) DNA kesim etkisini
incelemek i¢in tasarlandi. pBluescript M 13+ plazmid DNA ve 3 icerir.

Ondordiinct kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA igeren kontroldir.

4.2.2. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik
asit hidroklorir (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin Cu®* varliginda pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkileri

Sentezlenen ligantlarin (1), (2), (3) Cu®* varliginda plazmid DNA kesim etkileri

incelenirken kuyucuk icerikleri asagida belirtilmistir.
Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA igeren kontroldur.

Ikinci, iigiincii, dordiincii ve besinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-
metoksi-1H-indol-2-karboksilik ~ asit hidrokloruriin - (1), Cu®* varhgmnda, farkh
konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 uM, Resim 4.3.; 250, 500, 750, 1000 uM, Resim
4.4.) DNA kesim etkisini incelemek i¢in tasarlandi. pBluescript M 13+ plazmid DNA ve

licerir.

Altinc1  Yedinci, sekizinci  ve  dokuzuncu  kuyucuklar  5-[2-
(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik ~ asit hidrokloririin =~ (2), Cu®*
varliginda, farkli konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 uM, Resim 4.3.; 250, 500, 750,
1000 uM, Resim 4.4.) DNA kesim etkisini incelemek i¢in tasarlandi. pBluescript M 13+
plazmid DNA ve 2 igerir.

Onuncu, onbirinci, onikinci ve ondglnct kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-
1H-indole-2-karboksilik ~ asit  hidrokloririn ~ (3), Cu®*  varliginda, farkl
konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 uM, Resim 4.3.; 250, 500, 750, 1000 uM, Resim
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4.4)) DNA kesim etkisini incelemek i¢in tasarlandi. pBluescript M13+ plazmid DNA ve
3igerir.

Ondordiincti kuyucuk Cu® nin tek bagina DNA iizerine etkisini incelemek icin

dizayn edilen kontroldir. pBluescript M13+ plazmid DNA ve CuCl; igerir.

Onbesinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA iceren kontroldur.

4.2.3. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik
asit hidroklorir (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkilerine radikal sonduriculerin
etkisi.

DNA kesiminde reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) etkisini analiz etmek icin
degisik spesifik radikal sondiiriiciiler kullanilarak agaroz jel elektroforezi tekrarlandi.
Superoksit anyonu icin TEMPO (50 mM), hidroksil radikalleri igin tiotre (100 mM) ve
DMSO (1 M), singlet oksijen icin histidin (25 mM) konsantrasyonlarinda calisildi
(Resim 4.5.)

Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA igeren kontroldur.

Ikinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-
metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorir (1, 500 uM) icerir.

Uclincii kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM) ve histidin (50
mM) icerir.

Dordincu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM) ve TEMPO
(100 mM) icerir.

Besinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM) ve tiolre (25 M)

icerir.

Altinc1 kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM) ve DMSO (1 M)

icerir.
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Yedinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-
(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklortr (2, 500 uM) icerir.

Sekizinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM) ve histidin (50
mM) icerir.

Dokuzuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM) ve TEMPO
(100 mM) icerir.

Onuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM) ve tioure (25 M)
igerir.

Onbirinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM) ve DMSO (1
M) icerir.

Onikinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-
1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3, 500 uM) igerir.

Onicunci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 uM) ve histidin (50
mM) igerir.

Ondordinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 uM) ve TEMPO
(100 mM) icerir.

Onbesinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 uM) ve tiotre (25
M) icerir.

Onaltinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 uM) ve DMSO (1
M) icerir.

4.2.4. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik
asit hidroklorir (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin Cu®* varhginda pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkilerine radikal

sondudrdculerin etkisi

Cu?* varliginda, DNA kesiminde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisini analiz
etmek i¢in dizayn edilen deneyde, bakir yoklugunda yapilan deney cu® varliginda
tekrar edildi (resim 4.6.).
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Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA igeren kontroldur.

Ikinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-
metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidrokloriir (1, 500 uM) ve Cu** (500 pM) icerir.

Uclincti kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM), Cu** (500 M)
ve histidin (50 mM) igerir.

Dordiincii kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 puM), Cu®* (500
uM) ve TEMPO (100 mM) icerir.

Besinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM), Cu** (500 puM)
ve tiolire (25 M) igerir.

Altiner kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 uM), Cu?* (500 pM)
ve DMSO (1 M) igerir.

Yedinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-
(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorir (2, 500 uM) ve
Cu* (500 uM) igerir.

Sekizinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM), Cu?* (500 uM)
ve histidin (50 mM) icerir.

Dokuzuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 pM), Cu** (500
uM) ve TEMPO (100 mM) icerir.

Onuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM), Cu®* (500 uM)
ve tiolire (25 M) igerir.

Onbirinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 uM), Cu®* (500
uM) ve DMSO (1 M) icerir.

Onikinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-
1H-indole-2-karboksilik asit hidrokloriir (3, 500 pM) ve Cu®* (500 uM) icerir.

