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ÖZET 
 

(+)-DUOCARMYCIN ANTİBİYOTİĞİ ANALOGLARININ SENTEZLENMESİ VE 
DNA ÜZERİNE ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

DOKTORA TEZİ 
 

Bircan ÇEKEN TOPTANCI 
 

DİCLE ÜNİVERSİTESİ 
FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

KİMYA ANABİLİM DALI 
 

2013 
 

Son zamanlarda, tanıma, bağlanma, modifiye etme, kesme ve çapraz bağlanma yoluyla 
DNA ile etkileşen küçük moleküllere ilgi artmış ve bu moleküller kimya, biyoloji ve tıp 
alanlarında ilgi çekici projelerin araştırma konusu olmuştur.  

CC-1065 ve Duocarmycin gibi antitümör antibiyotiklerin DNA küçük oluğuna 
bağlandığı bilinmektedir. CC-1065 antibiyotiği bilinen en toksik antitümör antibiyotiktir. Bu 
antibiyotikle yapısal olarak çok benzeyen Duocarmycin gibi bazı antibiyotiklerin toksik 
etkisinin daha az olması bizi Duocarmycin analoglarını sentezlenmeye yöneltmiştir. 

Bu çalışmada (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapısında bulunan indol-2-
karboksilik asit molekülünün, C-5 karbonunda tersiyer amino fonksiyonel gruba sahip

Ligantların (1-3) konsantrasyona ve zamana bağlı olarak DNA kesimine sebep olduğu, 
bakır varlığında DNA kesiminin arttığı ve ligand 1’in kesim etkisinin diğer ligantlara oranla 
daha fazla olduğu tespit edildi. DNA kesiminde reaktif oksijen türlerinin etkisini araştırmak için 
reaksiyonlar histidin, tiyoüre, TEMPO ve DMSO varlığında tekrarlandı ve bu radikal 
söndürücülerin DNA kesimini inhibe ettiği gözlemlendi. Bu sonuç kesimde reaktif oksijen 
türlerinin etkili olduğunu göstermektedir.  

 suda 
çözünebilen üç farklı analogu sentezlendi. Sentezlenen ligandların DNA kesim etkileri bakır 
varlığında ve yokluğunda, Agaroz Jel Elektroforezi tekniği ile pBluescript M13+ plazmid DNA 
(3.2 kb) ve Calf Thymus DNA (8-15 kb) kullanılarak belirlendi.  

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

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

 

Ph.D. THESIS 
 

Bircan ÇEKEN 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

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.  

 DNA 
at physiological conditions is of great interest for the development of novel therapeutic agents.  

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 (II) 
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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1. GİRİŞ 

Kanser; kontrolsüz bölünen ve diğer dokulara yayılabilme özelliği olan anormal 

hücrelerin oluşturduğu hastalıklar için kullanılan bir terimdir. Vücudun hemen hemen 

her bölümünü etkileyebilir. Belirli genlerde oluşan mutasyonlar sonucu veya gen 

ifadesinin miktarında ya da zamanlamasında meydana gelen değişikliklerle ortaya 

çıkan, hücresel seviyedeki genetik bir bozukluktur.  

Dünyanın en önemli sağlık sorunlarından biri kanser olup ülkemizde de çok 

sıklıkla görülmektedir. 2002 yılında Dünya Sağlık Örgütü’nün verdiği rakamlara göre 

tüm dünyada 11 milyon insana farklı türde kanser teşhisi konulmuş, bunların 7.1 

milyonu yaşamını yitirmiştir. 2020 yılında 16 milyon insana çeşitli tipte kanser teşhisi 

konulacağı öngörülmektedir. Bu rakamlar dünyada kanser teşhisi ve tedavisinin ne 

kadar önemli olduğunu ortaya koymaktadır. 

Ülkemizde 1970’li yıllarda sebebi bilinen ölümler sırasında dördüncü sırada yer 

alan kanser, son yıllarda kardiyovasküler sistem hastalıklarından sonra ikinci sıraya 

yükselmiştir. Erken tanı konulduğu takdirde önlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalık 

olan kanserin bu denli hızlı artış göstermesi ülkemizde kanserin teşhisi ve tedavisi ile 

etkin mücadele edilmesini gerekli kılmaktadır. Kanser çalışmaları oldukça büyük önem 

kazanmış olup, kanser teşhisi ve tedavisinde kullanılacak moleküllerin sentezi ve 

uygulamaları güncel araştırma konularının içinde olmuştur. Günümüzde, kanserin 

tedavisinde kemoterapi ilacı olarak kullanılan moleküllerin önemli bir dezavantajı seçici 

olmamalarıdır. Bunlar, tümör hücrelerinin yanında sağlıklı hücrelerinde DNA yapısını 

bozar ve bazen sağlam hücrelerde tamiri mümkün olmayan yan etkilere sebep olurlar. 

Yeni sentezleri yapılan moleküllerde temel hedef; sadece tümör hücrelerine karşı 

seçicilik sonucu düşük zehir etkisidir. Son yıllarda gelişen teknoloji ile birlikte tümör 

hücrelerine karşı yüksek seçicilik gösteren bileşikler sentezlenmiştir. Bu moleküllerin 

büyük bir kısmının hücre içinde ve dışında tümör hücrelerine karşı aktif olduğu 

belirlenmiş olup farklı tedavi yöntemlerinde kullanılmaktadırlar. Farklı yöntemlerin ve 

moleküllerin kullanımı, kanserin türüne ve oluşum evresine bağlıdır. 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz çoğalmasıyla ve bu hücrelerin başka bir bölgeye 

göç etme yetenekleriyle bu bölgelerde ikincil tümörlerin meydana gelmesiyle 
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sonuçlanır. Gelişmiş ülkelerde ölümün ikinci ana sebebi olmakla beraber gelişmekte 

olan ülkelerde de yetişkin ölümlerinin üç ana sebeplerinden biridir. DNA’yı hedef alan 

antikanser ajanlar klinik kullanım için en etkili ilaçlardır ve kanser hastalarının hayatta 

kalma sürelerini anlamlı olarak arttırırlar. Klinik olarak kullanılan çok sayıda antikanser 

ilaç, antitümör etkilerini DNA’da kovalent veya kovalent olmayan bağlanma yolu ile 

hasar oluşturarak meydana getirir.

Yaşamın kodu olan Deoksiribonükleik asit (DNA), anne ve babadan evlatlarına 

aktarılan genetik bilgilerin saklanmasına uygun olması için, birbirini tamamlayan anti 

paralel iki sarmal zincirden oluşmuştur (Watson 1953; Weiling 1991; Watson 1993). 

DNA, her nükleotitinde 2-Deoksiriboz şekeri, bir fosfat grubu ve bir azotlu baz bulunan, 

polinükleotid zincirlere sahiptir. Azotlu bazlar pürinlerden (adenin “A” ve guanin “G”) 

ve pirimidinlerden (timin “T” ve sitozin “S”) oluşmaktadır (Şekil 1.1.). Deoksiriboz 

şekeri ve fosfat grubu azotlu bazlara bir iskelet oluşturur, böylece deoksiriboz birimine 

direkt olarak bağlanmasını sağlar (Watson 1953; Watson 1993; Alberts 2002). Her 

azotlu baz farklı bir yapıya ve yapılarındaki elektron alan veya veren gruplardan dolayı 

spesifik hidrojen bağı oluşturma kapasitesine sahiptir. A ile T ve G ile S bağlanır (Şekil 

1.2.), bundan dolayı spesifik DNA örneklerinde her zaman A miktarı T ve G miktarı da 

S miktarına eşittir (Chargaff 1949). Baz çiftlerinin uzayda düzeni büyük ve küçük 

olukların oluşmasını (Şekil 1.3.) sağlar (Wing 1980; Kielkopf 1998; Fonsega 1999). 

Moleküler seviyede her oluğun çevresi farklılık gösterir (Lown 1994). Büyük oluk 

birden fazla etkileşim alanı gösterir, buda ilaçlarla/ligandlarla nispeten daha fazla 

kuvvetli bağ oluşturmasını sağlamaktadır (Pabo 1984; Kielkopf 1998). 11,6 Å genişliğe 

ve 8,5 Å derinliğe sahiptir (Neidle 2001). Büyük oluk hacimli moleküllerin kolayca 

bağlanmasına izin vermektedir (Takeda 1983). Diğer taraftan küçük oluklar daha az 

bağlantı alanı sağlarlar ve daha küçük boyuttadırlar, derinlikleri 8,2 Å kadardır. Bununla 

beraber küçük olukların en yararlı özellikleri, genellikle korumasız olduklarından 

dolayı, küçük ilaç moleküllerinin saldırılarına açık olmalarıdır. Birçok antibiyotik ve 

antikanser ilaçlar da küçük moleküller olduğundan küçük oluklar bunların ana bağlanma 

kısımlarıdır (Gao 1992; Neidle 2001).  
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Şekil 1.1. DNA bazlarının yapıları. 

 

Şekil 1.2. A-T ve S-G arasındaki Watson-Crick Hidrojen Bağları. 
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Şekil 1.3. Pürin ve pirimidin hidrojen bağ çiftleri arasında oluşan büyük ve küçük oluklar ve şeker fosfat 

omurgası. (Hidrojen bağı donörleri mavi, hidrojen bağı akseptörleri ise kırmızı ile işaretlenmiştir.) 
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Normal hücrelerin tümör hücresine dönüşmesinde mekanizmayı anlamaya 

odaklanmış araştırmalar, farklı tip mutasyonların (Gnarra 1994; Harman 1962) ve 

DNA’nın hücre çekirdeği içerisinde yeniden düzenlenmesinin, gen ekspresyonunu ve 

diğer biyokimyasal süreci etkileyebileceğini göstermiştir. Belirgin olarak onkogenez ile 

sağlıklı hücre kanser hücresine dönüşmektedir (Bignell 2007). Kanserin şartları ve 

evresine bağlı olarak farklı tip tedaviler kullanılmaktadır. Cerrahi, radyoterapi, 

kemoterapi ve immünoterapi bunlardan bazılarıdır. Kemoterapinin amacı kimyasalları 

kullanarak hücrelerin, hücre büyümesi ve hücre bölünmesi gibi bazı fonksiyonlarını 

durdurarak tümör hücresini öldürmeyi amaçlamaktadır (Nelson 2007). Cisplatin, 

oxaliplatin gibi platinyum kompleksleri, mustine, klorambusil ve melphalan (L-PAM) 

gibi bazı azot hardalları (Şekil 1.4.), iyi bilinen geleneksel anti-kanser ilaçlarından 

bazılarıdır (Denny 1998; Denny 2000).  

Pt
ClH3N

H3N Cl
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N O

O O
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H 2

H 2

Cl
N

Cl

R
OHNH2

ON

Cl

Cl

CH3

p-Ph(CH2)3COOH

    Cisplatin                               Oxaplatin                                 Azot hardalı                                Melphalan (L-P)

R=

R=

Mustine
Chlorambucil  

Şekil 1.4. Bilinen bazı antikanser ilaçların yapısı. 

Bu ilaçların en büyük hedefleri DNA’dır. Azot hardallarının sitotoksik etkileri 

zincir içi veya zincirler arası çapraz bağlanarak DNA alkilasyonunu başlatıp, DNA’nın 

çift sarmal yapısının bütünlüğünü bozarak gösterir. Bu alkilatörlerden bazıları normal 

DNA’nın replikasyon mekanizmasının fonksiyonunu çok kısa sürede bozarken, 

diğerleri için saatler ve günler gerekmektedir (Ozawa 1988; Beria 2004). 

Günümüzde klinik olarak kullanılan anti-kanser ilaçlarda seçici olmama, 

metastaz veya ikincil gelişmeleri kontrol yeteneğinin olmaması gibi problemler 

bulunmaktadır (Chambers 2002). Bunlara ek olarak, kanser doğasının heterojenik 

olmasının nedeni 100’den fazla kanser çeşidi olmasıdır (Tu 2010). Kanserin doğasına, 

yerine ve seviyesine bağlı olarak her problem için spesifik ilaçlara ihtiyaç 

bulunmaktadır. Ayrıca kanserli hücrelerde birden fazla ilaca karşı direnç oluşması, yani 

başlangıçta bir spesifik ilaç ile baskılanırken bu ilaca karşı direnç gelişmesi fazlaca 
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görülen bir problem olarak karşımıza çıkmaktadır (Gottesman 2002; Yap 2010). Bu 

problemlerin üstesinden gelebilmek için daha etkili ve seçici ilaçlara ihtiyaç 

duyulmaktadır. Kanseri ve kemoterapiyi anlamada ileriye gidilmesi, (Urruticoechea 

2001) tümör hücrelerinin gelişimini kontrol altına alma potansiyelleri olan DNA dizisini 

spesifik, yeni ajanların bulunması ile sonuçlanmıştır (Caponigro 2010). 

Bu anti-kanser ilaçların DNA ve DNA’ya bağlı proteinler üzerinde bazı seçici 

bölgeler ile kuvvetli etkileşimleri vardır (Neidle 2001). Bir anti-kanser ligand DNA’yı 

hedef aldığı zaman sitotoksik etkisinin bir sonucu olarak DNA’nın normal aktivitesini 

değiştirerek hücre ölümüne neden olur (Beria 2004). Anti-kanser ilaçlarının kendi 

etkilerini gösterdiği bağlanma mekanizması (Bailly 1998) interkalasyon (berberine ve 

daunomycine (Ridge 1994)), alkilasyon (mustine (Denny 1998; Hubbard 2007) ve 

mitomycin C (Tomasz 1995)) büyük (Hamilton 2012) ve küçük oluk bağlayıcıları 

(distamycin (Pugliese 1978)) ve netropsin (Kopka 1985)) gibi çeşitlilik göstermektedir 

(Şekil 1.5a.).  

DNA’ya bağlanma moduna bağlı olarak anti-kanser ilaçlar iki ana katagoriye 

ayrılırlar (Baraldi 2004): mitomycin C (Tomasz 1995), anthramycin, ecteinascidin 

türevleri (ET-743) ve bleomycin A2 (Baraldi 2004) gibi DNA’da ve fonksiyonlarında 

kalıcı hasara neden olan kovalent bağlananlar (Beria 2004), ve fiziksel olarak DNA ile 

etkileşen ve etkilerini geçici olarak DNA fonksiyonlarını değiştirerek gösteren (Lown 

1994; Baraldi 2004) (distamycin ve netropsin gibi) kovalent olmayan şekilde 

bağlananlar (1.5b.-1.5c.). Kovalent olmayan etkileşimler kendi aralarında üç büyük 

sınıfa da ayrılabilirler (Lown 1994), bunlar elektrostatik etkileşimler, interkalasyon ve 

oluklara bağlanmadır. Lexitropsinler ve bunların bileşikleri DNA’ya elektrostatik 

etkileşim ile bağlanırlar. Etidyum bromür ve adriamycine interkalasyon yolu ile 

bağlandığı iyi bilinen bileşiklerdir (Baguley 1978). Distamycin ve netropsin kanser 

araştırmalarında kullanılmış olan öncü bileşiklerdirler ve bunların DNA’ya bağlanma 

yetenekleri DNA’nın çift sarmalında küçük oluklardaki spesifik dizilere 

bağlanmalarından gelmektedir (Arcamone 1964; Baraldi 2007).  

Küçük organik moleküller ve iyonlar; DNA ile elektrostatik etkileşim, DNA ile 

interkalasyon ve DNA oluklarına bağlanma olmak üzere üç temel mod üzerinde 
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etkileşir. Bu nedenle, DNA’yı hedef alan ilaçların keşfi, kanser tedavisi için yeni 

ilaçların geliştirilmesinde temel yaklaşımdır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.5a. Farklı etkileşim türleriyle DNA’ya bağlanan ligandlar. 
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Şekil 1.5b. Farklı etkileşim türleriyle DNA’ ya bağlanan ligandlar. 
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Şekil 1.5c. Farklı etkileşim türleriyle DNA’ ya bağlanan ligandlar. 
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DNA ile Elektrostatik Etkileşim 

Bu bağlanma modu, elektrolitlerin ve suyun nükleik asitlerin çevresindeki 

davranışlarını kontrol eder ve organik ligantlara etkisi çok azdır. Negatif yüklü şeker 

fosfat omurgası ile çevresinde kümelenen pozitif yüklü iyonlar (Na+, K+ veya Mg2+

 

)  

yada poliaminlerin (spermine ve spermidin gibi, Şekil 1.6.) gelişigüzel bağlanmaları, 

karakteristik spesifik olmayan elektrostatik bağlanmalardır (Tam 2007).  