Oniiciincli kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 pM), Cu** (500
uM) ve histidin (50 mM) igerir.
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Ondérdiincti kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 uM), Cu?* (500
uM) ve TEMPO (100 mM) icerir.

Onbesinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 puM), Cu* (500
uM) ve tiotre (25 M) igerir.

Onaltiner kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 pM), Cu®* (500
uM) ve DMSO (1 M) icerir.

4.2.5. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik
asit hidroklorir (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin Calf Thymus DNA kesim etkileri

Sentezlenen ligantlarin (1), (2), (3) Calf Thymus DNA kesim etkileri

incelenirken kuyucuk icerikleri agagida belirtilmistir.
Birinci kuyucuk sadece pBluescript Calf Thymus DNA iceren kontroldr.

Ikinci, iigiincii, dordiincii ve besinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-
metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorlrin (1) farkli konsantrasyonlarda (250,
500, 750, 1000 uM, Resim 4.7.) DNA kesim etkisini incelemek i¢in tasarlandi. Calf
Thymus DNA ve 1 icerir.

Altinci,  yedinci, sekizinci ve  dokuzuncu kuyucuklar  5-[2-
(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik  asit hidroklortrin  (2) farkli
konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM, Resim 4.7.) DNA kesim etkisini

incelemek i¢in tasarlandi. Calf Thymus DNA ve 2 igerir.

Onuncu, onbirinci, onikinci ve ondglnct kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-
1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorrln (3) farkli konsantrasyonlarda (250, 500, 750,
1000 uM, Resim 4.7.) DNA kesim etkisini incelemek i¢in tasarlandi. Calf Thymus
DNA ve 3 icerir.

Ondordunct kuyucuk sadece Calf Thymus DNA iceren kontrolddr.
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4.2.6. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik
asit hidroklorir (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit
hidroklorir (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorir (3)
ligantlarinin Cu®* varliginda Calf Thymus DNA kesim etkileri

Sentezlenen ligantlarin (1), (2), (3) Cu?* varliginda Calf Thymus DNA kesim

etkileri incelenirken kuyucuk icerikleri asagida belirtilmistir.

Birinci kuyucuk sadece Calf Thymus DNA iceren kontroldr.

Ikinci, {iciincii, dordiincii ve besinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-
metoksi-1H-indol-2-karboksilik ~ asit hidrokloririin - (1), Cu®* varhgmda, farkh

konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM, Resim 4.8.) DNA kesim etkisini

incelemek i¢in tasarlandi. Calf Thymus DNA ve 1 igerir.

Altinct, yedinci, sekizinci ve  dokuzuncu kuyucuklar  5-[2-
(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik ~ asit hidrokloririin =~ (2), Cu®*
varliginda, farkli konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM, Resim 4.8.) DNA kesim

etkisini incelemek i¢in tasarlandi. Calf Thymus DNA ve 2 icerir.

Onuncu, onbirinci, onikinci ve ondglnct kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-
1H-indole-2-karboksilik  asit  hidrokloririin ~ (3), Cu®*  varliginda, farkh
konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM, Resim 4.8.) DNA kesim etkisini

incelemek i¢in tasarlandi. Calf Thymus DNA ve 3 igerir.

Ondérdiincti kuyucuk Cu®*” nin tek basina DNA iizerine etkisini incelemek i¢in

dizayn edilen kontroldur. Calf Thymus DNA ve CuCl; icerir.
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Form 11

Form |

Form 11

Form |

Form 11
Form 111

Form |

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng)
10 50 00 200 - ; ] ) } ; ) . L1m)
10 50 100 200 ; ; ) ; )
10 50 100 200 - 3w

Resim 4.1. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonunun Agaroz
Jel Elektroforezi (inkiibasyon stireleri A: 1 saat, B: 8 saat, C: 24 saat.)
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Form 11

Form |

Form 11

Form |

Form 11
Form 111

Form |

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng)
250 500 750 1000 - - - - - - - - 1 (uMm)
250 500 750 1000 - - - - - 2 (M)
250 500 750 1000 - 3 (M)

Resim 4.2. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonunun Agaroz
Jel Elektroforezi (inkiibasyon siireleri A: 1 saat, B: 8 saat, C: 24 saat).
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Form 11

Form |

Form 11
Form 111

Form |

Form 11
Form 111

Form |

+ + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng)
10 50 100 200 - - - - - - - - _ R 1 (uM)
10 50 100 200 : - - . B B 2 (uM)

- - - - - - - - 10 50 100 200 - - 3 (M)
10 50 100 200 10 50 100 200 10 50 100 200 50 - Cu?" (M)

Resim 4.3. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), bakir (IT) kloriir varliginda (1), (2) ve (3) ile

kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi (inkiibasyon siireleri A: 1 saat, B: 8 saat, C: 24 saat).



Bircan CEKEN TOPTANCI

Form 11

Form |

Form 11

Form |

Form 11
Form 111

Form |

DNA (200 ng)

+ + + + + + + + + + + + + + +
250 500 750 1000 - - N 1 (uM)
250 500 750 1000 2 (M)
- - - - - - - - 250 500 750 1000 - - 3(um)

250 500 750 1000 250 500 750 1000 250 500 750 1000 500 - Cu* (uM)

Resim 4.4. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), bakir (II) kloriir varliginda (1), (2) ve (3) ile

kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi (Inkiibasyon siireleri A: 1 saat, B: 8 saat, C: 24 saat).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Form 11
Form II1

Form |

+ + + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng)
500 500 500 500 500 - - - - - - - - - - 1 (uM)
500 500 500 500 500 - - - 2 (uMm)
500 500 500 500 500 3 (uUM)

25 - - - - 25 - - - - 25 - - - Histidin (mM)

100 - - - 100 - - - - 100 - - Tioure (mM)

50 - - - - 50 - - - - 50 - TEMPO (mM)

10 - - - - 10 - - - - 10 DMSO (mM)

Resim 4.5. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonuna bazi

radikal sonduriiciilerin etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi (inkiibasyon siiresi: 24 saat)

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

Form 11
Form 111

Form |

+ o+ + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng)
500 500 500 500 500 - - - - - - - - - - 1 (uM)
500 500 500 500 500 - - - 2 (UM)

500 500 500 500 500 3 (UM)

500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500  Cu** (uM)
25 - - - - 2% - - - - % - - - Histidin (mM)
100 - - - 100 - - - - 100 - - Tiotre (mM)
50 - - - - 50 - - - - 50 - TEMPO (mM)
10 - - - - 10 - - - - 10 DMSO (mM)

Resim 4.6. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), bakir (IT) kloriir varliginda (1), (2) ve (3) ile
kesim reaksiyonuna bazi radikal sondiiriiciilerin etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi (inkiibasyon siiresi: 24

saat).
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oy o e T P B e e

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (300 ng)
250 500 750 1000 - - - - - - - - 1 (uM)
250 500 750 1000 - - - - - 2 (M)
250 500 750 1000 - 3 (UM)

Resim 4.7. Calf Thymus DNA’nin, (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi
(Inkiibasyon siireleri A: 24 saat, B: 32).
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+ + + + + + + + + + + + + + DNA (300 ng)
250 500 750 1000 - - - - - - - - - 1 (uM)
250 500 750 1000 - - - - - 2 (M)
- - - - - - - - 250 500 750 1000 - 3 (M)
250 500 750 1000 250 500 750 1000 250 500 750 1000 500 Cu* (uM)

Resim 4.8. Calf Thymus DNA’nin, (1), (2) ve (3) ile bakir (II) kloriir varliginda kesim reaksiyonunun
Agaroz Jel Elektroforezi (inkiibasyon siireleri A: 24 saat, B: 32).
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5. TARTISMA VE SONUC

C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve C-6 pozisyonunda metoksi
grubu iceren, indol karboksilik asit 1, indol halkasinin olusmasi i¢in, Hemetsberger
metodu takip edilerek hazirlandi (Sekil 3.1.). Bunun igin, benzaldehit 46 1,2 dikloroetan
ile potasyum karbonat varliginda O-alkillenerek 47 elde edildi. 47 bilesiginde, metil o.-
azidoasetat ile sodyum metoksit baz olarak kullanilarak -azidocinnamate 48 elde
edildi. 48, 115 °C de dort saat karistirilarak indol karboksilik asit tiirevi 49, 45’ten elde
edildi. 49’daki metilester kisminin hidrolizini takiben dimetil amin ile kloro grubunun
nikleofilik stbsitasyonu ile dizayn edilen indol karboksilik asit turevi 1 iki basamakta

sentezlendi.

N,N-dimetilglisin grubu iceren, indol karboksilik asit 2 sentezine ticari olarak
temin edilen ester 51’den basland1 (Sekil 3.2.). 51°deki nitro grubu Pd/C
katalizorliigiinde hidrojenlenerek kararsiz amin 52 elde edildi. Daha sonra, amin 52,
N,N-dimetilglisin hidroklorir  ile N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid
hidrokloriir (EDC.HCI) varliginda birlestirilerek amid 53 iki basamakta elde edildi. Son
olarak, elde edilen amitteki (53) ester kismi, amit fonksiyonel grubunun hidrolizini
Onlemek icin LiOH ile, THF/metanol/su igerisinde hidrolizlenerek, dizayn edilen asit 2
kantitatif verimle elde edildi.

Morfolinetoksi slbstienti iceren, indol karboksilik asit 3, anilin 57’ den Japp-
Klingemann tipi Fischer indol sentezini takiben olusan ester 58’in hidrolizlenmesi ile %
65 verimle dort basamakta hazirland:r (Sekil 3.3.). 4-nitrofenoliin (54) 4-(2-koloroetil)-
morfolin ile alkilasyonu sonucu nitro bilesigi 56 elde edildi. Elde edilen nitro bilesiginin

(56) Pd/C katalizorliigiinde indirgenmesi sonucu ile 54°ten anilin 57 elde edildi.

Sentez caligmalar1 tamamlandiktan sonra DNA kesim ¢alismalar1 yapildi. DNA
kesim ¢alismalar1 i¢in E. coli bakterisinden izole edilen pBluescript M13+ plazmid
DNA ve Calf Thymus DNA kullanilarak DNA jel elektroforezi deneyi yapild:.