       

          

         

NH2 N
H

N
H

NH2
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Şekil 1.6. Sperminenin 12 baz çiftli B-DNA ile elektrostatik etkileşimi. 

 

İnterkalasyon  

1961 yılında Lerman, poliaromatik ve düzlemsel moleküllerin DNA heliks 

yapısındaki komşu baz çiftleri arasına girmesini interkalasyon olarak adlandırmıştır 

(Şekil 1.7.). İnterkalasyon kompleksinin kararlılığı, düzlemsel aromatik sistem ile 

Watson-Crick baz çiflerinin üst üste çakışması ile van der Waals etkileşimini artmasının 

sonucudur. Etidyum bromür ve proflavin bilinen ilk interkatörlerdir (Şekil 1.8.).  
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Şekil 1.7. Düzlemsel bir molekülün DNA baz çiftlerine interkalasyonu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.8. Etidyum bromürün B-DNA’ya interkalasyonu. 
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Oluklara bağlanma 

Büyük ve küçük oluğa bağlanan ligandlar, baz çiftlerinde bulunan fonksiyonel 

gruplar ile doğrudan hidrojen bağı yaparlar. Genellikle küçük moleküller DNA küçük 

oluğuna bağlanırlar. Duocarmycin, Netropsin ve Distamycin (Şekil 1.9.). DNA oluğuna 

bağlanan antikanser antibiyotiklerdir (Chaires 2006). 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

  

 

Şekil 1.9. Netropsinin DNA oluğuna bağlanması. 

 

CC-1065, (+)-Duocarmycin A ve SA’nın, DNA küçük oluğuna bağlanıp 

DNA’da selektif alkilasyon yaparak (Şekil 1.10.) biyolojik etki gösteren son 

derece etkili antitümör antibiyotiklerin bir sınıfını temsil ettiği bilinmektedir. 

CC-1065 antibiyotiği bilinen en toksik antitümör antibiyotiktir (Martin 1981; 

Ichimura 1990). 
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Şekil 1.10. Duocarmycin SA ile DNA alkilasyonu. 
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Şekil 1.11. CC-1065, (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapıları. 

 

CC-1065 antibiyotiğine yapısal olarak çok benzeyen (+)-Duocarmycin A ve SA 

(Şekil 1.11.) gibi bazı antibiyotiklerin toksik etkisinin daha az olması bizi farklı 

sübstitüe (+)-Duocarmycin antibiyotiği analogları sentezlemeye yöneltmiştir.  

İlaçların biyoyararlanımı, ilacın klinik uygulamalar için, geliştirilip 

geliştirilemeyeceği bakımından önemli bir faktördür. Bununla beraber fizikokimyasal 

özellikler, çözünürlük, geçirgenlik, pKa değeri ve lipofilik/hidrofilik denge 

biyoyararlanımı etkileyen önemli faktörlerdir. Çözünürlüğü zayıf olan bileşikler 

genellikle yeni bir ilaç keşfetme veya geliştirme sürecinde yetersiz kalabilir, çünkü bu 

özellikler bileşiklerin farmakokinetik ve farmakodinamik özelliklerinin yanında, hayvan 

modelinde antitümör aktiviteyi de etkileyebilir (Kapuriya 2011). Bu sebeple sentezlenen 

analogların suda çözünür olması çok önemlidir.  
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Bu tez kapsamında; (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapısında 

bulunan C-5 karbonunda tersiyer amino fonksiyonal gruba sahip üç tane (1-3) suda 

çözünen indol-2-karboksilik asit hidroklorür analogu sentezlendi (Şekil 1.12). 

Sentezlenen indol-2-karboksilik asit hidroklorür analoglarının DNA kesim etkileri 

Agaroz Jel Elektroforezi tekniği ile Cu2+

Ligandların LogP değerleri ALOGPS 2.1 programı ile hesaplanmış (Tetko 

2004); 1, 2 ve 3 nolu ligandlar için sırasıyla 0.819, -0.005 ve 0.108 olarak bulunmuştur. 

 varlığında ve yokluğunda, pBluescript M13+ 

plazmid DNA (3.2 kb) ve Calf Thymus DNA (8-15 kb) kullanılarak belirlendi. 

Sentezlenen ligandların LogP değerleri ALOGPS 2.1 programı ile hesaplandı (Tetko 

2004).  

Lipinski (1997) tarafından önerilen kurala göre bir ilacın logP değerinin -0.4 ile +5.6 

arasında olması gerekmektedir

Pfizer kuralları olarak da bilinen Lipinski kuralları, bir kimyasal bileşiğin 

farmakolojik veya biyolojik aktivitesine bağlı olarak, o kimyasal bileşiğin insanlarda 

oral aktif ilaç olabilirliğini açıklayan pratik bir kuraldır. 1997 yılında 

. Ayrıca ligandların molekül ağırlıkları da Lipinski kuralı 

ile uyum içerisindedir. 

Christopher A. 

Lipinski tarafından formüle edilen bu kural, birçok tedavi edici ilacın genellikle küçük 

ve lipofilik olmasının gözlenmesi temeline dayanır. Bu kural insan vücudunda ilaç 

farmakokinetiği için, absorpsiyon, dağılım, metabolizma ve boşaltımı da içine alan 

(ADME) moleküler özelliğin önemini açıklar. Bununla birlikte, bu kural bileşiğin 

farmakolojik olarak aktif olup olmadığını öngöremez. 

 

 

 

LogP = 0.819     LogP = -0.05 

 

 

LogP = 0.108 

Şekil 1.12. DNA’ya bağlanan indol-2-karboksilik asit hidroklorür analogları (1-3). 

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Christopher_A._Lipinski&action=edit&redlink=1�
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Christopher_A._Lipinski&action=edit&redlink=1�
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Christopher_A._Lipinski&action=edit&redlink=1�
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Hotzel ve arkadaşları tarafından, distamycin A-netropsin iskeletine interkalatör 

olan amsacrin eklenerek sentezlenen ve combilexine olarak adlandırılan antitümör 

ilaçları (Şekil 2.2.) örnek alınarak, ana iskeletinde indol, karbazol veya nitro grubu 

içeren farklı moleküller sentezlenip, bu moleküküller amid grubu ile farklı polar yada 

lipofilik fonksiyonları olan, pirol veya oligopirollerle bağlanmıştır (Şekil 2.1.). Daha 

sonra bu moleküllerin (4a-o) termal denatürasyon ve etidyum bromür ile yerdeğiştirme 

(floresans titrasyon tekniği) ile DNA bağlanma ilgilerini araştırılmış ve Topoizomeraz I 

inhibisyonu da belirlenmiştir. Moleküllerin DNA bağlanma ilgilerinin ve topoizomeraz 

inhibisyonunun zayıf olduğu sonucuna varılmıştır (Hotzel 2002).  
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Şekil 2. 1. DNA küçük oluğuna bağlandığı bilinen distamycin A ve netropsin, interkalatör amsacrin ve 
tipik bir combilexinelere tipik bir örnek: NetAmsa. 
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Şekil 2. 2. Hotzel ve arkadaşları tarafından sentezlenen moleküller. 
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Zhang ve arkadaşları tarafından, bir seri indol-2-karboksilik asit benzilidin-

hidrazidleri apoptozu indükleyici etkili yeni bir sınıf olarak rapor edilmiştir. Hem 5 hem 

de 6 molekülünün kanser hücreleri üzerinde apaptotik etki gösterdiği tespit edilmiş (5) 

nolu bileşiğin tübilin polimerizasyonunu inhibe ettiği gözlemlenmiştir (Zhang 2004). 
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Pham ve arkadaşları tarafından, Alangium javanicum ve Alangium grisolleoides 

bitkilerinden diklorometan-metanol ekstratı hazırlanmış ve bu ekstraktın Cu2+ varlığında 

DNA kesimine sebep olduğu tespit edilmiştir. Ekstrakt fraksiyonlandırılarak DNA 

kesimine sebep olan aktif bileşik bulunmaya çalışılmıştır. A. javanicum’dan Javaniside 

(7) ve A. grisolleoides Alangiside (8) maddelerinin Cu2+

  

 varlığında DNA kesiminde 

etkili olduğu belirlenmiştir (Pham 2005).  
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Berberinden çıkılarak modifiye edilmiş dört tane yeni berberine analogu 

sentezlenmiş ve yapısı aydınlatılmıştır. Spektrofotometrik titrasyon ve etidyum bromür 

yerdeğiştirme deneyleri sonucu berberin türevlerinin, özellikle bir amino grubu içeren 

(11), calf thymus DNA’ya daha güçlü bağlandığını göstermiştir (Pang 2005).   
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Wilson ve arkadaşları tarafından, akridine konjuge imidazol halkası içeren 

bileşikler (13-14) sentezlenmiş. Sentezlenen bileşiklerin metallerle [Hg(II), Fe(III), 

Cd(II), Zn(II), V(V), ve Pb(II)] kompleksleri oluşturulmuş ve DNA fotokimyasal kesim 

çalışmaları yapılmıştır. Yapılan deneyler sonucu bileşik 14’ün DNA’ya daha iyi 

bağlandığı ve metal kompleksleriyle DNA’nın fotokimyasal kesiminin arttığını tespit 

edilmiştir (Wilson 2005). 
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Naftalimitten türeyen 
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yeni heterosiklik fenil naftotiazolun karboksiamit 

analogları sentezlenmiş, antitümör ve DNA kesim etkileri çalışılmıştır. Tüm ligantların 

antitümör ve DNA fotokesim aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. Ligantlardan 16b ve 

16c’nin sitotoksitesinin, 16d’nin ise DNA kesim etkisinin diğer ligandlara oranla daha 

fazla olduğu rapor edilmiştir (Zhigang 2005). 
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Ma ve arkadaşları tarafından, Commiphora africana’nın metanol-su ekstraktının 

Cu2+

 

 varlığında DNA’yı kestiği gözlemlenmiş. Ham ekstrakt fraksiyonlandırılarak, 

DNA kesimine sebep olan aktif bileşik saflaştırılmış ve bu bileşik phellamurin (17) 

olarak adlandırılmıştır (Ma 2005). 
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Propargilik sülfonlar pH’ya bağlı DNA kesim ajanı olarak bilinirler. Haruna ve 

arkadaşları tarafından propargylik sülfon (18) sentezlenmiş ve bu bileşiğin DNA ile 

güçlü interkalasyon yaptığı ve DNA alkilasyonunu başlattığı rapor edilmiştir. 

Propargylic sülfon (18) yapısındaki antrakinon kromofor grubunun 1 elektron 

yükseltgenmesi sonucu DNA kesimine sebep olduğu belirtilmiştir (Haruna 2006). 

 

S
O

O

HO O

 

18 

 

 

Quercetin manganaz (II) kompleksi sentezlenmiş (19) ve DNA’nın hidrolitik 

kesimi araştırılmıştır. Kompleksin plazmid DNA’da tek ve çift zincirden kesimi 

başlattığı gözlemlenmiştir. DNA kesiminin kompleksin konsantrasyonuna ve 

inkübasyon süresine bağlı olarak arttığı rapor edilmiştir (Jun 2007). 
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Wang ve arkadaşları tarafından, piridin içeren taç eterlerin Cu2+ kompleksi (20) 

sentezlenip, bu kompleksin DNA kesimi üzerine etkisi incelenmiştir. Sonuçlar, Cu2+

NH

N N

N

Cu
2+

H

 

kompleksinin supercoiled DNA’da fosfodiester bağını hidrolizlediğini göstermiştir 

(Wang 2008). 

 

      20 

Begum ve arkadaşları tarafından sentezlenen 21 ligandının yapısı X-ray ile 

aydınlatılmış ve kompleksin CT DNA’ya bağlandığı tespit edilmiştir. Kompleksin (21) 

indirgeyici ajan varlığında plazmid DNA’yı kestiği gözlemlenmiş ve kimyasal nükleaz 

aktivitesi olduğu rapor edilmiştir (Begum 2009). 
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Ouyang ve arkadaşları tarafından yapılan bu çalışmada norbixin (22) ve Cu2+

 

’nin 

DNA hasarına sinerjik etkisi araştırılmıştır. Norboxinin supercoiled plazmid DNA’da 

bakıra bağlı DNA hasarını arttırdığı, bu hasarın konsantrasyon ve etkileşim zamanına 

bağlı olduğu gözlemlenmiştir (Ouyang 2008). 
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Lamani ve arkadaşları tarafından, farklı sübstitüe quinolin schiff bazları (23a-c, 

24a-c) sentezlenerek, antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA bağlanma ilgileri 

araştırılmıştır. Sonuç olarak tüm schiff bazlarının antimikrobiyal aktivite gösterdiği 

tespit edilmiştir. Ayrıca UV-visible absorbans ve viskozimetre çalışmaları sonucu 

sentezlenen schiff bazlarının DNA’ya bağlandığı, fakat 3a’nın bağlanma sabitinin diğer 

bazlara oranla daha yüksek olduğu belirtilmiştir (Lamani 2008). 
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Wang ve ark. CC-1065 antibiyotiğinin, insan albümin proteinine in vitro çok 

güçlü bağlanan prodrug analogu (+)-FDI-CBIM (26) sentezleyerek, antitümör 

aktivitesini çalışmışlar. FDI-CBIM analogunun daha önce sentezledikleri (+)-FDI-CBI 

(25) analoğuna oranla lösemi, kolon kanseri, meme kanseri ve yumurtalık kanserinde 

daha etkili ve daha az toksik olduğunu tespit etmişler (Wang 2008).  
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Yang ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada, bir seri bakır (II) kompleksi 

sentezlenmiş (27a-d) ve karakterize edilmiştir. Komplekslerin DNA kesim aktiviteleri 

plazmid DNA kullanılarak agaroz jel elektroforezi ile belirlenmiş ve komplekslerin 

bakır varlığında konsantrasyona bağlı olarak DNA kesimi gerçekleştirdiği tespit 

edilmiştir. 27a ligandının en güçlü kesim aktivitesi olduğu belirlenmiştir (Yang 2008).  
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Leelavathy ve arkadaşları tarafından bir seri yeni simetri olmayan makrosiklik 

binükleer bis-fenokso köprülü oxidovanadyum (IV) komplekleri sentezlenmiştir. DNA 

kesim çalışmaları aromatik dimin içeren kompleklerin, alifatik dimin içeren 

komplekslere oranla DNA ile daha iyi etkileştiğini göstermiştir (Leelavathy 2009).  
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Patra ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada heterosiklik bazların L-

glutamin bakır (II) kompleksleri sentezlenip DNA bağlanma ve kesim aktiviteleri 

çalışılmıştır. Absorpsiyon spektroskopi çalışmaları, floresans bağlanma çalışmaları, 

termal denatürasyon çalışmaları ve viskozimetre ölçümleriyle kompleklerin DNA’ya 

bağlandığı gözlemlenmiş, DNA kesim aktivitesi olduğu yapılan elektroforez sonucunda 

rapor edilmiştir (Patra 2009). 