Sentezlenen ligantlarin Kesim etkileri Cu®* varliginda ve yoklugunda ¢alisildu.

Ligantlarin (1-3) DNA kesim caligmalari cu® varliginda (Resim 4.3 ve 4 4.) ve
yoklugunda (Resim 4.1. ve 4.2) Agaroz jel elektroforezi ile pBluescript m13+ plazmid
DNA kullanilarak yapildi ve konsantrasyona bagli olarak supercoiled plazmid DNA’y1

open circular veya liner forma doniistigi gézlemlendi. Sentezlenen ligandlarin kesim
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caligmalari, 10-200 pM konsantrasyon araliginda, ligandlar (1-3) ile DNA 1 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra elektroforez yapildi ve kayda deger bir sonug elde
edilemeyince inkiibasyon suresi arttirilarak (8 ve 24 saat) deney tekrarlandi ve zamana
bagl olarak DNA kesiminin arttifi gozlemlendi. Konsantrasyon arttirilinca kesimde
nasil bir degisiklik olacagini test etmek igin deney 250-1000 pM konsantrasyon
araliginda 1, 8 ve 24 saat inkiibasyona birakilarak tekrar edildi ve DNA kesiminin

ligand konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi ile paralel olarak arttigi gozemlendi (Resim

41,42.,43.,44.A,B,C).

C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve C-6 pozisyonunda metoksi
grubu iceren, indol karboksilik asidin (1) tek basina diisitk konsantrasyonda (10, 50,
100, 200 uM) DNA’y1 kesme etkisinin az oldugu fakat artan inkiibasyon surelerine (1, 8
ve 24 saat) bagl olarak kesimin arttig1 gézlemlendi (Resim 4.1, A, B, C, Kuyucuk 2-5).
Ayni deneyler yiiksek konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM) tekrarlandiginda
kesimin hem konsantrasyona hem de zamana bagl olarak arttig1 (Resim 4.2, A, B, C;
Kuyucuk 2-5) belirlendi. Ligandin (1) Cu** varliginda kesim etkisi ¢alisildiginda, kesim
etkisinin ligandin tek basma gosterdiginden daha fazla oldugu ve hem artan
konsantrasyona hem de artan inklbasyon siiresine bagli olarak arttigi gozlemlendi
(Resim 4.3, A, B, C; Kuyucuk 2-5 ve Resim 4.4, A, B, C; Kuyucuk 2-5). 200 uM
konsantrasyonda 18 ve 24 saatte supercoiled formun (SC, Form [) tamaminin open
circular (OC, Form II) veya liner (L, Form Ill) forma dontistigii tespit edildi (Resim
4.33, B, C, Kuyucuk 5). 500-1000 uM konsantrasyon araliginda 1 saatte supercoiled
formun tamaminin OC (Form Il) déniistigi (Resim 4.4, A, Kuyucuk 3-5), inkiibasyon
stiresi arttirildiginda ise SC (Form 1) formun ¢ok kiigiik fragmentlere pargalandigi
g6zlemlendi (Resim 4.4, B, C; Kuyucuk 3-5).

N,N-dimetilglisin grubu iceren, indol karboksilik asidin (2) tek basina diisiik
konsantrasyonda (10, 50, 100, 200 uM) 1 ve 8 saat inklibasyon siresinde plazmid
DNA’y1 kesim etkisinin yok denecek kadar az oldugu (Resim 4.1, A, B; Kuyucuk 6-9),
24 saatte ise plazmid DNA’y1 kismen kestigi gozlemlendi (Resim 4.1, C; Kuyucuk 6-9).
Ayni deneyler yliksek konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM) tekrarlandiginda
kesimin yine 1 ve 8 saat inkiibasyon siiresinde yok denecek kadar az oldugu, 24 saat

inkibasyonda kesimin gerceklestigi gozlemlendi (Resim 4.2, A, B, C; Kuyucuk 6-9).
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Ligandin (2) Cu®" varhginda kesim etkisi incelendiginde diisik konsantrasyonlarda
kesimin 1 ve 8 saatte az oldugu (Resim 4.3, A, B; Kuyucuk 6-9), 24 saatte ise kismen
(OC, Form 1I) ve liner (L, Form Ill) forma doniisiimiin gergeklestigi goriilmektedir
(Resim 4.3, A, B; Kuyucuk 6-9). Yiksek konsantrasyonda ise kesimin konsantrasyon ve
zamana paralel olarak arttig1 gozlemlendi (Resim 4.4, A, B, C; Kuyucuk 6-9). Ligandin
(2) kesim etkisinin diger lidantlara (1, 3) oranla daha az oldugu belirlendi.

Morfolinetoksi substienti iceren, indol karboksilik asit 3 tek basma diisiik
konsantrasyonda (10, 50, 100, 200 uM) DNA kesim etkisinin az oldugu fakat artan
inkibasyon surelerine (1, 8 ve 24 saat) bagli olarak kesimin az da olsa arttig1
gozlemlendi (Resim 4.1, A, B, C, Kuyucuk 10-13). Aymi deneyler yiiksek
konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 uM) tekrarlandiginda 1 saatte kesimin gok az
oldugu (Resim 4.2, A; Kuyucuk 10-13), 8 saatte 1000 uM konsantrasyonda ligandin
etkili oldugu (Resim 4.2, B; Kuyucuk 13), 24 saatte ise tum konsantrasyonlarda kesimin
oldugu gozlemlendi (Resim 4.2, C; Kuyucuk 10-13). Ayni deneyler Cu®* varhiginda
tekrarlandiginda 1 saatte kesimin ¢ok az oldugu (Resim 4.3, A; Kuyucuk 10-13), 8 ve
24 saatte ise Ozellikle 1000 uM konsantrasyonda kesimin arttigi (Resim 4.3, B, C;
Kuyucuk 13), tim SC formun OC ve L forma veya daha kicik fragmentlere

parcalandig1 gozlemlendi.

DNA kesiminde reaktif oksijen tiirlerinin etkisini analiz etmek icin degisik
spesifik radikal sondiiriiciiler kullanilarak agaroz jel elektroforezi tekrarlandi.
Superoksit anyonu icin TEMPO (50 mM), hidroksil radikali igin tiotre (100 mM), ve
DMSO (1M), singlet oksijen i¢in histidin (25 mM) konsantrasyonlarinda ¢aligildu.

pBluescript m13+ plazmid DNA kullanilarak kesim reaksiyonlarinda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusup olusmadigini ve bu olusan reaktif oksijen tiirlerinin
kesim mekanizmasindaki rollerini tespit etmek icgin ligantlarin (1-3) bakir varliginda ve
yoklugunda DNA kesim etkisi tizerine radikal sondiiriictiler kullanilarak deneyler, DNA
kesiminin anlamli oldugu 500 mM konsantrasyon ve 24 saat inkiibasyon siiresinde
tekrarlandi. Bakir yoklugunda histidinin (Kuyucuk 3, 8, 13) DNA kesimini blyuk
cogunlukla, tiotirenin (Kuyucuk 4, 9, 14) ve TEMPO’nun (Kuyucuk 5, 10, 15) kesimin
tamamina yakinini ve DMSO’nun (Kuyucuk 6, 11, 16) ise kesimi kismen inhibe ettigi
gozlenmistir (Resim 4.5). Bakir varliginda ise histidinin (Kuyucuk 3, 8, 13), DNA
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kesimini biiylik ¢ogunlukla, tiyolrenin (Kuyucuk 4, 9, 14), kesimin tamamina yakinini
TEMPO’nun (Kuyucuk 5, 10, 15) ve DMSO’nun (Kuyucuk 6, 11, 16) ise kesimi
kismen inhibe ettigi gézlenmistir(Resim 4.6.). Bu sonuclar kesimde hem singlet oksijen
hemsuperoksit radikali hem de hidroksil radikallerinin etkili olabilecegini gostermistir.
Olusan hidroksil radikalinin DNA sekerinden hidrojen atomu kopararak DNA kesimine
sebep oldugu diisiiniilmekedir (Sekil 5.3.).

Bu reaktif oksijen tlrleri, molekiler oksijenin, biradikal dogasinin sonucu
yuksek derecede reaktif oksijen tirleri (ROS) olusturma egiliminde olmasindan dolay1
olusur ve DNA sekerinden hidrojen atomu kopararak ya da DNA bazlariyla etkileserek
zincir kesimine ya da alkilasyona sebep olur.

Reaktif oksijen tlrleri, atom veya molekul olabilir ve en az bir giftlesmemis

elektronicerirler, son derece reaktif olup kisa dmiirliidiirler.

Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede
reaktif oksijen tirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Oksijenin ard arda indirgenmesi
sonucu oksijen kaynakli iki serbest radikal, siiperoksit ve hidroksli radikali, nispeten

daha kararli ara iiriin olan peroksit (H,O2) ve zararsiz son iiriin su olusur (sekil 5.1.).

+e + e’ +e- + e-
(@) —_— O ) ﬁ H202 ﬁ ’ OH ﬁ 2 HZO
2 2 2H - "OH 2H
Molekuler Siiperoksit Hidrojen Hidrpks_il Su
oksijen radikali peroksit radikali

Sekil 5.1. Molekdler oksijenin indirgenmesi.

Oksijen kaynakli olan siiperoksit radikali oksijene bir elektron transferi sonucu
olusur. Siiperoksit bir indirgen ajan olarak davrandiginda oksijene dontsiir (i).
Stiperoksit oksitleyici ajan olarak davrandiginda hidrojen peroksit olusur (ii).
Superoksitin self-redoks reaksiyonu sonucu da hidrojen peroksit olusur (iii). Hidrojen
peroksit bir radikal olmamasina ragmen oksiradikal kimyada ve patolojide 6nemli bir
maddedir. Ciinkii kendisi diger zararli oksijen kaynakli serbest radikallerin olusmasini
saglar. Hidrojen peroksit Fe?* ile reaksiyona girerek OH radikalini olusturur, bu

reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinir (iv).
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Hidroksi radikali ayn1 zamanda demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonu sonucu

da olusturulabilir (v). Harber-Weiss reaksiyonu, Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali

olusumu (iv) ve stiperoksit ile Fe***tin indirgenmesi (i) reaksiyonlarini igerir.