Qian ve arkadaşları sentezledikleri bpma [N,N- bis(2-

pyridylmethyl)methylamine)] bileşiğinin mangan(II) komplekslerini hazırlayıp, bu 

komplekslerin kristal yapısını karakterize etmişler (Şekil 2.6.), DNA bağlanma ve DNA 

kesim aktivitelerini çalışmışlardır. UV titrasyon deney sonuçlarına göre, komplekslerin 

bağlanma sabitlerinin interkalatör olduğu bilinen etidyum bromürün bağlanma 

sabitinden yaklaşık 100 kat daha düşük olduğunu, dolayısıyla güçlü interkalasyon etki 

göstermediğini belirlemişlerdir. Komplekslerin DNA kesim aktiviteleri elektroforez 

tekniği ile pBR322 plasmid DNA kullanılarak çalışılmış, ve hem konsantrasyona hem 

de reaksiyon süresine bağlı olarak pBR322 plasmid DNA kesiminin arttığı tespit 

edilmiştir. DNA kesim reaksiyonlarında reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşup 

oluşmadığını tespit etmek için, DNA kesim deneyleri hidroksil radikal söndürücü 

(DMSO), süperoksit söndürücü (SOD), singlet oksijen söndürücü (L-Histidin), peroksit 

söndürücü (katalaz) ve şelatlama ajanı (EDTA) varlığında tekrarlanmıştır. Sonuç olarak 

DMSO, SOD, L-Histidin ve katalaz varlığında kesiminin önlenmediği, EDTA 

varlığında ise DNA kesiminin büyük ölçüde önlendiği gözlemlenmiştir. Bu sonuç Mn2+

 

 

kompleksinin DNA kesiminde anahtar rol oynadığını göstermiştir (Qian 2010).  
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Şekil 2.3. Mangan (II) kompleksinin kristal yapısı 
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Pandya ve arkadaşları tarafından yapısal olarak birbirine benzeyen sekiz tane 

indol türevinin DNA bağlanma ilgileri floresans baskılama ve moleküler modelleme 

metotları ile çalışılmıştır. Sekiz ligandın da DNA’da pürin-pirimidine bağlandığı tespit 

edilmiştir. Moleküler modelleme çalışmalarında 1H-indol-2-karboksilik asit ve 1H-

benzimidazol-2-ol nolu ligandların DNA’ya elektrostatik olarak daha güçlü bağlandığı 

tespit edilmiştir (Pandya 2010).    
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Şekil 2.4. Çalışmada kullanılan indol türevleri. 

 

 

 

 

 

Şekil 2.5. 1H-indol-2-karboksilik asidin moleküler modelleme çalışmaları. a. moleküler arası İki hidrojen 
bağıyla bağlanan İlaç-ligand kompleksi (Hidrojen bağları kırmızı ile gösterilmiştir.) b. Aynı kompleksin 
van der Waals yüzeyi. 
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Naqvi ve arkadaşaları tarafından aloin ve aloe emodin gibi zengin polifenol 

kaynağı olan Aloe vera’nın su ekstraktının DNA kesim etkisi çalışılmış. Bakır 

varlığında DNA kesimine sebep olduğu tespit edilmiştir. Ekstraktın C(II)’yi Cu(I)’e 

indirgeme gücü olduğu, süperoksit anyonu ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen 

türleri oluşturabileceği ve böylece DNA kesimine sebep olduğu rapor edilmiştir (Naqvi 

2010).  

Cottreau ve arkadaşları tarafından antiviral, antitümör ve antibakteriyal gibi 

önemli biyolojik aktiviteye sahip tetrasiklin olan Jadomycinlerin (29) DNA kesim 

aktiviteleri araştırılmıştır. Agaroz jel elektroforezi deneyleri sonucunda jadomycin 

ailesinin bazı üyelerinin DNA kesim ajanı olarak davrandığı, kesimin Cu(II) varlığında 

veya fotokesim ile arttığı tespit edilmiştir (Cottreau 2010).  
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Chavda ve arkadaşları tarafından CC-1065 ve duocarmycinin seco-

cyclopropylpyrido[e]indolone (CPyl) analogu (30) sentezlenmiş, DNA bağlanma ve in 

vivo anti cancer çalışmaları yapılmıştır. Ligandın DNA sarmalında küçük olukta AT 

zengin bölgeye bağlanma ilgisinin olduğu ve adenin bazına kovalent olarak bağlandığı; 

sitotoksite çalışmalarında ise fare ve insan tümör hücreleri için toksik olduğu ve bu 

hücrelerin büyümesini önlediği rapor edilmiştir (Chavda 2010).  
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Zhang ve arkadaşları tarafından bir seri piperazin ünitesi içeren DNA 

bisinterkalatör bisantrapirazol bileşikleri (31, 32) moleküler modelleme ve doking 

yöntemi ile dizayn edilmiş ve sentezlenmiştir. Sentezlenen moleküllerin DNA 

Topoizomeraz I, II üzerine antikanser etkisi hesapsal ve deneysel olarak araştırılmıştır. 

Sonuç olarak sentezlenen bileşiklerin DNA Topoizomeraz I ve II’yi inhibisyon 

aktivitesi olduğu ve DNA çift zincirinde kırıklara sebep olduğu gözlemlenmiştir (Zhang 

2011). 
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Fekry ve arkadaşları Streptomyces’ten elde edilen doğal ürün leinamycinin çift 

zincirli DNA yapısını alkilleme mekanizmasını araştırmışlar. Leinamycinin tipik bir 

interkalasyon ajanı olduğunu ve tek zincirli DNA’yı alkillemediğini, tiyol ile aktive 

edildiğinde leinamicynin konsantrasyona bağlı olarak supercoiled plazmid DNA’yı 

open circular forma dönüştürdüğünü tespit etmişlerdir (Fekry 2011).  
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Yeni disübstitüe terpiridin ligandı ve bu ligandın üç tane bakır (II) ile 

oluşturduğu kompleksi hazırlanmış ve karakterize edilmiştir. DNA bağlanma ilgisi 

UV/vis spektrofotometre ve floresans indikatör ile yer değiştirme deneyleri, DNA kesim 

etkisi ise agaroz jel elektroforezi ile belirlenmiştir. Bu sonuçlar aynı grup tarafından 

daha önce hazırlanmış olan (33) ve (34) kompleksleriyle karşılaştırıldığında, kesim 

aktivitesinin bakır merkezi sayısına bağlı olarak arttığı gözlemlenmiştir. Üç tane bakır 

içeren kompleksin (35) nükleaz aktivitesinin yüksek olması DNA kesimi ile hücresel 

toksikoloji arasında bir bağlantı olup olmadığının araştırılmasına sebep olmuş ve sonuç 

olarak bu kompleksin dört kanser hücresi üzerinde yüksek toksisiteye sahip olduğu 

belirlenmiştir (Suntharalingam 2012).  
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Liu ve arkadaşları tarafından iki yeni ligant APIP, HAPIP ve bunların rutenyum 

kompleksleri [Ru(byp)2(APIP)](ClO4)2 ve [Ru(byp)2(HAPIP)](ClO4)2

 

 sentezlenmiş ve 

karakterize edilmiştir. DNA bağlanma sabitlerine göre bu komplekslerin DNA baz 

çiftleri arasına interkalasyon yaparak bağlandığı, DNA kesim çalışmaları sonucu ise 

supercoiled pBR322 DNA’yı konsantrayona bağlı olarak open circular forma 

dönüştürdüğü tespit edilmiştir (Liu 2012).   

 

 

 

 

 

Şekil. 2.6. Komplekslerin yapıları. 

 

Raman ve arkadaşları yeni 4-aminoantipyrine türevi Schiff bazları (36, 37), 

bunların metal komplekslerini sentezlemiş ve karakterize etmişlerdir. Elde edilen 

bileşiklerin CT-DNA ile olan kompleksleri elektronik absorpsiyon spektroskopisi, 

viskozite ölçümleri ve siklik voltametri yöntemleri ile analiz edilmiştir. Metal 

komplekslerin CT-DNA ile etkileşimleri moleküler modelleme yöntemi ile de 

araştırılmış olup deneysel ile hesapsal verilerin sonucuna göre kompleksin DNA küçük 

oluğuna bağlandığı gözlemlenmiştir (Raman 2012). 
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Şekil 2.7. Raman ve ark. tarafından sentezlenen moleküller ve CT-DNA etkileşim gösterimleri. 
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Zhao ve arkadaşları tarafından CC-1065 antibiyotiğinin fosfat ön ilaç analogu 

(38) sentezlenmiş ve biyolojik değerlendirilmesi yapılmıştır. 1,2,9,9a-

tetrahidrosiklopropa[e]indol-4-on (CBI) kısmındaki fosfat grubunun çözünürlüğü ve 

sulu çözeltide kararlılığı arttırdığı belirtilmiş, fosfat varlığında bu bileşikler aktif DNA 

alkilleyici ajana dönüşebileceği rapor edilmiştir. Aynı zaman da bileşiğin antikora 

bağlanarak in vitro daha güçlü antijen-seçici sitotoksik aktivite ve in vivo antitümör 

aktivite gösterdiğini tespit edilmiştir (Zhao 2012).  
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Wolfe ve arkadaşları, seco-CBI-indole2

 

’yi sentezleyerek bunu doğal ürün olan 

CC 1065 ve duocarmycin ailesinin, salındığında yan ürün bırakmadan hidrolizlenebilen 

tek heterosiklik karbamat öncü bileşik (prodrug) olarak rapor etmişlerdir. Siklik 

karbamatın hem biyolojik hem de kimyasal koşullarda daha önce sentezlenen 

karbamatlara oranla daha kararlı olduğunu, ve böylece toksisitesinin daha az ve etkin 

dozun diğer karbamatlara oranla 150 kat daha az olduğunu belirtmişlerdir (Wolfe 2012). 
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Keerthi ve arkadaşları tarafından, insan kanser hücrelerinde IC50 değeri 

nanomolar seviyesinde olan, Streptomyces’ten türeyen, doğal ürün leinamycin 

antibiyotiğinin küçük bir analogu (39) sentezlenmiş ve karakterize edilmiştir. Bu küçük 

analoğun, doğal ürüne benzer şekilde, tiyolle aktive edilen DNA kesimine sebep olduğu 

fakat DNA sarmalını alkillemediği gözlemlenmiştir. Peroksitleri söndürme etkisi olan 

katalaz enziminin DNA kesimini inhibe ettiği tespit edilmiştir. Bu sonuç tiyole bağlı 

zincir kesiminde reaktif oksijen türleri oluştuğunun göstergesidir (Keerthi 2013).  
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Shikonin (β-alkannin), bir napthazarin türevi, anti inflamatuar, antitümöral, 

sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite gibi birçok etki gösterdiği bilinmektedir. Bu 

çalışmada, Cu(II) varlığında shikoninin supercoiled plazmid DNA’da kesime sebep 

olduğu tespit edilmiştir. Mg(II), Ca(II), ve Ni(II) gibi diğer metal iyonları test 

edildiğinde bunların inaktif olduğu, sadece Fe(II)’nin DNA kesim reaksiyonunda aynı 

etkiyi gösterdiği tespit edilmiştir. Bakıra bağlı DNA kesiminde reaktif oksijen türlerinin 

etkisini analiz etmek için değişik spesifik radikal söndürücüler (Süperoksit için SOD, 

H2O2

 

 için katalaz, hidroksil radikali için, tiyoüre, potasyum iyodür ve singlet oksijen 

için sodyum azid) kullanılarak agaroz jel elektroforezi yapılmıştır. SOD, katalaz, 

tiyoüre, potasyum iyodür ve sodyum azid kullanıldığında plazmid DNA’nın büyük 

ölçüde korunduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuç shikoninin serbest radikaller oluşturarak 

DNA kesimini gerçekleştirdiğini göstermektedir (Cheng 2011).  
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Bu çalışmada Phterpy komplekleri, [Mn(Phterpy)2][N(CN)2)]2
.0.5H2O (40), 

[Fe(Phterpy)2](NO3)2 (41), [Ni(Phterpy)2] (NO3)2 (42), [Ni(Phterpy)2]Cl2
.10 H2O 

(43), [CD(Phterpy)2](NO3)2
.2 H2O (44) ve [Zn(Phterpy)2]Cl2 (45) (Phterpy=4’-phenyl-

2,2’:6’,2”-terpyridine), hazırlanmış ve tüm komplekslerde aromatik Phterpy 

ligandlarının intermoleküler π-π etkileşimler ile kendi kendini paketlediği gözlenmiş 

(Şekil 2.10.). Bu kompleklerin DNA fotokesimine metal iyonlarının etkisi çalışılmıştır. 

CT DNA’ya bağlanma sıralaması 40>43>42, 44, 41, 45 şeklindedir. 365 nm UV ışığı 

altında 40, 42 ve 43 komplekslerinin DNA’yı kestiği gözlemlenmiştir. Bir seri kontrol 

deneyleri dizayn edilmiş ve bu deneylerde DMSO, sodyum azid, SOD, katalaz, 

potasyum iyodür, EDTA, D2O, EtSH ve Histidin kullanılmıştır. EDTA DNA kesimini 

inhibe ederken DMSO, sodyum azid, SOD, katalaz, potasyum iyodür, D2

N

NN M
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NN M

N

NN M

N
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N

NN M

N
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O, EtSH ve 

Histidin kesimi kısmen inhibe etmiştir. Bu sonuçlar kesimde hem singlet oksijen hem de 

hidroksil radikallerinin etkili olduğunu göstermiştir (Chen 2013).  

 

 

Şekil 2.8. Phterpy ligandı içeren kompleksler için olası kristal paketleme etkileşimleri 
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Yapılan literatür analizi sonucunda, DNA kesimi gerçekleştiren, DNA’yı 

tanıyabilen, DNA ile interkalasyon yapan veya DNA’ya bağlanabilen bir çok molekül 

sentezlendiği görülmektedir. İndol-2-karboksilik asit hidroklorürlerin DNA ile 

etkileşimi birçok araştırmacı tarafından çalışılmış ve bu moleküllerin DNA küçük 

oluğuna bağlandığı rapor edilmiştir, fakat yapılan çalışmalarda indol-2-karboksilik asit 

hidroklorürlerin DNA kesim etkisi çalışılmamıştır. Bu tez kapsamında DNA küçük 

oluğuna bağlandığı bilinen Duocarmycin antibiyotiğinin yapısında bulunan indol 

karboksilik asit ünitesi içeren ligantlar sentezlenip, bu ligantların DNA kesim etkisi 

bakır varlığında ve yokluğunda agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. DNA kesim 

çalışmalarında bakır kullanmamızın nedeni tümör hücrelerinde bakır seviyesinin 

artmasından kaynaklanmaktadır. Tümörlerin büyümesinde bakırın rolü kapsamlı bir 

şekilde çalışılmış, bazı çalışmalarda tümör taşıyan fare, sıçan ve insanlarda bakır 

dağılımını esas alınarak rapor edilmiştir. Literatürde birkaç çalışmada kanser 

hastalarında hem serum hem de tümör bakır seviyesinde sağlıklı bireylere göre artış 

olduğu belirtilmiştir (Tablo 2.1.).   

Tablo 2.1. Normal Bireyler ve Kanser Hastalarında Serum ve Doku Bakır Seviyeleri. 

Kanser Normal bakır 
seviyesi (µg/dL) 

Kanser bakır 
seviyesi (µg/dL) Referans 

Serum seviyesi    

Meme kanseri 122.4 222.7 Yücel, 1994 

Prostat kanseri 84.1 124.0 Habib, 1980 

Ovarium (yumurtalık) 

kanseri 92.9 139.5 
Chan, 1993 

Lösemi (kan kanseri) 114.0 328.0 Carpentein, 1986 

Kolorektal kanser (kalın 

bağırsak kanseri) 98.8 165.0 
Gupta,1991 

Akciğer kanseri 143.0 188.2 Scanni, 1977 

Doku seviyesi    

Meme kanseri 9.3 21.0 Rizk, 1984 

Mesane kanseri 1.5 2.8 Margalioth, 1983 

Ovarium (yumurtalık) 

kanseri 1.2 2.1 
Margalioth, 1983 

Lösemi (kan kanseri) 15.0 52.0 Carpentieri, 1986 

Kolorektal kanser (kalın 

bağırsak kanseri) 1.7 2.7 
Gupta, 1991 
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Ayrıca, birkaç çalışmada kanser hastalarında dört önemli element: bakır, çinko, 

demir ve selenyum seviyelerine odaklanmıştır. Bu çalışmalar kanser hastalarında çinko, 

demir ve selenyum konsantrasyonlarının önemli ölçüde düştüğünü, bakır 

konsantrasyonunun ise aynı yaşta normal dokular ile kıyaslandığı zaman, yüksek 

olduğunu (2, 3 kat) göstermiştir. Tümörlerde yüksek bakır konsantrasyonunun nedeni 

tam olarak bilinmemekte, fakat kanser hücrelerinde fazla bulunan bakır bağlayan 

protein seruloplazminin endojen anjiojenik stimulan olabileceği düşünülmektedir.    
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

1,2-Dikloroetan; 3-hidroksi-4-metoksibenzaldehit; 4-(2-kloroetil)morfolin 

hidroklorür; 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; Dimetilsülfoksit-D6; Dimetilsülfoksit; Etidyum bromür; 

Etil 2- metilasetoasetat; Etil alkol; Etil asetat, Etilendiamintetraasetikasit, Glasiyel 

asetik asit; Hekzan; Hidroklorik asit; Jel yükleme tamponu, Kloroform-D1; L-Histidin; 

lityum hidroksit monohidrat; metanol; metilkloroasetat; N-(3-Dimetilaminopropil)-N′-

etilkarbodiimid hidroklorür; N,N-dimetilglisin hidroklorür; Pd/C (%10); Potasyum 

hidroksit; Potasyum karbonat; Sezyum karbonat; Sodyum karbonat; Sodyum Klorür; 

Sodyum asetat; Sodyum metoksit; Sodyum nitrit; 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniloksi 

(TEMPO); tetrahidrofuran, Tiyoüre; Toluen; Trietilamin; Trizma Baz, 

3.1.2. Kullanılan Aletler 

Merck, Sigma, 

Fluka ve Across’tan temin edildi. 