3+

Fe

Fe

20,

2+
Fe

H,O

L0, ____, Fe + 0, 0]
+ 07+ 2 5 Fe”' + H,0, (i)
+ 2H > HO, + O, (iif)
+ HO, — > Fe' * OH * OH ()
+ 0,7 —» 'OH * 0, *H,0 (v)

Hidroksil radikali elektrofilik ve cok reaktif bir radikaldir. Hidrojen atomuna
etkili bicimde (k=10° M*s™) saldirabilir, ayrica cift baga da hizhiczl® *° Ms™)

baglanabilir. DNA’

da bulunan fosfat gruplari ile reaksiyonu ise yavastir (k<10”M™s™) .

Dolayisiyla, hidroksil radikali DNA sekerinden hidrojen atomu kopararak ya da DNA

bazlariyla etkileserek zincir kesimine ya da alkilasyona sebep olur (Sekil 5.2.). DNA

sekerinden hidrojen atomu koparilmast DNA seker fosfat belkemiginin kesimi ile

sonuclanir. 4' pozisyonundan hidrojen atomu koparilmasi ile sonuglanan DNA kesimi

i¢in olas1t mekanizma sekil 5.2.’de gosterilmistir (Breen 1995).

Pirin baz modifikasyonu

/ Q NH2

] HN N\ HNZ" N\
DNA +R J\ | >—R k | >—R
NS N NS N
HN N | N |

\ (8 - alkil pUrin)

Fosfodiester bag kesimi

Sekil 5.2. Radikaller ile olusan DNA modifikasyon semasi.
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OP‘}/O Baz OoP 0] Baz
HO Criegee
(0] ~—— HOO

yeniden diizenlenmesi

oP opP

-

OP}OH . MBaZ

o) (6]

Sekil 5.3. DNA sekerinden 4' pozisyonundan hidrojen atomu koparilmasi

Ligantlarin (1-3) Cu*" varliginda (Resim 4.8.) ve yoklugunda (Resim 4.7.)
Agaroz jel elektroforezi ile Calf Thymus DNA’y1 kesim etkisi hem konsantrasyona
(250, 500, 750, 1000 uM) hem de zamana (24 ve 32 saat) bagli olarak ¢alisildi. Ligand
1 ve Ligand 3 cu®* yoklugunda konsantrasyona ve zamana bagli olarak DNA’da kesime
sebep olurken (Resim 4.7, A, B; Kuyucuk 2-5 ve Kuyucuk 10-13) Ligand 2’nin DNA
kesiminde ¢ok az etkisi oldugu (Resim 4.7, A, B; Kuyucuk 6-9) gozlemlendi. Cu®*
varliginda ise tiim ligandlar konsantrasyona ve zaman bagli olarak DNA kesimine sebep
olurken (Resim 4.8.), ligand 1’in kesim etkisinin en fazla oldugu tespit edildi (Kuyucuk
2-5).

Bu calismada sentezlenen (+)-Duocarmycin antibiyotigi analoglarinin bakir
varliginda ve yoklugunda DNA kesimine sebep oldugu ayrica bakir varliginda kesimin
biiyiik olglide arttigr gozlemlenmistir. C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve
C-6 pozisyonunda metoksi grubu iceren, indol karboksilik asit 1’in hem bakir varliginda
hem de bakir yoklugunda DNA kesiminde diger ligantlara oranla daha etkili oldugu
elektroforez sonuglarindan anlagilmaktadir. Morfolinetoksi substienti iceren, indol

karboksilik asit 3 de DNA kesiminde oldukca etkindir, N,N-dimetilglisin grubu iceren,
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indol karboksilik asit 2’nin kesim etkisi diger ligantlara gére daha azdir. 1 nolu ligandin
kesim etkisinin daha fazla olmasi, C-5 pozisyonunda bulunan dimetilaminoetoksi grubu
ve C-6 pozisyonunda bulnan metoksi gruplarinin DNA ile daha giiglii baglanmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Pandya, 2010). Tiim ligandlarda bakir varliginda kesim
arttig1 tespit edilmistir. Baz1 kanser turlerinde, tiimor hiicrelerinde bakir miktarinin
saglikli bireylerle karsilastirildiginda 2-3 kat daha fazla olmasi (Tablo 2.1.) sonucun
onemini gostermektedir. Cu** varliginda ve Cu®* yoklugunda DNA kesiminde degisik
spesifik radikal sondirdculer ile reaktif oksijen tirlerinin etkisi ¢alisildiginda plazmid
DNA’nin biiyik oOlglide korundugu goézlemlenmistir, bu sonug sentezlenen indol
karboksilik asitlerin serbest radikaller olusturarak DNA kesimini gerceklestirdigini

gostermektedir.