1H NMR (Bruker 400 MHz), 13C NMR (Bruker 100 MHz), Yatay DNA 

Elektroforez (Biolab), Güç Kaynağı (Biorad-power PAC 3000), Jel Görüntüleme 

Sistemi (Bio-Rad, Quantity One programı, 4.5.2 versiyonu), Sterilizatör (Heraus), 

Laminar air flow (Kendro-Hera KS12), Çalkalayıcı Orbital İnkübatör (Zehrincberg 

zhwy-200b), -20 Derin Dondurucu (Sanyo), Santrifüj (Universal 320 R, Hettich), pH 

meter (Mettler-toledo), Otoklav (Hiramaya-HV-502), Çeker Ocak, Evaporatör (RE 

100B, Bibby Strilin Ltd.), Terazi (Mettler Toledo), Vorteks (Heidolph), Mikro Santrifüj 

(Eppendorf 

3. 2. Metot 

) ve Buzdolabı (Arçelik) cihazları kullanılmıştır. 

3.2.1. Sentez Çalışmaları 

Bu tez kapsamında; (+)-Duocarmycin A ve SA antibiyotiklerinin yapısında 

bulunan C-5 karbonunda tersiyer amino fonksiyonal gruba sahip üç tane (1-3) suda 
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çözünen indol-2-karboksilik asit hidroklorür analogu sentezlendi (Tietze 2006, Tietze 

2007).  

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

hidroklorür (1)  

 

 

 

 

Kullanılan kimyasal maddeler: a. (CH2Cl)2, K2CO3, DMF, 70 oC b. N3CH2CO2Me, 
NaOMe/MeOH, MeOH, -30 oC - 0 oC, 16 saat c. toluen, riflaks, 4 saat d. Cs2CO3, EtOH/H2O, 
riflaks 8 saat e. Me2NH, Na2CO3, H2O, 100 o

 

C, 1.5 saat. 

Şekil 3.1. 1  nolu ligandın sentez şeması 

 

C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve C-6 pozisyonunda metoksi 

grubu içeren, indol karboksilik asit 1, indol halkasının oluşması için, Hemetsberger 

metodu takip edilerek hazırlandı (Şekil 3.1.). Bunun için, benzaldehit 46 1,2 dikloroetan 

ile potasyum karbonat varlığında O-alkillenerek 47 elde edildi. 47 bileşiğinde, metil α -

azidoasetat ile sodyum metoksit baz olarak kullanılarak α -azidocinnamate 48 elde 

edildi. 48, 115 o

 

C de dört saat karıştırılarak indol karboksilik asit türevi 49, 45’ten elde 

edildi. 49’daki metilester kısmının hidrolizini takiben dimetil amin ile kloro grubunun 

nükleofilik sübsitasyonu ile dizayn edilen indol karboksilik asit türevi 1 iki basamakta 

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

(2)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kullanılan kimyasal maddeler: a. Pd/C/H2, EtOAc, oda sıcaklığı, 5 saat; b. N,N–dimetilglisin hidroklorür, 
EDC.HCl, DMF, oda sıcaklığı, 21 saat c. LiOH.H2O, THF/MeOH/H2O, 60 o

 

C, 4 saat, MeOH/HCl. 

Şekil 3.2. 2 nolu ligandın sentez şeması 

 

N,N-dimetilglisin grubu içeren, indol karboksilik asit 2 sentezine ticari olarak 

temin edilen ester 51’den başlandı (Şekil 3.2.). 51’deki nitro grubu Pd/C 

katalizörlüğünde hidrojenlenerek kararsız amin 52 elde edildi. Daha sonra, amin 52, 

N,N-dimetilglisin hidroklorür ile N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid 

hidroklorür (EDC.HCl) varlığında birleştirilerek amid 53 iki basamakta elde edildi. Son 

olarak, elde edilen amitteki (53) ester kısmı, amit fonksiyonel grubunun hidrolizini 

önlemek için LiOH ile, THF/metanol/su içerisinde 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 hidroklorür (3)  
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Kullanılan kimyasal maddeler: a. KOH, EtOH, oda sıcaklığı, 30 dakika b. 4-(2- kloroetil) morpholin, 
toluen, riflaks, 24 saat c. Pd/C/H2, EtOH/ H2O, oda sıcaklığı, 1 saat d. NaNO2, HCl/ H2O, 0 oC, 50 
dakika e. etil 2-metil asetoasetat, NaOAc, EtOH, 0 oC-oda sıcaklığı, 3 saat f. EtOH/H2O, riflaks, 40 
dakika g. NaOH, MeOH/H2

 

O, riflaks, 3 saat, MeOH/HCl. 

Şekil 3.3. 4 nolu ligandın sentez şeması 

 

Morfolinetoksi sübstienti içeren, indol karboksilik asit 3, anilin 57’den Japp-

Klingemann tipi Fischer indol sentezini takiben oluşan ester 58’in hidrolizlenmesi ile % 

65 verimle dört basamakta hazırlandı (Şekil 3.3.). 4-nitrofenolün (54) 4-(2-koloroetil)-

morfolin ile alkiasyonu sonucu nitro bileşiği 56 elde edildi. Elde edilen nitro bileşiğinin 

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

3.2.2. DNA Kesim Çalışmaları 

DNA kesiminin incelemenin bir yolu supercoiled DNA’nın (süper kıvrımlı 

çembersel DNA; kırık yok, Form I);. open circular (tek zincir kırığı içeren çembersel 

DNA; DNA zincirlerinden birinde kırık var, Form II) veya linear (doğrusal DNA, iki 

zincirde de bir veya birden fazla kırık, Form III) forma dönüşümünü incelemektir. 

Agaroz Jel Elektroforezinde bu formlar farklı hızlarla hareket ederler. Form I,  yük 

yoğunluğu fazla hacmi de düşük olduğu için jelde en hızlı hareket eder. Form II’nin 

54              55                 56          

3                        58   
          

57 
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yoğunluğu daha az olduğu için daha yavaş hareket eder. Form III ise Form I ve Form 

II’nin arasında bir hıza sahiptir (Şekil 3. 5.). 

DNA kesim çalışmaları agaroz jel elektroforezi tekniği kulanılarak çalışıldı 

(Thorne 1996). 

3. 2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi 

Moleküllerin sahip oldukları net elektrik yükleri bu moleküllerin bir elektriksel 

alan içindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez tekniği de bu prensibe dayanır. Nükleik 

asit fragmentlerinin tanımlanması, saflaştırılması, ve ayrılması için kullanılan en yaygın 

yöntem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle çeşitli amaçlar için izole edilen DNA ve 

RNA’ların tanımlanabilmesi, hangi formda olduğunun belirlenebilmesi, büyüklüğünün 

saptanabilmesi ve özellikle genetik mühendisliği teknikleri ile DNA yapısında 

oluşturulan değişikliklerden sonra elde edilen yeni formların incelenmesi yönünden 

agaroz jel elektroforezi tekniği, moleküler genetik alanında önemli bir deneysel sistem 

oluşturmaktadır. 

Agaroz jelde örnekler yatay pozisyonda, sabit güç ve yöndeki elektriksel alanda 

yürütülmektedir. DNA şeker fosfat omurgasından dolayı negatif yüklüdür ve bir 

elektriksel alana konulduğu zaman bu negatif yükünden dolayı anottan katoda doğru 

hareket eder. 

Agaroz, bir kırmızı alg türü olan Agar agar’dan izole edilen doğrusal bir 

polisakkarittir (Şekil 3.4.). Agaroz sıcak suda çözünür ve soğutulduğu zaman polimerde 

karşılıklı hidrojen bağlarının oluşumu ile jel yapısı oluşur. Bu oluşum geri 

dönüşümlüdür. 

 

Şekil 3.4. Agarozun molekül yapısı. 
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3.2.2.1.1. Agaroz Jellerde DNA’nın Hareket Hızını Etkileyen Etmenler 

DNA molekülünün büyüklüğü: Çift zincirli doğrusal DNA moleküllerinin 

jeldeki hızı, baz çifti sayısının logaritması ile ters orantılıdır. Büyük moleküller, 

sürtünmemin büyük olması ve jeldeki porlar arasından yol bularak ilerlediklerinden 

daha yavaş hareket ederler.   

Agaroz konsantrasyonu: Belirli büyüklükteki doğrusal DNA molekülü, değişik 

agaroz konsantrasyonlarındaki jellerde farklı hızlarda ilerler. DNA’nın elektroforez 

hareketliliğinin logaritması ile jel konsantrasyonu arasında bir ilişki vardır. Dolayısıyla 

değişik konsantrasyonlarda jeller kullanılarak farklı boyutlardaki DNA moleküllerini 

ayırmak mümkündür (Tablo 3.1.). 

 

Tablo 3.1. Değişik miktarlarda agaroz içeren jellerde ayırma aralıkları. 

Jeldeki agaroz miktarı  (% w/v)   Doğrusal DNA moleküllerinin etkili ayırma aralığı (kb) 

0.3 5-60 

0.6 1-20 

0.7 0.8-10 

0.9 0.5-7 

1.2 0.4-6 

1.5 0.2-3 

2.0 0.1-2 

 

DNA’nın Konformasyonu: Plazmid DNA’nın üç formu vardır. i) Supercoiled 

(süper kıvrımlı çembersel DNA; kırık yok, Form I); ii) open circular (tek zincir kırığı 

içeren çembersel DNA; DNA zincirlerinden birinde kırık var, Form II); iii) linear 

(doğrusal DNA, iki zincirde bir veya birden fazla kırık, Form III) Agaroz Jel 

Elektroforezinde bu formlar farklı hızlarla hareket ederler. Form I, yük yoğunluğu fazla 

hacmi de düşük olduğu için jelde en hızlı hareket eder. Form II’nin yoğunluğu daha az 

olduğu genellikle en yavaş hareket eder (Boyer 1993). Form III ise Form I ve Form 

II’nin arasında bir hıza sahiptir (Şekil 3. 5.).  
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Şekil 3.5. Plazmid DNA 

 

Uygulanan Voltaj: Düşük voltajlarda doğrusal DNA parçalarının hareket hızları 

uygulanan voltaj ile doğru orantılıdır. Elektriksel alanın gücü arttıkça büyük molekül 

ağırlıklı DNA parçalarının hareketi farklı ölçülerde artar.  

Baz bileşimi ve sıcaklık: DNA moleküllerinin agaroz jellerdeki davranışları, 

baz bileşimlerinden ve jelin yürütüldüğü sıcaklık derecesinden çok fazla etkilenmez. 

Değişik boylardaki DNA moleküllerinin agaroz jeldeki bağıl hareketleri 4-30 °C 

arasında değişmez. Jeller genellikle oda sıcaklığında yürütülür.  

İnterkalasyon yapan ajanların varlığı: Agaroz ve poliakrilamid jellerde 

DNA’nın gözlenmesi için kullanılan floresan karekterdeki etidyum bromür doğrusal 

DNA moleküllerinin elektroforetik hareketini %15 oranında azaltır.  

Elektroforez tamponunun bileşimi: DNA’nın elektroforetik hareketi 

elektroforez tamponunun bileşimi ve iyonik gücü tarafından etkilenir. İyonların 

yokluğunda elektriksel iletkenlik minimum düzeyde olduğu için DNA’nın hareketi çok 

yavaştır. Çok yüksek iyonik güçteki tamponun kullanılması halinde elektriksel 

iletkenlik çok fazladır ve çok miktarda ısı açığa çıkar. Bu durumda jel eriyebilir veya 

DNA denatüre olabilir.  

Form I          Form II       Form III 

 Form II 

 

Form III 

 

Form I 
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Doğal çift zincirli DNA’lar için değişik tamponlar kullanılabilir. Bunlar arasında 

EDTA (pH 8.0), pH’sı 7.5-8.5 olan 50 mM konsantrasyondaki Tris-asetat (TAE), Tris-

borat (TBE) ya da Tris-fosfat tamponları sayılabilir. Elektroforez tamponları genellikle 

konsantre çözeltiler halinde hazırlanır ve oda sıcaklığında saklanırlar.  

 

Tablo 3.2. Sıklıkla kullanılan elektroforez tamponları 

Tampon Çalışılan çözelti Konsantre stok çözelti  (litrede) 

Tris-asetat 

(TAE) 

1x: 0.04 M Tris-asetat 

      0.001 M EDTA 

50x: 242 g trizma base 

         57.1 mL Glasiyel asetik asit 

         100 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Tris-fosfat 

(TPE) 

1x: 0.09 M tris-fosfat 

      0.002 M EDTA 

50x: 540 g trizma base 

         77.5 µL %85 fosforik asit (1.679 g/mL) 

         40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

Tris-borat 

(TBE) 

1x: 0.09 M tris-borat 

      0.002 M EDTA 

50x: 540 g trizma base 

         55 g borik asit 

         40 mL 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

 

3.2.2.1.2. Agaroz Jelin Hazırlanması 

Agaroz (1 g) 100 mL Tris asetat tamponuna (40 mM tris asetat, 1mM EDTA, pH 

8.2) ilave edildi ve mikrodalga fırında kaynatıldı. 60o

3.2.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezinin Yapılışı 

C’ye soğutuldu. 1.5 µL etidyum 

bromür (10 mg/mL) ilave edildi ve karıştırıldı. Çözelti kenarları otoklav bandı ile 

sarılmış ve tarak yerleştirilmiş cam tabakaya döküldü. Jel donması için oda sıcaklığında 

40-45 dakika bekletildi. 

Jel kullanıma hazır hale geldikten sonra otoklav bandı açıldı ve tarak çıkarıldı. 

Hazırlanan DNA karışımları uygun bir pipet ile kuyucuklara aktarıldı. Jel 200 mL Tris 

asetat tomponu (40 mM tris asetat, 1mM EDTA, pH 8.2) içeren elektroforez tankına 

yerleştirildi. Tankın kapağı kapatıldı ve elektrik bağlantıları yapıldı. Elektroforez 60 

V’ta 500 mA akım uygulanarak 90 dakika süreyle yürütüldü. Elektrik akımı kesildi ve 

kapak çıkarıldı. Daha sonra jelin fotoğrafı Jel Görüntüleme Sistemi ile çekildi.  
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3.2.2.1.4. Plazmid Saflaştırma 

pBluescript M13+ plazmid DNA’sı (3.2 kb) Thermo Scientific GeneJET 

Plasmid Miniprep Kit kullanılarak saflaştırıldı (Birnboim 1979). pBluescript M13+ 

plazmid DNA’nın saflığına, hem elektroforez hem de UV spektroskopisinde 260/280 

nm absorbanslarının oranı ölçülerek bakıldı. DNA konsantrasyonu 260 nm absorbans 

ölçümü ile hesaplandı (50 μg/mL için A260

3.2.3. Çözeltilerin Hazırlanması 

=1.0). 

DNA kesim çalışmaları için, sentezlenen ligantların (1), (2), (3) su içerisinde 1 

mM 1,0 mL stok çözeltileri hazırlandı.  

Bakır (II) klorür çözeltisi su içerisinde 1 mM olacak şekilde 10 mL stok çözeltisi 

hazırlandı. 

Radikal söndürücü olarak kullanılan L-Histidin, Tiyoüre, TEMPO ve DMSO 

için sırasıyla 250 mM, 1 M, 500 mM ve 10 M konsantrasyonlarında, su içerisinde stok 

çözeltiler hazırlandı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Ligantların sentez çalışmaları 

Suda çözünebilen üç tane indol-2-karboksilik asit hidroklorür analoğu 

sentezlendi (Tietze 2006; Tietze 2007). 

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

hidroklorür (1) Sentezi  

 

 

 

Kullanılan kimyasal maddeler: a. (CH2Cl)2, K2CO3, DMF, 70 oC b. N3CH2CO2Me, 
NaOMe/MeOH, MeOH, -30 oC - 0 oC, 16 saat c. toluen, riflaks, 4 saat d. Cs2CO3, EtOH/H2O, 
riflaks 8 saat e. Me2NH, Na2CO3, H2O, 100 o

 

C, 1.5 saat. 

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

 

OMe

O
O

Cl

 

 

3-hidroksi-4-metoksibenzaldehit (46; 10.0 g, 65.7 mmol, 1.0 eq), K2CO3 (45.4 

g, 329 mmol, 5.0 eq), 1,2-dikloroetan (104 mL, 1.31 mol, 19 eq) ve DMF (300 mL) 65-

70 o

OH

OMe

O

OMe

O
O

Cl

OMe

O
Cl

N3

MeO2C

OMe

O
Cl

N
H

MeO2C

OMe

O
Cl

N
H

HO2C

OMe

O

N
H

HO2C
NMe2

ClH.

a b

c

d  e

C’de 16 saat karıştırıldı. Oda sıcaklığına soğutulduktan sonra, 1,2-dikloroetan 

46         47                                 48
    

1                                       50                            49   
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vakum altında uçuruldu. Kalan karışımın üzerine buz ilave edildi ve karışım sırasıyla 

Et2O (2x250 mL) ve EtOAc (3x250 mL) ile ekstrakte edildi. Birleştirilen organik fazlar 

su (3x400 mL) ve doygun tuz çözeltisi ile (2x400 mL) ekstrakte edildi, MgSO4 ile 

kurutuldu ve çözücü vakum altında uçuruldu. EtOAc/hekzan ile kristallendirildi ve 

renksiz katı kristal 3-(2-Kloroetoksi)-4-metoksibenzaldehit (47; 11.47 g, %81) oluştu. 

Rf = 0.63 (EtOAc/PE, 3:1). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ =3.89 (t, J 6.0 Hz, 2H, 2’-

H2, 3.98 (s, 3H, OMe), 4.35 (t, J 6.0 Hz, 2H, 1’-H2

 

), 7.02 (d, J 8.2 Hz, 1H, 5-H), 7.44 

(d, J 1.8 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) 

 

OMe

O
Cl

N3

MeO2C

 

 

NaN3 (22.2 g, 341 mmol, 13.6 eq) yavaş yavaş, DMSO (100 mL) içerisindeki 

metilkloroasetat (20 mL, 227 mmol, 9.0 eq) çözeltisine ilave edildi. 24 saat oda 

sıcaklığında karıştırıldıktan sonra, su (150 mL) ilave edildi ve karışım Et2O (3x100 mL) 

ile ekstrakte edildi. Birleştirilen organik fazlar MgSO4 ile kurutuldu ve vakum altında 

hacmi 50 mL olana dek çözücü uçuruldu. Daha sonra metanol (50 mL) içerisinde 3-(2-

Kloroetoksi)-4-metoksibenzaldehit (47; 5.37 g, 25 mmol, 1.0 eq) çözeltisi eklendi ve 

karışım -30 oC’ye soğutuldu. Daha sonra yarım saat süresince -30 oC’de 5.4 M 

NaOMe/MeOH (35 mL) ile etkileştirildi, 0 oC’ye soğutuldu ve metanol (50 mL) ilave 

edildi. 0 oC’de 16 saat karıştırıldıktan sonra su (200 mL) ilave edildi ve karışım CH2Cl2 

(3x200 mL) ile ekstrakte edildi. Birleştirilen organik fazlar doygun tuz çözeltisi (200 

mL) ile yıkandı, MgSO4 ile kurutuldu ve vakum altında çözücüsü uçuruldu. Elde edilen 

açık sarı katı Metil 2-Azido-3[3-(2-Kloroetoksi)-4-metoksifenil]akrilat (48; 6.47 g, % 

83) sonraki basamakta herhangi bir saflaştırma yapılmadan kullanıldı. Rf = 0.44 

(PE/EtOAc, 2:1). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ =3.89 (t, J 6.1 Hz, 2H, 2”-H2), 3.92-

3.93 (2xs, 6H, OMe, CO2Me), 4.34 (t, J 6.1 Hz, 2H, 1”-H2), 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-karboksilat (49) 

 

OMe

O
Cl

N
H

MeO2C

 

 

 Toluen (200 mL) içerisindeki metil 2-Azido-3[3-(2-Kloroetoksi)-4-

metoksifenil]akrilat (48; 3.41 g, 10.9 mmol) çözeltisi 4 saat riflaks edildi. Oda 

sıcaklığına getirildikten sonra karışım vakum altında konsantre edildi, oluşan kristaller 

süzüldü ve vakum altında kurutularak açık sarı katı Metil 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-

1H-indol-2-karboksilat (49; 2.21 g, % 71) elde edildi. Rf = 0.24 (PE/EtOAc, 2:1). 1H 

NMR (400 MHz, [D6]DMSO): δ =3.81-3.83 (2xs, 6H, OMe, CO2Me), 3.93 (t, J 5.2 Hz, 

2H, 2’-H2), 4.21 (t, J 5.2 Hz, 2H, 1’-H2

 

), 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) 

 

OMe

O
Cl

N
H

HO2C

 

 

Metil 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilat (49; 2.00 g, 7.05 

mmol, 1 eq), Cs2CO3 (3.45 g, 10.6 mmol, 1.5 eq), %95 EtOH (40 mL) ve su (20 mL) 

içeren süspansiyon 8 saat riflaks edildi. Oda sıcaklığına soğutulduktan sonra çözücü 

vakum altında uçuruldu, kalan kısma 50 mL su ilave edildi ve elde edilen çözelti 2 M 

HCl ile asitlendirildi. Oluşan çökelti filtre edilerek izole edildi, su (100mL) ile yıkandı. 

Vakum altında kurutularak bej renkli katı 5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-
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karboksilik Asit (50; 1.80 g, %95) elde edildi. Rf = 0.30 (CH2Cl2/MeOH, 10:1, % 1 

konsantre HCl). 1H NMR (400 MHz, [D6]DMSO): δ =3.80 (s, 3H, OMe), 3.94 (t, J 5.3 

Hz, 2H, 2’-H2), 4.21 (t, J 5.3 Hz, 2H, 1’-H2), 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, CO2

5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik Asit 

Hidroklorür (1) 

H) ppm. 

OMe

O

N
H

HO2C
NMe2

ClH.
 

 

5-(2-Kloroetoksi)-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit (50; 300 mg, 1.11 

mmol, 1 eq), % 40 sulu Me2NH (2.81 mL, 22.2 mmol), Na2CO3 (295 mg, 2.78 mmol, 

2.5 eq) ve su (20 mL) karışımı 100 oC’de 1.5 saat ısıtıldı. Oda sıcaklığına soğutulduktan 

sonra çözücü vakum altında uçuruldu. Kalan kısım su (15 mL) içerisinde çözüldü ve 

elde edilen çözelti 2M HCl ile pH 1 olana kadar asitlendirildi, çözelti evapore edildi ve 

elde edilen ham üründen, silika jelde (MeOH/CH2Cl2, 10:1, %1 konsantre HCl), kolon 

kromotografisi ile suda çözünen yeşil renkli katı madde elde edildi. Silika jel filtre 

edilerek uzaklaştırıldı ve kalan kısım vakumda kurutuldu. 1H NMR spektrumu 

incelendiğinde yapının saf olmadığı anlaşıldı. Silika jelde (MeOH/CH2Cl2, 11:1, %1 

konsantre HCl), tekrar kolon kromotografisi yapıldı ve suda çözünen yeşil renkli katı 5-

[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür (1; 120 mg, 

%35) elde edildi. Rf = 0.30 (MeOH/ CH2Cl2, 10:1). 1H NMR (400 MHz, [D6]DMSO): 

δ = 2.88 (s, 6 H, NMe2), 3.50 (t, J 5.0 Hz, 2 H, 2’-H2), 3.82 (s, 3 H, OMe), 4.32 (t, J 5.0 

Hz, 2 H, 1’-H2), 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, CO2

 

H) ppm.  
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4.1.2.5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür 

(2) Sentezi 

 

 

 

 

 

 

 

Kullanılan kimyasal maddeler: a. Pd/C/H2, EtOAc, oda sıcaklığı, 5 saat; b. N,N–dimetilglisin hidroklorür, 
EDC.HCl, DMF, oda sıcaklığı, 21 saat c. LiOH.H2O, THF/MeOH/H2O, 60 o

 
C, 4 saat, MeOH/HCl. 

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

 

N
H

N
H

EtO2C
NMe2

O

 

 

EtOAc (125 mL) içerisinde 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 ) katalizörlüğünde 5 

saat boyunca 60 psi basınçta H2 gazı ile, oda sıcaklığında, hidrojenlendi. Daha sonra 

reaksiyon karışımı celite üzerinden süzüldü, celite sırasıyla CH2Cl2 (400 mL) ve MeOH 

(400 mL) ile yıkandı. Filtrat evaporatörde kurutuldu. Elde edilen 5-amino-1H-indol-2- 

karboksilik asit etil ester bileşiği kararsız olduğundan izole edilmeden bir sonraki adıma 

geçildi. 5-amino-1H-indol-2- karboksilik asit etil ester (52) DMF (30 mL) içerisinde 

çözüldü ve çözelti 0oC’ ye soğutuldu. Reaksiyon karışımına EDC.HCl (1.84 g, 9.60 

mmol, 3.8 eq) ve N,N-dimetilglisin hidroklorür (670 mg, 4.80 mmol, 1.9 eq) eklendi ve 

reaksiyon karışımı oda sıcaklığına ısıtıldı. Oda sıcaklığında 21 saat karıştırıldıktan 

sonra, çözelti EtOAc (100 mL) ve su (100 mL) ile seyreltildi. Karışımın pH’sı doygun 

3                    53  

       
     

N
H

NO2

EtO2C
N
H

NH2

EtO2C

 

N
H

N
H

EtO2C
NMe2

ON
H

N
H

NMe2

O
HO2C

ClH.

a

b

c

51                         52   
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NaHCO3 çözeltisi ile 9’a ayarlandı ve karışım EtOAc (4x150 mL) ile ekstrakte edildi. 

Birleştirilen organik fraksiyonlar su (4x200 mL) ve doygun tuz çözeltisi (300 mL) ile 

yıkandı, MgSO4 ile kurutuldu, çözücü evaporatörde uzaklaştırıldı. Silika jelde Kolon 

kromotografisi (CH2Cl2/MeOH, 10:1) ile açık kahve renkli Etil 5-[2-

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilat (53; 670 mg, % 73) elde edildi. Rf = 

0.46 (CH2Cl2/MeOH, 10:1) 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.42 (t, J 7.2 Hz, 3 H, 

OCH2CH3), 2.40 (s, 6 H, NMe2), 3.11 (s, 2 H, 1’-H2), 4.41 (q, J 7.1 Hz, 2 H, 

OCH2CH3

 

), 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 hidroklorür (2) 

 

N
H

N
H

NMe2

O
HO2C

ClH.  

 

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) karışımı LiOH.H2O (0.035 g, 

0.830 mmol, 1.2 eq) ile etkileştirildi ve 60 oC’ de 4 saat karıştırıldı. Daha sonra çözücü 

vakum altında uzaklaştırıldı ve kalıntı suda çözüldü. Elde edilen çözelti pH 1 olana 

kadar 2 M HCl ile asitlendirildi, uygun basınçta su uzaklaştırıldı. Karışım aseton/EtOH 

(1:1) içerisine alındı. Oluşan çökelti (LiCl) filtre edilerek uzaklaştırıldı. Filtrat 

evaporatörde kurutuldu. Ham maddeden silika jelde kolon kromotografisi 

(CH2Cl2/MeOH, 5:1, % 0.5 HCl) ile açık sarı renkli 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-

1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür (2; 240 mg, kant.) elde edildi. Rf = 0.19 

(CH2Cl2/MeOH, 5:1, % 0.5 HCl) 1H NMR (400 MHz, [D6]DMSO): δ = 2.89 (s, 6 H, 

NMe2), 4.16 (s, 2 H, 1’-H2), 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, CO2H) ppm.  
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4.1.3. 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

Sentezi 

O  K

NO2

O

NO2

N
O

O

NH2

N
O

O

N
H

EtO2C
O

N
H

HO2C
N

O
N

O

d, e, f

-   +OH

NO2

HCl.

g

a b c

 

 

Kullanılan kimyasal maddeler: a. KOH, EtOH, oda sıcaklığı, 30 dakika b. 4-(2- kloroetil) morpholin, 
toluen, riflaks, 24 saat c. Pd/C/H2, EtOH/ H2O, oda sıcaklığı, 1 saat d. NaNO2, HCl/ H2O, 0 oC, 50 
dakika e. etil 2-metil asetoasetat, NaOAc, EtOH, 0 oC-oda sıcaklığı, 3 saat f. EtOH/H2O, riflaks, 40 
dakika g. NaOH, MeOH/H2

 

O, riflaks, 3 saat, MeOH/HCl. 

Potasyum 4-Nitrofenoksi (55) 

 

O  K

NO2

-   +

 

 

Etanol (30 mL) içerisindeki potasyum hidroksit çözeltisi (5.16 g, 100 mmol, 1 

eq), etanol (20 mL) içerisindeki 4-Nitrofenol (54, 14 g, 100 mmol, 1 eq) çözeltisine 

eklendi. Oda sıcaklığında yarım saat karıştırıldıktan sonra sarı-turuncu potasyum 4-

nitrofenoksi tuzu (55) elde edildi. Elde edilen potasyum 4-nitrofenoksit tuzu süzüldü ve 

soğuk etanol (10 mL) ile yıkandı ve kurutuldu (13.4 g, % 76.0). E.N. > 300 oC. 1H NMR 

(400Mz, D2

 

O): δ =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.  

54                  55                    56          

3                           58  
         
  

57 
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4-[2-(4-Nitrofenoksi)etil]morfoline (56) 

 

O

NO2

N
O

 

 

Potasyum 4-Nitrofenoksi tuzu (55; 7.10 g, 40 mmol, 1.0 eq) toluen (100 mL) 

içerisinde çözüldü ve üzerine, toluen (100 mL) içerisindeki 4-(2-kloroetil)morfolin 

(6.50 g, 43 mmol, 1.1 eq) çözeltisi eklendi. Karışım 24 saat riflaks edildi. Oda 

sıcaklığına soğuduktan sonra oluşan kristaller filtre edildi, toluenle yıkandı ve filtrat 

vakum altında konsantre edilerek açık sarı katı 4-[2-(4-Nitrofenoksi)etil]morfoline (56; 

7.2 g, % 57) elde edildi. Rf = 0.67 (CH2Cl2/MeOH, 10:1). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): 

δ =2.52-2.61 (m, 4H, 3-H2, 5-H2), 2.86 (t, J 5.6 Hz, 2H, 1’-H2), 3.59-3.76 (m, 4H, 2-

H2, 6-H2), 4.21 (t, J 5.6 Hz, 2H, 2’-H2

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

), 6.96-6.99 (m, 2H, 2”-H, 6”H), 8.20-8.24 (m, 

2H, 3”-H, 5”H) ppm. 