Indol karboksilik asitlerin DNA kiiciik oluguna baglandig1 bilinmektedir
(Pandya, 2010), bu ¢alisma ile DNA kesim etkileri de oldugu da tespit edilmistir.

DNA kesiminde reaktif oksijen tiirlerinin etkisini aragtirmak i¢in reaksiyonlar
histidin, tiore, TEMPO ve DMSO varliginda tekrarlandi ve bu radikal sondiiriiciilerin
DNA kesimini inhibe ettigi gozlendi. DNA kesim reaksiyonlarinda reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olustugu, DNA kesiminin histidin, tioure, TEMPO ve DMSO ile
kismen inhibe olmasindan anlagilmaktadir (Qian 2010; Fekry 2011).

Ligandlarin LogP degerleri ALOGPS 2.1 programi ile hesaplanmis (Tetko
2004); 1, 2 ve 3 nolu ligandlar igin sirasiyla 0.819, -0.005 ve 0.108 olarak
bulunmustur. Lipinski (Lipinski et al, 1997) tarafindan 6nerilen kurala gére bir ilacin
logP degeri -0.4 ile +5.6 arasinda olmasi gerekmektedir. Ayrica ligandlarin molekiil

agirliklart da Lipinski kurali ile uyum igerisindedir.

Pfizer kurallar1 olarak da bilinen Lipinski kurallari, bir kimyasal bilesigin
farmakolojik veya biyolojik aktivitesine baglh olarak, o kimyasal bilesigin insanlarda
oral aktif ilag olabilirligini agiklayan pratik bir kuraldir. 1997 yilinda Christopher A.
Lipinski tarafindan formiile edilen bu kural, bir¢ok tedavi edici ilacin genellikle kiiglik

ve lipofilik olmasinin gézlenmesi temeline dayanir.

Bu kural insan viicudunda ila¢ farmakokinetigi icin, absorpsiyon, dagilim,

metabolizma ve bosaltimi da i¢ine alan (ADME) molekiiler 6zelligin 6nemini agiklar.
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Bununla birlikte, bu kural bilesigin farmakolojik olarak aktif olup olmadigini

ongoremez.

Lipinski kuralina gore bir ilagta bes taneden fazla H bagi donOru veya 10
taneden fazla H bagi akseptorii varsa, ilacin molekiiler agirlig1 500 daltondan fazla ve
logP degeri 5’ten biiyiikse, bu ilacin zayif absorpsiyon ve gecirgenlige sahip olacagi
belirtilmistir. Genellikle, oral olarak aktif ilaglarin belirtilen bu kriterlerden birden

fazlasini ihlal etmemesi gerekir.

Bu kural, ilag kesfedilirken farmakolojik aktif 6ncili yapinin basamak basamak
aktivitesini ve seciciligini arttirmak icin optimize edilirken dikkate alinmasi gereken
onemli bir kuraldir. Lipinski kurallarina uyan ila¢ adaylarinin klinik denemelerde zayif
kalma riski diisiiktiir ve bundan dolayr piyasaya ulagsmada sanslart yliksek
olur. Ligandlarin LogP degeri bu aralikta olmasi1 molekiillerin kimyasal niikleaz ve

antikanser ajani olarak kullanilabilirligini arttirmaktadir.

Bu calismalarin devamu olarak, sentezlenen ligandlarin DNA baglanma ilgileri
icin floresans spektroskopisi, termal denatiirasyon, viskozimetrik c¢alismalar ve

sitotoksisite calisilmalari icin MTT deneyi yapilmasi planlanmaktadir.
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7.EKLER
EK 1. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler

Agaroz jel elektroforezi icin kullamlan ¢ozeltiler

Agaroz Jel (%1)

10g Agaroz

100 mL TAE tamponu

Agaroz Jel (% 0.7)

0.79 Agaroz

100 mL TAE tamponu

Jel Yiridtme Tamponu (50x; pH 8.2)

Tris bazi 242 g
Glasiyel asetik asit 15¢
EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 mL
d H,0 1L

Saf su ile 1:50 oraninda seyreltilerek kullanilir.
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EK 2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1. Elektroforez aygit1 ile saglanan plastik tepsinin kenarlar1 otoklav bandi ile

sarilarak bir kalip olusturulur ve plaka yatay konumda, diizgiin bir yere yerlestirilir.

2. Agaroz 250 mL’lik bir erlen icerisinde bulunan Tris asetat tamponuna ilave
edilir ve erlen agaroz eriyinceye kadar mikrodalga firinda tutulur (Agaroz taneciklerinin

miimkiin olan en kisa siirede erimesi saglanmalidir.)

3. Agaroz ¢ozeltisi 60 °C’ye kadar sogutulur. Daha sonra 1.5 pL etidyum

bromiir (10 mg/mL) ilave edilir ve karistirilir.

4. Cozelti kenarlart otoklav bandi ile sarilmis ve tarak yerlestirilmis cam

tabakaya dokulur.