 

O

NH2

N
O

 

 

4-[2-(4-Nitrofenoksi)etil]morfoline (56, 3.0g, 23.8 mmol) bileşiğinin %95 (40 

mL) etanol içerisindeki çözeltisi Pd/C (% 10, 175 mg) katalizörlüğünde 1 saat boyunca 

58 psi basınçta H2 gazı ile, oda sıcaklığında, hidrojenlendi. Oluşan katı celite üzerinden 
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süzüldü, celite sırasıyla EtOH (100 mL) ve MeOH (50 mL) ile yıkandı. Filtrat vakum 

altında kurutularak kırmızı kahve yağımsı 4-[2-Morfolin-4-il)etoksifenil]amin (57; 2.6 

g, kant.) bileşiği elde edildi. Rf = 0.54 (CH2Cl2/MeOH, 10:1). 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3): δ = 2.56 (m, 4H, 3”-H2, 5”-H2), 2.76 (t, J 5.8 Hz, 2 H, 2’-H2), 3.35 (br. s, 2 H, 

NH2), 3.73 (m, 4H, 2”-H2, 6”-H2), 4.03 (t, J 5.8 Hz, 2 H, 1’-H2

 

), 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-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilat (58) 

 

O

N
H

EtO2C
N

O
 

 

4-[2-Morfolin-4-il)etoksi fenil]amin (57, 2.0 g, 9 mmol, 1.0 eq) bileşiğinin su 

(19 mL) ve konsantre HCl (6mL) içerisinde 0oC’ de karışan çözeltisine, NaNO2’ nin 

(0.68 g, 9,75 mmol, 1.1 eq) su (1.9 mL) içerisindeki çözeltisi damla damla ilave edildi 

ve oluşan karışım 0oC’ de 30 dakika karıştırıldı (A çözeltisi). EtOH (14.5 mL) 

içerisindeki NaOAc (7.65 g, 93 mmol, 9.8 eq) çözeltisine, Etil 2-metilasetoasetat (1.35 

mL, 9.45 mmol, 1.0 eq) damla damla ilave edildi. Bu sıcaklıkta 30 dakika 

karıştırıldıktan sonra, buz (9 g) ilave edildi (B Çözeltisi). Daha sonra A çözeltisi bir 

kanül yardımı ile B çözeltisine 0oC’de transfer edildi, karışım oda sıcaklığına getirildi 

ve yaklaşık 2,5 saat karıştırıldı. Daha sonra, reaksiyon karışımı 0oC’ de doygun Na2CO3 

çözeltisi ile bazifiye edildi ve CH2Cl2 (3x100 mL) ile ekstrakte edildi. Birleştirilen 

organik fazlar su (2x100 mL) ile yıkandı, MgSO4 ile kurutuldu ve çözücüsü vakum 

altında uzaklaştırıldı. Kalan kısım susuz EtOH (7.5 mL) içerisinde çözüldü ve taze 

hazırlanmış susuz EtOH içerisindeki doygun HCl çözeltisi (7.5 mL) ile etkileştirildikten 

sonra, 40 dakika riflaks edildi. Oda sıcaklığına soğuduktan sonra çözücüsü 

uçurulduktan sonra kalan kısım, su (25 mL) ve CH2Cl2 (100 mL) karışımında ekstrakte 

edildi. Su fazı doygun Na2CO3 çözeltisi ile bazifiye edildikten sonra CH2Cl2 (3x100 

mL) ile ekstrakte edildi. Birleştirilen organik fazlar doygun tuz (200 mL) ile yıkandı, 

MgSO4 ile kurutuldu ve çözücüsü vakum altında uzaklaştırıldı. Silika jelde kolon 
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kromotografisi (CH2Cl2/MeOH, 20:1) yapıldıktan sonra, iPr2O ile kristallendirilerek 

sarı renkli Etil 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilat (58; 1 g, % 36) elde 

edildi. Rf = 0.45 (CH2Cl2/MeOH, 20:1). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1.41 (t, J 7.1 

Hz, 3H, OCH2CH3), 2.61 (m, 4H, 3”-H2, 5”-H2), 2.84 (t, J 5.7 Hz, 2 H, 2’-H2), 3.76 

(m, 4H, 2”-H2, 6”-H2), 4.15 (t, J 5.7 Hz, 2H, 1’-H2), 4.40 (q, J 7.1 Hz, 2H, OCH2CH3

5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

 

), 6.99 (dd, J 9.0 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, J 9.0 Hz, 1 H, 7-H), 9.13 (br. s, 1H, NH) ppm. 

 

 

 

5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilat (58, 730 mg, 2.3 mmol, 1 eq) 

MeOH (6 mL) içerisindeki süspansiyonu, NaOH’ ın (110 mg, 2.7 mmol, 1.17 eq) su (4 

mL) içerisindeki çözeltisi ile etkileştirildi ve 3 saat riflaks edildi. Oda sıcaklığına 

getirildikten sonra, 1 M HCl ile pH 6 olarak ayarlandı ve çözücüsü uçuruldu. Kalan 

kısım metanolde (5 mL) çözüldü, damla damla 1 M HCl ilave ederek kahverengi katı 5-

[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) çöktürüldü. 

Süzüntü evapore edildikten sonra silika jelde kolon kromotografisi (MeOH, % 1 kons. 

HCl) ile kalan 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

elde edildi. Rf = 0.56 (MeOH, % 1 kons. HCl) 1H NMR (400 MHz, [D6]DMSO): δ = 

3.07-3.61 (m, 6H, 2’-H2, 3”-H2, 5”-H2), 3.76-4.06 (m, 4H, 2’’-H2, 6”-H2), 4.43 (t, J 5.0 

Hz, 2H, 1’-H2), 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, CO2

 

H) ppm. 

 

 

O

N
H

HO2C
N

O

HCl.
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4.2. DNA Kesim Çalışmaları 

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

hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının DNA kesim çalışmaları Agaroz Jel Elektroforezi tekniği ile pBluescript 

M13+ plazmid DNA (3.2 kb) ve Calf Thymus DNA (8-15 kb) kullanılarak Cu2+

Tüm reaksiyonlar 0,5 mL Eppendorf tüp içerisinde, fosfat tamponunda (14.29 

mM NaCl, 7.14 mM fosfat, pH 7.4) ve karanlıkta gerçekleştirildi. Tüm tüpler 

alüminyum folyo ile sarıldı ve reaksiyon oda sıcaklığında 1, 8 ve 24 saatte 

gerçekleştirildi. İnkübasyon süresinden sonra numunelere % 50 gliserollü yürütme 

tamponu (3 μL; % 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris içerisinde %1 

SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromür çözeltisi (10 mg/mL) 

içeren agaroz jele (plazmid DNA için %1, Calf Thymus DNA için % 0.7 ) yüklendi. 

Elektroforez 60 V’ta TAE (40 mM Tris asetat, 1mM EDTA, pH 8.2) tamponu içerisinde 

90 dakika yürütüldü. Jelin fotoğrafı Bio Rad Gel Doc XR görüntüleme sistemi ile 

çekildi.  

 

varlığında ve yokluğunda belirlendi. 

4.2.1. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik 

asit hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkileri  

Sentezlenen ligantların (1), (2), (3) plazmid DNA kesim etkileri incelenirken 

kuyucuk içerikleri aşağıda belirtilmiştir. 

Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA içeren kontroldür. 

İkinci, üçüncü, dördüncü ve beşinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-

metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (1) farklı konsantrasyonlarda (10, 50, 

100, 200 µM, Resim 4.1.; 250, 500, 750, 1000 µM, Resim 4.2.) DNA kesim etkisini 

incelemek için tasarlandı. pBluescript M13+ plazmid DNA ve 1 içerir. 

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

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (2) farklı 
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konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 µM, Resim 4.1.; 250, 500, 750, 1000 µM, Resim 

4.2.) DNA kesim etkisini incelemek için tasarlandı. pBluescript M13+ plazmid DNA ve 

2 içerir. 

Onuncu, onbirinci, onikinci ve onüçüncü kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-

1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorürün (3) farklı konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 

200 µM, Resim 4.1.; 250, 500, 750, 1000 µM, Resim 4.2.)  DNA kesim etkisini 

incelemek için tasarlandı. pBluescript M13+ plazmid DNA ve 3 içerir. 

Ondördüncü kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA içeren kontroldür. 

 

4.2.2. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik 

asit hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının Cu2+

Sentezlenen ligantların (1), (2), (3) Cu

 varlığında pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkileri  

2+

Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA içeren kontroldür. 

 varlığında plazmid DNA kesim etkileri 

incelenirken kuyucuk içerikleri aşağıda belirtilmiştir. 

İkinci, üçüncü, dördüncü ve beşinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-

metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (1), Cu2+

Altıncı Yedinci, sekizinci ve dokuzuncu kuyucuklar 5-[2-

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (2), Cu

 varlığında, farklı 

konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 µM, Resim 4.3.; 250, 500, 750, 1000 µM, Resim 

4.4.) DNA kesim etkisini incelemek için tasarlandı. pBluescript M13+ plazmid DNA ve 

1 içerir. 

2+

Onuncu, onbirinci, onikinci ve onüçüncü kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-

1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorürün (3), Cu

 

varlığında, farklı konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 µM, Resim 4.3.; 250, 500, 750, 

1000 µM, Resim 4.4.) DNA kesim etkisini incelemek için tasarlandı. pBluescript M13+ 

plazmid DNA ve 2 içerir. 

2+ varlığında, farklı 

konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 µM, Resim 4.3.; 250, 500, 750, 1000 µM, Resim 
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4.4.) DNA kesim etkisini incelemek için tasarlandı. pBluescript M13+ plazmid DNA ve 

3 içerir. 

Ondördüncü kuyucuk Cu2+’nin tek başına DNA üzerine etkisini incelemek için 

dizayn edilen kontroldür. pBluescript M13+ plazmid DNA ve CuCl2

Onbeşinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA içeren kontroldür. 

 içerir. 

 

4.2.3. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik 

asit hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkilerine radikal söndürücülerin 

etkisi. 

DNA kesiminde reaktif oksijen türlerinin (ROS) etkisini analiz etmek için 

değişik spesifik radikal söndürücüler kullanılarak agaroz jel elektroforezi tekrarlandı. 

Süperoksit anyonu için TEMPO (50 mM), hidroksil radikalleri için tioüre (100 mM) ve 

DMSO (1 M), singlet oksijen için histidin (25 mM) konsantrasyonlarında çalışıldı 

(Resim 4.5.)  

Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA içeren kontroldür. 

İkinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-

metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür (1, 500 µM) içerir. 

Üçüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM) ve histidin (50 

mM) içerir. 

Dördüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM) ve TEMPO 

(100 mM) içerir. 

Beşinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM) ve tioüre (25 M) 

içerir. 

Altıncı kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM) ve DMSO (1 M) 

içerir. 
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Yedinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür (2, 500 µM) içerir. 

Sekizinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM) ve histidin (50 

mM) içerir. 

Dokuzuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM) ve TEMPO 

(100 mM) içerir. 

Onuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM) ve tioüre (25 M) 

içerir. 

Onbirinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM) ve DMSO (1 

M) içerir. 

Onikinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-

1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3, 500 µM) içerir. 

Onüçüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM) ve histidin (50 

mM) içerir. 

Ondördüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM) ve TEMPO 

(100 mM) içerir. 

Onbeşinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM) ve tioüre (25 

M) içerir. 

Onaltıncı kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM) ve DMSO (1 

M) içerir. 

4.2.4. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik 

asit hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının Cu2+

Cu

 varlığında pBluescript M13+ plazmid DNA kesim etkilerine radikal 

söndürücülerin etkisi 

2+ varlığında, DNA kesiminde reaktif oksijen türlerinin (ROS) etkisini analiz 

etmek için dizayn edilen deneyde, bakır yokluğunda yapılan deney Cu2+ varlığında 

tekrar edildi (resim 4.6.). 
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Birinci kuyucuk sadece pBluescript M13+ plazmid DNA içeren kontroldür. 

İkinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-

metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür (1, 500 µM) ve Cu2+

Üçüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM), Cu

 (500 µM) içerir. 

2+

Dördüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM), Cu

  (500 µM) 

ve histidin (50 mM) içerir. 

2+

Beşinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM), Cu

 (500 

µM) ve TEMPO (100 mM) içerir. 

2+

Altıncı kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 1 (500 µM), Cu

 (500 µM) 

ve tioüre (25 M) içerir. 

2+

Yedinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorür (2, 500 µM) ve 

Cu

 (500 µM) 

ve DMSO (1 M) içerir. 

2+

Sekizinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM), Cu

 (500 µM) içerir. 

2+

Dokuzuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM), Cu

 (500 µM) 

ve histidin (50 mM) içerir. 

2+

Onuncu kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM), Cu

 (500 

µM) ve TEMPO (100 mM) içerir. 

2+

Onbirinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 2 (500 µM), Cu

  (500 µM) 

ve tioüre (25 M) içerir. 

2+

Onikinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-

1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3, 500 µM) ve Cu

 (500 

µM) ve DMSO (1 M) içerir. 

2+

Onüçüncü kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM), Cu

 (500 µM) içerir. 

2+ (500 

µM) ve histidin (50 mM) içerir. 
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Ondördüncü  kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM), Cu2+

Onbeşinci kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM), Cu

 (500 

µM) ve TEMPO (100 mM) içerir. 

2+

Onaltıncı kuyucuk pBluescript M13+ plazmid DNA, 3 (500 µM), Cu

 (500 

µM) ve tioüre (25 M) içerir. 

2+

 

 (500 

µM) ve DMSO (1 M) içerir. 

4.2.5. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik 

asit hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının Calf Thymus DNA kesim etkileri  

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

incelenirken kuyucuk içerikleri aşağıda belirtilmiştir. 

Birinci kuyucuk sadece pBluescript Calf Thymus DNA içeren kontroldür. 

İkinci, üçüncü, dördüncü ve beşinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-

metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (1) farklı konsantrasyonlarda (250, 

500, 750, 1000 µM, Resim 4.7.) DNA kesim etkisini incelemek için tasarlandı. Calf 

Thymus DNA ve 1 içerir. 

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

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (2) farklı 

konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 µM, Resim 4.7.) DNA kesim etkisini 

incelemek için tasarlandı. Calf Thymus DNA ve 2 içerir. 

Onuncu, onbirinci, onikinci ve onüçüncü kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-

1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorürün (3) farklı konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 

1000 µM, Resim 4.7.) DNA kesim etkisini incelemek için tasarlandı. Calf Thymus 

DNA ve 3 içerir. 

Ondördüncü kuyucuk sadece Calf Thymus DNA içeren kontroldür. 
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4.2.6. Sentezlenen 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-metoksi-1H-indol-2-karboksilik 

asit hidroklorür (1), 5-[2-(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit 

hidroklorür (2), 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorür (3) 

ligantlarının Cu2+

Sentezlenen ligantların (1), (2), (3) Cu

 varlığında Calf Thymus  DNA kesim etkileri  

2+

Birinci kuyucuk sadece Calf Thymus DNA içeren kontroldür. 

 varlığında Calf Thymus DNA kesim 

etkileri incelenirken kuyucuk içerikleri aşağıda belirtilmiştir. 

İkinci, üçüncü, dördüncü ve beşinci kuyucuklar 5-[2-(Dimetilamino)etoksi]-6-

metoksi-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (1), Cu2+

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

(Dimetilamino)asetilamino]-1H-indol-2-karboksilik asit hidroklorürün (2), Cu

 varlığında, farklı 

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

incelemek için tasarlandı. Calf Thymus DNA ve 1 içerir. 

2+

Onuncu, onbirinci, onikinci ve onüçüncü kuyucuklar 5-[2-Morfolin-4-il)etoksi]-

1H-indole-2-karboksilik asit hidroklorürün (3), Cu

 

varlığında, farklı konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 µM, Resim 4.8.) DNA kesim 

etkisini incelemek için tasarlandı. Calf Thymus DNA ve 2 içerir. 

2+

Ondördüncü kuyucuk Cu

 varlığında, farklı 

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

incelemek için tasarlandı. Calf Thymus DNA ve 3 içerir. 