5. Jel donmasi i¢in oda sicakliginda 40-45 dakika bekletilir. Jel donduktan sonra
tarak ve otoklav bandi dikkatle ¢ikarilir.

DIKKAT!!! Etidyum bromir kuwvetli bir mutajen ve oldukca toksiktir. Bu

boyayr igceren ¢ozeltilerle ¢calisirken mutlaka eldiven giyilmelidir.
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EK 3. Orneklerin Y Uiklenmesi ve Y Ur tGtilmesi

1. Eppendorf tiplerinde bulunan 6rneklere 3 pL yikleme tamponu ilave
edilir.

2. Jelin kuyucuklar elektroforez tamponu ile doldurulur ve hazirlanan DNA

ornekleri uygun bir pipet ile tampon dolu kuyucuklara dikkatlice yiiklenir.

3. Jel elektroforez tankina yerlestirilir ve tank maksimuma kadar Tris asetat
tomponu ile doldurulur. Tankin kapagi kapatilir ve elektrik baglantilar1 yapilir.
DNA katottan (siyah ugtan) anoda (kirmizi uca) dogru hareket eder. Elektroforez 60
V’ta 500 mA akim uygulanarak 90 dakika siireyle yiiriitiiliir.

4. FElektrik akimi kesilir, tel baglantilar1 ve kapak ¢ikarilir.

v’ Jel yiikleme tamponlar: ii¢ amag¢ icin kullamlirlar: i) OrneSin yogunlugunu
arttirarak DNA’min kuyucuga diizgiin olarak yiiklenmesini saglarlar, ii) Ornegi

renklendirerek yiikleme islemini basitlestirirler, iii) Elektriksel alanda anoda dogru

hareket ederler.

kontrol ornek 1..... ornek 2..... ornek 3..... . kontrol |
Kuyucuk | E i ' ‘
| | §| | | |§ [ | |§ [ | | | i | | :

Agaroz jel ylikleme semasi
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EK 4. Bakteri kiiltiiriiniin hazirlanmasi
Bakteri liretmek i¢in gerekli besiyerinin bilesenleri

Luria Bertani broth (LB)

Tripton 109
NaCl 509
Yeast ekstrakt 59
d H,0 1L

250 mL’lik erlenlere 50 mL konularak 121 °C'da 15 dakika otoklavda steril

edildikten sonra ampisilin (100 mg/mL) ilave edildi, ilave edildi.

Luria Bertani agar (LB) 10 g Tripton

Tripton 109
NaCl 509
Yeast ekstrakt 59
Agar 159
d H,0 1L

121 °C2da 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra ampisilin (100 mg/mL)

ilave edildi, steril petri kaplarina dokiildii ve oda sicakliginda katilasmasi beklendi.

Gliserollii stoktan alinan bakteri ekiivyon cubugu yardimi ile LB kat1 besiyerine
yayildi ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu kat1 kiiltiirden 1 koloni alinarak
sivi besiyerine eklendi ve 1 gece 200-250 rpm hizla calkalandi. Hazirlanan bakteri
kilturiinden Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit kullanarak pBluescript
M13+ plazmid DNA (3.2 kb) saflastirildi.
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EK 5. Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit kullanarak pBluescript
M13+ plazmid DNA (3.2 kb) saflastirilmasi.

Tiim asamalar oda sicakliginda yapilmalidir.
Tim santrifijleme asamalar1 >1200 x g ile yapilmaldir.

1. 3 mL bakteri kaltlrti mikro santrifujde (6800 x g) 2 dakika
santriftjlendi.

2. Supernatant dokuldd, pellet restispansiyon ¢ozeltisi ile (250 pL)
yeniden suspanse edildi.

3. Lizis solisyonu (250 pL) ilave edildi ve tupler 4-6 defa ters diiz
edildi (Soliisyonun berrak ve viskoz olmasi1 gerekir).

4. Notrallestirme soliisyonu (350 pL) ilave edildi ve tiipler 4-6 defa
hizlica ters diiz edildi.

5. Tupler 5 dakika santrifijlendi.

6. Siipernatant GeneJET spin kolon tiiplerine aktarildi.

7. 1 dakika santrifiijlendi, altta kalan s1v1 dokiildii ve tiipler yeniden
ayn1 toplama tiiplerine konuldu.

8. GeneJET spin kolonuna yikama soliisyonu (500 pL) ilave edildi.
30-60 saniye santrifiijlendi, altta kalan s1v1 dokiildii ve tiipler yeniden ayni
toplama tlplerine konuldu.

9. Yikama prosediirt (8. basamak) tekrar edildi.

10. Kalan yikama soliisyonun uzaklastirmak i¢in 1 dakika daha
santrifiijlendi, altta kalan s1v1 dokiildii ve tiipler yeniden ayni1 toplama
tiplerine konuldu.

11. GeneJET spin kolonu temiz mikrosantrifuj (eppendorf) tlplerine
yerlestirildi. Eliisyon soliisyonu (50 uL) GeneJET spin kolonunun
merkezine, membrana temas etmeden eklendi. 2 dakika oda sicakliginda

bekletildikten sonra 2 dakika santrifujlendi.
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