2+’ nin tek başına DNA üzerine etkisini incelemek için 

dizayn edilen kontroldür. Calf Thymus DNA ve CuCl2

 

 içerir. 
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1          2         3         4         5         6        7         8         9        10      11       12       13      14   
 

Form II 

Form I 

Form II 

Form I 

Form II 
Form III 

Form I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 4.1. pBluescript M13+ plazmid DNA’nın (3.2 kb), (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonunun Agaroz 

Jel Elektroforezi (İnkübasyon süreleri A: 1 saat, B: 8 saat, C: 24 saat.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng) 

- 10 50 100 200 - - - - - - - - - 1 (µM) 

- - - - - 10 50 100 200 - - - - - 2  (µM) 

- - - - - - - - - 10 50 100 200 - 3  (µM) 

A 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
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A 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 

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

Form II 

Form I 

Form II 

Form I 

Form II 
Form III 

Form I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 4.2.  pBluescript M13+ plazmid DNA’nın (3.2 kb), (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonunun Agaroz 

Jel Elektroforezi (İnkübasyon süreleri A: 1 saat, B: 8 saat, C: 24 saat).  

 

 

 

 

 

 

 

 

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng) 

- 250 500 750 1000 - - - - - - -  - 1 (µM) 

- - - - - 250 500 750 1000 - - - - - 2  (µM) 

- - - - - - - - - 250 500 750 1000 - 3  (µM) 
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A 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
C 

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

Form II 

Form I 

Form II 
Form III 

Form I 

Form II 
Form III 

Form I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 4.3. pBluescript M13+ plazmid DNA’nın (3.2 kb), bakır (II) klorür varlığında (1), (2) ve (3) ile 

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

 

 

 

 

 

 

 

+ + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng) 

- 10 50 100 200 - - - - - - - - - - 1 (µM) 

- - - - - 10 50 100 200 - - - - - - 2  (µM) 

- - - - - - - - - 10 50 100 200 - - 3  (µM) 

- 10 50 100 200 10 50 100 200 10 50 100 200 50 - Cu2+ (µM) 



  Bircan ÇEKEN TOPTANCI 

65 
 

A 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 

 
 
 
 
 
C 

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

Form II 

Form I 

Form II 

Form I 

Form II 
Form III 

Form I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 4.4. pBluescript M13+ plazmid DNA’nın (3.2 kb), bakır (II) klorür varlığında (1), (2) ve (3) ile 

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

 

 

 

 

 

 

 

+ + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng) 

- 250 500 750 1000 - - - - - - - - - - 1 (µM) 

- - - - - 250 500 750 1000 - - - - - - 2  (µM) 

- - - - - - - - - 250 500 750 1000 - - 3  (µM) 

- 250 500 750 1000 250 500 750 1000 250 500 750 1000 500 - Cu2+ (µM) 
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1         2       3        4        5       6       7       8        9      10      11     12     13    14       15      16 

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

Form II 
Form III 

Form I 

Form II 
Form III 

Form I 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

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

radikal söndürücülerin etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi (İnkübasyon süresi: 24 saat) 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Resim 4.6. pBluescript M13+ plazmid DNA’nın (3.2 kb), bakır (II) klorür varlığında (1), (2) ve (3) ile 

kesim reaksiyonuna bazı radikal söndürücülerin etkisinin Agaroz Jel Elektroforezi (İnkübasyon süresi: 24 

saat). 

 

+ + + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng) 

- 500 500 500 500 500 - - - - - - - - - - 1  (µM) 

- - - - -  500 500 500 500 500 - -   - 2  (µM) 

- - - - - - - - - - - 500 500 500 500 500 3  (µM) 

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

- - - 100 - -  - 100 - - - - 100 - - Tioüre  (mM) 

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

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

+ + + + + + + + + + + + + + + + DNA (200 ng) 

- 500 500 500 500 500 - - - - - - - - - - 1  (µM) 

- - - - -  500 500 500 500 500 - -   - 2  (µM) 

- - - - - - - - - - - 500 500 500 500 500 3  (µM) 

- 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 Cu2+ 

- 

 (µM) 

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

- - - 100 - -  - 100 - - - - 100 - - Tioüre  (mM) 

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

- - - - - 10 - - - - 10 - - - - 10 DMSO (mM) 
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Resim 4.7.  Calf Thymus DNA’nın, (1), (2) ve (3) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi 

(İnkübasyon süreleri A: 24 saat, B: 32). 

 

 

 

 

 

 

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (300 ng) 

- 250 500 750 1000 - - - - - - -  - 1  (µM) 

- - - - - 250 500 750 1000 - - - - - 2  (µM) 

- - - - - - - - - 250 500 750 1000 - 3  (µM) 
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Resim 4.8. Calf Thymus DNA’nın, (1), (2) ve (3) ile bakır (II) klorür varlığında kesim reaksiyonunun 

Agaroz Jel Elektroforezi (İnkübasyon süreleri A: 24 saat, B: 32). 

.  

 

 

 

 

 

 

+ + + + + + + + + + + + + + DNA (300 ng) 

- 250 500 750 1000 - - - - - - - - - 1  (µM) 

- - - - - 250 500 750 1000 - - - - - 2  (µM) 

- - - - - - - - - 250 500 750 1000 - 3  (µM) 

- 250 500 750 1000 250 500 750 1000 250 500 750 1000 500 Cu2+  (µM) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve C-6 pozisyonunda metoksi 

grubu içeren, indol karboksilik asit 1, indol halkasının oluşması için, Hemetsberger 

metodu takip edilerek hazırlandı (Şekil 3.1.). Bunun için, benzaldehit 46 1,2 dikloroetan 

ile potasyum karbonat varlığında O-alkillenerek 47 elde edildi. 47 bileşiğinde, metil α -

azidoasetat ile sodyum metoksit baz olarak kullanılarak α -azidocinnamate 48 elde 

edildi. 48, 115 o

N,N-dimetilglisin grubu içeren, indol karboksilik asit 2 sentezine ticari olarak 

temin edilen ester 51’den başlandı (Şekil 3.2.). 51’deki nitro grubu Pd/C 

katalizörlüğünde hidrojenlenerek kararsız amin 52 elde edildi. Daha sonra, amin 52, 

N,N-dimetilglisin hidroklorür ile N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilkarbodiimid 

hidroklorür (EDC.HCl) varlığında birleştirilerek amid 53 iki basamakta elde edildi. Son 

olarak, elde edilen amitteki (53) ester kısmı, amit fonksiyonel grubunun hidrolizini 

önlemek için LiOH ile, THF/metanol/su içerisinde hidrolizlenerek, dizayn edilen asit 2 

kantitatif verimle elde edildi. 

C de dört saat karıştırılarak indol karboksilik asit türevi 49, 45’ten elde 

edildi. 49’daki metilester kısmının hidrolizini takiben dimetil amin ile kloro grubunun 

nükleofilik sübsitasyonu ile dizayn edilen indol karboksilik asit türevi 1 iki basamakta 

sentezlendi. 

Morfolinetoksi sübstienti içeren, indol karboksilik asit 3, anilin 57’den Japp-

Klingemann tipi Fischer indol sentezini takiben oluşan ester 58’in hidrolizlenmesi ile % 

65 verimle dört basamakta hazırlandı (Şekil 3.3.). 4-nitrofenolün (54) 4-(2-koloroetil)-

morfolin ile alkilasyonu sonucu nitro bileşiği 56 elde edildi. Elde edilen nitro bileşiğinin 

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

Sentez çalışmaları tamamlandıktan sonra DNA kesim çalışmaları yapıldı. DNA 

kesim çalışmaları için E. coli bakterisinden izole edilen pBluescript M13+ plazmid 

DNA ve Calf Thymus DNA kullanılarak DNA jel elektroforezi deneyi yapıldı. 

Sentezlenen ligantların Kesim etkileri Cu2+

Ligantların (1-3) DNA kesim çalışmaları Cu

 varlığında ve yokluğunda çalışıldı.  

2+ varlığında (Resim 4.3 ve 4 4.) ve 

yokluğunda (Resim 4.1. ve 4.2) Agaroz jel elektroforezi ile pBluescript m13+ plazmid 

DNA kullanılarak yapıldı ve konsantrasyona bağlı olarak supercoiled plazmid DNA’yı 

open circular veya liner forma dönüştüğü gözlemlendi. Sentezlenen ligandların kesim 
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çalışmaları, 10-200 µM konsantrasyon aralığında, ligandlar (1-3) ile DNA 1 saat 

inkübasyona bırakıldıktan sonra elektroforez yapıldı ve kayda değer bir sonuç elde 

edilemeyince inkübasyon süresi arttırılarak (8 ve 24 saat) deney tekrarlandı ve zamana 

bağlı olarak DNA kesiminin arttığı gözlemlendi. Konsantrasyon arttırılınca kesimde 

nasıl bir değişiklik olacağını test etmek için deney 250-1000 µM konsantrasyon 

aralığında 1, 8 ve 24 saat inkübasyona bırakılarak tekrar edildi ve DNA kesiminin 

ligand konsantrasyonu ve reaksiyon süresi ile paralel olarak arttığı gözemlendi (Resim 

4.1, 4.2., 4.3., 4.4. A, B, C). 

C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve C-6 pozisyonunda metoksi 

grubu içeren, indol karboksilik asidin (1) tek başına düşük konsantrasyonda (10, 50, 

100, 200 µM) DNA’yı kesme etkisinin az olduğu fakat artan inkübasyon sürelerine (1, 8 

ve 24 saat) bağlı olarak kesimin arttığı gözlemlendi (Resim 4.1, A, B, C, Kuyucuk 2-5). 

Aynı deneyler yüksek konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 µM) tekrarlandığında 

kesimin hem konsantrasyona hem de zamana bağlı olarak arttığı (Resim 4.2, A, B, C; 

Kuyucuk 2-5) belirlendi. Ligandın (1) Cu2+ 

N,N-dimetilglisin grubu içeren, indol karboksilik asidin (2) tek başına düşük 

konsantrasyonda (10, 50, 100, 200 µM) 1 ve 8 saat inkübasyon süresinde plazmid 

DNA’yı kesim etkisinin yok denecek kadar az olduğu (Resim 4.1, A, B; Kuyucuk 6-9), 

24 saatte ise plazmid DNA’yı kısmen kestiği gözlemlendi (Resim 4.1, C; Kuyucuk 6-9). 

Aynı deneyler yüksek konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 µM) tekrarlandığında 

kesimin yine 1 ve 8 saat inkübasyon süresinde yok denecek kadar az olduğu, 24 saat 

inkübasyonda kesimin gerçekleştiği gözlemlendi (Resim 4.2, A, B, C; Kuyucuk 6-9). 

varlığında kesim etkisi çalışıldığında, kesim 

etkisinin ligandın tek başına gösterdiğinden daha fazla olduğu ve hem artan 

konsantrasyona hem de artan inkübasyon süresine bağlı olarak arttığı gözlemlendi 

(Resim 4.3, A, B, C; Kuyucuk 2-5 ve Resim 4.4, A, B, C; Kuyucuk 2-5). 200 µM 

konsantrasyonda 18 ve 24 saatte supercoiled formun (SC, Form I) tamamının open 

circular (OC, Form II) veya liner (L, Form III) forma dönüştüğü tespit edildi (Resim 

4.33, B, C, Kuyucuk 5). 500-1000 µM konsantrasyon aralığında 1 saatte supercoiled 

formun tamamının OC (Form II) dönüştüğü (Resim 4.4, A, Kuyucuk 3-5), inkübasyon 

süresi arttırıldığında ise SC (Form I) formun çok küçük fragmentlere parçalandığı 

gözlemlendi (Resim 4.4, B, C; Kuyucuk 3-5).  
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Ligandın (2) Cu2+ 

Morfolinetoksi sübstienti içeren, indol karboksilik asit 3 tek başına düşük 

konsantrasyonda (10, 50, 100, 200 µM)  DNA kesim etkisinin az olduğu fakat artan 

inkübasyon sürelerine (1, 8 ve 24 saat) bağlı olarak kesimin az da olsa arttığı 

gözlemlendi (Resim 4.1, A, B, C, Kuyucuk 10-13). Aynı deneyler yüksek 

konsantrasyonlarda (250, 500, 750, 1000 µM) tekrarlandığında 1 saatte kesimin çok az 

olduğu (Resim 4.2, A; Kuyucuk 10-13), 8 saatte 1000 µM konsantrasyonda ligandın 

etkili olduğu (Resim 4.2, B; Kuyucuk 13), 24 saatte ise tüm konsantrasyonlarda kesimin 

olduğu gözlemlendi (Resim 4.2, C; Kuyucuk 10-13). Aynı deneyler Cu

varlığında kesim etkisi incelendiğinde düşük konsantrasyonlarda 

kesimin 1 ve 8 saatte az olduğu (Resim 4.3, A, B; Kuyucuk 6-9), 24 saatte ise kısmen 

(OC, Form II) ve liner (L, Form III) forma dönüşümün gerçekleştiği görülmektedir 

(Resim 4.3, A, B; Kuyucuk 6-9). Yüksek konsantrasyonda ise kesimin konsantrasyon ve 

zamana paralel olarak arttığı gözlemlendi (Resim 4.4, A, B, C; Kuyucuk 6-9). Ligandın 

(2) kesim etkisinin diğer lidantlara (1,  3) oranla daha az olduğu belirlendi. 

2+ 

DNA kesiminde reaktif oksijen türlerinin etkisini analiz etmek için değişik 

spesifik radikal söndürücüler kullanılarak agaroz jel elektroforezi tekrarlandı. 

Süperoksit anyonu için TEMPO (50 mM),  hidroksil radikali için tioüre (100 mM), ve 

DMSO (1M), singlet oksijen için histidin (25 mM) konsantrasyonlarında çalışıldı.  

varlığında 

tekrarlandığında 1 saatte kesimin çok az olduğu (Resim 4.3, A; Kuyucuk 10-13), 8 ve 

24 saatte ise özellikle 1000 µM konsantrasyonda kesimin arttığı (Resim 4.3, B, C; 

Kuyucuk 13), tüm SC formun OC ve L forma veya daha küçük fragmentlere 

parçalandığı gözlemlendi.  

pBluescript m13+ plazmid DNA kullanılarak kesim reaksiyonlarında reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) oluşup oluşmadığını ve bu oluşan reaktif oksijen türlerinin 

kesim mekanizmasındaki rollerini tespit etmek için ligantların (1-3) bakır varlığında ve 

yokluğunda DNA kesim etkisi üzerine radikal söndürücüler kullanılarak deneyler, DNA 

kesiminin anlamlı olduğu 500 mM konsantrasyon ve 24 saat inkübasyon süresinde 

tekrarlandı. Bakır yokluğunda histidinin (Kuyucuk 3, 8, 13) DNA kesimini büyük 

çoğunlukla, tioürenin (Kuyucuk 4, 9, 14) ve TEMPO’nun (Kuyucuk 5, 10, 15) kesimin 

tamamına yakınını ve DMSO’nun (Kuyucuk 6, 11, 16) ise kesimi kısmen inhibe ettiği 

gözlenmiştir (Resim 4.5). Bakır varlığında ise histidinin (Kuyucuk 3, 8, 13), DNA 
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kesimini büyük çoğunlukla, tiyoürenin (Kuyucuk 4, 9, 14), kesimin tamamına yakınını 

TEMPO’nun (Kuyucuk 5, 10, 15) ve DMSO’nun (Kuyucuk 6, 11, 16)  ise kesimi 

kısmen inhibe ettiği gözlenmiştir(Resim 4.6.). Bu sonuçlar kesimde hem singlet oksijen 

hemsüperoksit radikali hem de hidroksil radikallerinin etkili olabileceğini göstermiştir. 

Oluşan hidroksil radikalinin DNA şekerinden hidrojen atomu kopararak DNA kesimine 

sebep olduğu düşünülmekedir (Şekil 5.3.). 

Bu reaktif oksijen türleri, moleküler oksijenin, biradikal doğasının sonucu 

yüksek derecede reaktif oksijen türleri (ROS) oluşturma eğiliminde olmasından dolayı 

oluşur ve DNA şekerinden hidrojen atomu kopararak ya da DNA bazlarıyla etkileşerek 

zincir kesimine ya da alkilasyona sebep olur.  

Reaktif oksijen türleri, atom veya molekül olabilir ve en az bir çiftleşmemiş 

elektron 

 Moleküler oksijen, biradikal doğasının bir sonucu olarak yüksek derecede 

reaktif oksijen türleri (ROS) oluşturma eğilimindedir. Oksijenin ard arda indirgenmesi 

sonucu oksijen kaynaklı iki serbest radikal, süperoksit ve hidroksli radikali, nispeten 

daha kararlı ara ürün olan peroksit (H

içerirler,  son derece reaktif olup kısa ömürlüdürler.  

2O2

 

) ve zararsız son ürün su oluşur (şekil 5.1.).  

O2 O2
- H2O2 OH

..

H
+ H

+
OH

OH2
+ + + +

2 2
2

e e - e - e -

--

-

 

 

 

Şekil 5.1. Moleküler oksijenin indirgenmesi. 

Oksijen kaynaklı olan süperoksit radikali oksijene bir elektron transferi sonucu 

oluşur. Süperoksit bir indirgen ajan olarak davrandığında oksijene dönüşür (i). 

Süperoksit oksitleyici ajan olarak davrandığında hidrojen peroksit oluşur (ii). 

Süperoksitin self-redoks reaksiyonu sonucu da hidrojen peroksit oluşur (iii). Hidrojen 

peroksit bir radikal olmamasına rağmen oksiradikal kimyada ve patolojide önemli bir 

maddedir. Çünkü kendisi diğer zararlı oksijen kaynaklı serbest radikallerin oluşmasını 

sağlar. Hidrojen peroksit Fe2+ ile reaksiyona girerek OH radikalini oluşturur, bu 

reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinir (iv). 

Moleküler 
oksijen 

Süperoksit  
radikali 

Hidrojen 
peroksit 

Hidroksil 
radikali 

Su 
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Hidroksi radikali aynı zamanda demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonu sonucu 

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

oluşumu (iv) ve süperoksit ile Fe3+

Fe
3+ O2

- Fe
2+

O2

Fe
2+ O2

. - H
+

Fe
3+ H2O2

O2

. - H
+ H2O2

O2

Fe
2+ H2O2

Fe
3+

OH
.

OH-

H2O2 O2

. - OH. O2
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Hidroksil radikali elektrofilik ve çok reaktif bir radikaldir. Hidrojen atomuna 

etkili biçimde (k=109 M-1s-1) saldırabilir, ayrıca çift bağa da hızlıca (k≥10 10 M-1s-1)  

bağlanabilir. DNA’da bulunan fosfat grupları ile reaksiyonu ise yavaştır (k<107 M-1s-1

 

)  . 

Dolayısıyla, hidroksil radikali DNA şekerinden hidrojen atomu kopararak ya da DNA 

bazlarıyla etkileşerek zincir kesimine ya da alkilasyona sebep olur (Şekil 5.2.). DNA 

şekerinden hidrojen atomu koparılması DNA şeker fosfat belkemiğinin kesimi ile 

sonuçlanır. 4' pozisyonundan hidrojen atomu koparılması ile sonuçlanan DNA kesimi 

için olası mekanizma şekil 5.2.’de gösterilmiştir (Breen 1995). 

NN

NNH

O

NH2

R
NN

NHN

NH2

RDNA + R

Pürin baz modifikasyonu

Fosfodiester bağ kesimi

( 8 - alkil pürin)

.

 

 

Şekil 5.2. Radikaller ile oluşan DNA modifikasyon şeması. 
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Şekil 5.3. DNA şekerinden 4' pozisyonundan hidrojen atomu koparılması 

 

Ligantların (1-3) Cu2+ varlığında (Resim 4.8.) ve yokluğunda (Resim 4.7.) 

Agaroz jel elektroforezi ile Calf Thymus DNA’yı kesim etkisi hem konsantrasyona 

(250, 500, 750, 1000 µM)  hem de zamana (24 ve 32 saat) bağlı olarak çalışıldı.  Ligand 

1 ve Ligand 3 Cu2+ yokluğunda konsantrasyona ve zamana bağlı olarak DNA’da kesime 

sebep olurken (Resim 4.7, A, B; Kuyucuk 2-5 ve Kuyucuk 10-13) Ligand 2’nin DNA 

kesiminde çok az etkisi olduğu (Resim 4.7, A, B; Kuyucuk 6-9) gözlemlendi. Cu2+

Bu çalışmada sentezlenen (+)-Duocarmycin antibiyotiği analoglarının bakır 

varlığında ve yokluğunda DNA kesimine sebep olduğu ayrıca bakır varlığında kesimin 

büyük ölçüde arttığı gözlemlenmiştir. C-5 pozisyonunda dimetilaminoetoksi grubu ve 

C-6 pozisyonunda metoksi grubu içeren, indol karboksilik asit 1’in hem bakır varlığında 

hem de bakır yokluğunda DNA kesiminde diğer ligantlara oranla daha etkili olduğu 

elektroforez sonuçlarından anlaşılmaktadır. Morfolinetoksi sübstienti içeren, indol 

karboksilik asit 3 de DNA kesiminde oldukça etkindir, N,N-dimetilglisin grubu içeren, 

 

varlığında ise tüm ligandlar konsantrasyona ve zaman bağlı olarak DNA kesimine sebep 

olurken (Resim 4.8.), ligand 1’in kesim etkisinin en fazla olduğu tespit edildi (Kuyucuk 

2-5).  
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indol karboksilik asit 2’nin kesim etkisi diğer ligantlara göre daha azdır. 1 nolu ligandın 

kesim etkisinin daha fazla olması, C-5 pozisyonunda bulunan dimetilaminoetoksi grubu 

ve C-6 pozisyonunda bulnan metoksi gruplarının DNA ile daha güçlü bağlanmasından 

kaynaklandığı düşünülmektedir (Pandya, 2010). Tüm ligandlarda bakır varlığında kesim 

arttığı tespit edilmiştir. Bazı kanser türlerinde, tümör hücrelerinde bakır miktarının 

sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında 2-3 kat daha fazla olması (Tablo 2.1.) sonucun 

önemini göstermektedir. Cu2+ varlığında ve Cu2+

 İndol karboksilik asitlerin DNA küçük oluğuna bağlandığı bilinmektedir 

(Pandya, 2010), bu çalışma ile DNA kesim etkileri de olduğu da tespit edilmiştir. 

 yokluğunda DNA kesiminde değişik 

spesifik radikal söndürücüler ile reaktif oksijen türlerinin etkisi çalışıldığında plazmid 

DNA’nın büyük ölçüde korunduğu gözlemlenmiştir, bu sonuç sentezlenen indol 

karboksilik asitlerin serbest radikaller oluşturarak DNA kesimini gerçekleştirdiğini 

göstermektedir.  

DNA kesiminde reaktif oksijen türlerinin etkisini araştırmak için reaksiyonlar 

histidin, tioüre, TEMPO ve DMSO varlığında tekrarlandı ve bu radikal söndürücülerin 

DNA kesimini inhibe ettiği gözlendi. DNA kesim reaksiyonlarında reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) oluştuğu, DNA kesiminin histidin, tioüre, TEMPO ve DMSO ile 

kısmen inhibe olmasından anlaşılmaktadır (Qian 2010; Fekry 2011). 

 Ligandların LogP değerleri ALOGPS 2.1 programı ile hesaplanmış (Tetko 

2004); 1, 2 ve 3 nolu ligandlar için sırasıyla 0.819, -0.005 ve 0.108 olarak 

bulunmuştur. Lipinski (Lipinski et al, 1997) tarafından önerilen kurala göre bir ilacın 

logP değeri -0.4 ile +5.6 arasında olması gerekmektedir

Pfizer kuralları olarak da bilinen Lipinski kuralları, bir kimyasal bileşiğin 

farmakolojik veya biyolojik aktivitesine bağlı olarak, o kimyasal bileşiğin insanlarda 

oral aktif ilaç olabilirliğini açıklayan pratik bir kuraldır. 1997 yılında 

. Ayrıca ligandların molekül 

ağırlıkları da Lipinski kuralı ile uyum içerisindedir. 

Christopher A. 

Lipinski tarafından formüle edilen bu kural, birçok tedavi edici ilacın genellikle küçük 

ve lipofilik olmasının gözlenmesi temeline dayanır.  

Bu kural insan vücudunda ilaç farmakokinetiği için, absorpsiyon, dağılım, 

metabolizma ve boşaltımı da içine alan (ADME) moleküler özelliğin önemini açıklar. 

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Christopher_A._Lipinski&action=edit&redlink=1�
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Christopher_A._Lipinski&action=edit&redlink=1�
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Christopher_A._Lipinski&action=edit&redlink=1�
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Bununla birlikte, bu kural bileşiğin farmakolojik olarak aktif olup olmadığını 

öngöremez. 

Lipinski kuralına göre bir ilaçta beş taneden fazla H bağı donörü veya 10 

taneden fazla H bağı akseptörü varsa, ilacın moleküler ağırlığı 500 daltondan fazla ve 

logP değeri 5’ten büyükse, bu ilacın zayıf absorpsiyon ve geçirgenliğe sahip olacağı 

belirtilmiştir. G

Bu kural, ilaç keşfedilirken farmakolojik aktif öncü yapının basamak basamak 

aktivitesini ve seçiciliğini arttırmak için optimize edilirken dikkate alınması gereken 

önemli bir kuraldır. Lipinski kurallarına uyan ilaç adaylarının klinik denemelerde zayıf 

kalma riski düşüktür ve bundan dolayı piyasaya ulaşmada şansları yüksek 

olur. 

enellikle, oral olarak aktif ilaçların belirtilen bu kriterlerden birden 

fazlasını ihlal etmemesi gerekir.   

Ligandların LogP değeri bu aralıkta 

Bu çalışmaların devamı olarak, sentezlenen ligandların DNA bağlanma ilgileri 

için floresans spektroskopisi, termal denatürasyon, viskozimetrik çalışmalar ve 

sitotoksisite çalışılmaları için MTT deneyi yapılması planlanmaktadır.  

olması moleküllerin kimyasal nükleaz ve 

antikanser ajanı olarak kullanılabilirliğini arttırmaktadır. 
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7. EKLER 

EK 1. Elektroforezde kullanılan çözeltiler 

Agaroz jel elektroforezi için kullanılan çözeltiler 

1.0 g   Agaroz           

Agaroz Jel (%1) 

100 mL  TAE tamponu 

 

0.7 g   Agaroz           

Agaroz Jel (% 0.7) 

100 mL  TAE tamponu 

 

Tris bazı   242 g 

Jel Yürütme Tamponu (50x; pH 8.2) 

Glasiyel asetik asit  15 g 

EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 mL  

d H2

Saf su ile 1:50 oranında seyreltilerek kullanılır.  

0    1L     
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EK 2. Agaroz Jelin Hazırlanması 

1. Elektroforez aygıtı ile sağlanan plastik tepsinin kenarları otoklav bandı ile 

sarılarak bir kalıp oluşturulur ve plaka yatay konumda, düzgün bir yere yerleştirilir.  

2. Agaroz 250 mL’lik bir erlen içerisinde bulunan Tris asetat  tamponuna  ilave 

edilir ve erlen agaroz eriyinceye kadar mikrodalga fırında tutulur (Agaroz taneciklerinin 

mümkün olan en kısa sürede erimesi sağlanmalıdır.) 

3. Agaroz çözeltisi 60 o

4. Çözelti kenarları otoklav bandı ile sarılmış ve tarak yerleştirilmiş cam 

tabakaya dökülür. 

C’ye kadar soğutulur. Daha sonra 1.5 µL etidyum 

bromür (10 mg/mL) ilave edilir ve karıştırılır. 

5. Jel donması için oda sıcaklığında 40-45 dakika bekletilir. Jel donduktan sonra 

tarak ve otoklav bandı dikkatle çıkarılır. 

 

DİKKAT!!! Etidyum bromür kuvvetli bir mutajen ve oldukça toksiktir. Bu 

boyayı içeren çözeltilerle çalışırken mutlaka eldiven giyilmelidir.  
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EK 3. Örneklerin Yüklenmesi ve Yürütülmesi 

1. Eppendorf tüplerinde bulunan örneklere 3 µL yükleme tamponu ilave 

edilir. 

2. Jelin kuyucukları elektroforez tamponu ile doldurulur ve hazırlanan DNA 

örnekleri uygun bir pipet ile tampon dolu kuyucuklara dikkatlice yüklenir.  

3. Jel elektroforez tankına yerleştirilir ve tank maksimuma kadar Tris asetat 

tomponu ile doldurulur. Tankın kapağı kapatılır ve elektrik bağlantıları yapılır. 

DNA katottan (siyah uçtan) anoda (kırmızı uca) doğru hareket eder. Elektroforez 60 

V’ta 500 mA akım uygulanarak 90 dakika süreyle yürütülür.  

4. Elektrik akımı kesilir, tel bağlantıları ve kapak çıkarılır.  

 

 Jel yükleme tamponları üç amaç için kullanılırlar: i) Örneğin yoğunluğunu 

arttırarak DNA’nın kuyucuğa düzgün olarak yüklenmesini sağlarlar, ii) Örneği 

renklendirerek yükleme işlemini basitleştirirler, iii) Elektriksel alanda anoda doğru 

hareket ederler.  

 

Kuyucuk 
  kontrol örnek 1….. örnek 2….. örnek 3…..   kontrol  

     

Agaroz jel yükleme şeması 
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EK 4. Bakteri kültürünün hazırlanması  

Bakteri üretmek için gerekli besiyerinin bileşenleri 

Tripton   10 g 

Luria Bertani broth (LB)  

NaCl     5 g 

Yeast ekstrakt   5 g 

d H2

250 mL’lik erlenlere 50 mL konularak 121 

0    1L  

o

 

C'da 15 dakika otoklavda steril 

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

Tripton   10 g 

Luria Bertani agar (LB) 10 g Tripton  

NaCl     5 g 

Yeast ekstrakt   5 g 

Agar    15 g 

d H2

121 

0    1L  

o

 

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

ilave edildi, steril petri kaplarına döküldü ve oda sıcaklığında katılaşması beklendi.  

Gliserollü stoktan alınan bakteri eküvyon çubuğu yardımı ile LB katı besiyerine 

yayıldı ve 37 °C’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. Bu katı kültürden 1 koloni alınarak 

sıvı besiyerine eklendi ve 1 gece 200-250 rpm hızla çalkalandı. Hazırlanan bakteri 

kültüründen Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit kullanarak pBluescript 

M13+ plazmid DNA (3.2 kb) saflaştırıldı. 
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EK 5. Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit kullanarak pBluescript 

M13+ plazmid DNA (3.2 kb) saflaştırılması. 

Tüm aşamalar oda sıcaklığında yapılmalıdır. 

Tüm santrifüjleme aşamaları ˃1200 x g ile yapılmalıdır. 

1. 3 mL bakteri kültürü mikro santrifüjde (6800 x g) 2 dakika 

santrifüjlendi. 

2. Süpernatant döküldü, pellet resüspansiyon çözeltisi ile (250 µL) 

yeniden süspanse edildi. 

3. Lizis solüsyonu (250 µL) ilave edildi ve tüpler 4-6 defa ters düz 

edildi (Solüsyonun berrak ve viskoz olması gerekir). 

4. Nötralleştirme solüsyonu (350 µL) ilave edildi ve tüpler 4-6 defa 

hızlıca ters düz edildi. 

5. Tüpler 5 dakika santrifüjlendi. 

6. Süpernatant GeneJET spin kolon tüplerine aktarıldı. 

7. 1 dakika santrifüjlendi, altta kalan sıvı döküldü ve tüpler yeniden 

aynı toplama tüplerine konuldu. 

8. GeneJET spin kolonuna yıkama solüsyonu (500 µL) ilave edildi. 

30-60 saniye santrifüjlendi, altta kalan sıvı döküldü ve tüpler yeniden aynı 

toplama tüplerine konuldu. 

9. Yıkama prosedürü (8. basamak) tekrar edildi. 

10. Kalan yıkama solüsyonun uzaklaştırmak için 1 dakika daha 

santrifüjlendi, altta kalan sıvı döküldü ve tüpler yeniden aynı toplama 

tüplerine konuldu. 

11. GeneJET spin kolonu temiz mikrosantrifüj (eppendorf) tüplerine 

yerleştirildi. Elüsyon solüsyonu (50 µL) GeneJET spin kolonunun 

merkezine, membrana temas etmeden eklendi. 2 dakika oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra 2 dakika santrifüjlendi. 
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