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AMAC

Endiyen yapisina sahip dynemicin, calichemicin, esperamicin ve neocarzinostatin gibi
dogal antitiimor antibiyotikleri diradikal olusturarak DNA kesimine sebep olurlar.
Yapisal olarak cok karmasik olan bu dogal iiriinleri sentezlemek zor oldugundan,
bunlarin kimyasia benzer davranislarda bulunan daha basit molekiilleri sentezlemeye
yonelik galismalara yonelmeler artmistir.

Bu calismadaki temel amacimiz endiyen dogal iiriinlerde oldugu gibi DNA
kesimini baglatabilecek, aril radikali olusturabilecek yeni ve karmasik olmayan
molekiiller sentezlemektir. Bu amacla benzendiazonyum iyonunun DNA kesimi i¢in iyi
bir model oldugu daha 6nceden belirlenmistir. Bizimde bu tezdeki amacimiz farkh
sibstitiie aril radikallerin DNA kesimi {izerine etkilerini arastirmaktir. DNA ve
komponentlerine karst aril radikallerinin kontroliinii saglayan faktorler ve diger yapisal
ozellikleri anlamamiz, yeni sentetik DNA kesim molekiilleri bulmamiza sebep olacaktir.
Bu da bizim daha etkili ve az toksik yeni ilaglar gelistirmemize yardimci olacaktir.

Diger bir amacimiz da aril radikalleri sonucu olusan DNA hasarini
antioksidant ve antimikrobiyal aktivitesi bilinen bazi Hypericum ve Achillea tiirii bitki

ekstraktlariin koruyucu etkilerini arastirmaktir.



OZET

Bu c¢alismada farkli siibstitiie aril radikallerinin radikal reaktivitesi ve DNA
kesimi iizerine etkileri arastirildi. Sentezlenen farkli siibstitiie diazonyum tuzlarmin
inorganik bir elektron donor (CuCl) varhiginda pBluescript M13+ plazmid DNA’y1
kestigi gozlendi. DNA kesiminin siibstitiie gruba bagl olarak kismen degistigi ve bazi
diazonyum tuzlarinda DNA kesiminin elektron dondr olmadan da gerceklestigi
belirlendi. Kesim mekanizmasinin aril radikalinin DNA’nin deoksiriboz sekerinden bir
hidrojen atomu kopararak geceklestigi dngoriilmektedir.

Ayrica  aril radikaleri ile olusan DNA hasar1 tlizerine antioksidant ve
antimikrobiyal aktiviteleri bilinen Hypericum retusum Aucher, Hypericum scabrum L.,
Hypericum lysimachioides Boiss&Noe var .lysimachioides, Achillea aleppica D.C.
subsp. aleppica, Achillea aleppica D.C. subsp. zederbaueri (Hayek) Hub. -Mor. ve
Achillea biebersteinii Afan. bitki ekstaraklarinin koruyucu etkileri agaroz jel
elektroforezi ile arastirildi. Denenen bazi Hypericum ve Achillea tirt bitkilerin etanol
ekstraklarin, aril radikalleri sondiirme kapasitesinin olmadig1 ve dolayisiyla DNA
kesimini 6nlemedigi, aksine kesimi arttirdig1 belirlendi. Bundan yola ¢ikarak bitkilerin
tek basina ve bir elektron dondr varliginda DNA kesimi incelendi. Bitkilerin etanol
ekstraklarinin Cu®* varliginda DNA’y1 kestigi tespit edilmistir. Kesim mekanizmasinin
bitkilerin i¢inde bulanan flavonoidlerin bakir ile selatlasarak gerceklestigi

diistinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA Kesimi, Serbest Radikaller, Radikal Sondiiriicii, Bakir,
Hypericum, Achillea



ABSTRACT

The ultimate aim of this thesis was to investigate the effect of different aryl
substituted analogues of benzenediazonium tetrafluoroborate on radical reactivity and
DNA cleavage ability. The results indicated that cleavage of a DNA duplex from
pBluescript M13+ DNA was observed by the different substituted aryl diazonium salts,
in the presence of inorganic one-electron donor. Moreover, DNA cleavage was partly
affected by different substitute group and DNA strand-scission was also observed
without one electron donor in the presence of some tested diazonium salts. Its
mechanism involves the generation of the aryl radical that cleaving DNA by hydrogen
atom abstraction from deoxyribose sugar.

The protective effect of Hypericum retusum Aucher, Hypericum scabrum L.,
Hypericum lysimachioides Boiss&Noe var .lysimachioides, Achillea aleppica D.C.
subsp. aleppica, Achillea aleppica D.C. subsp. zederbaueri (Hayek) Hub. -Mor. ve
Achillea biebersteinii Afan. plants extracts on DNA cleavage mediated by aryl radical
was also investigated using pBluescript M 13+ plasmid DNA, as judged by agarose gel
electrophoresis. It was found that aryl radical induced DNA strand scission was not
prevented by ethanol extracts of Hypericum and Achillea. On the contrary, DNA
cleavage was increased in the presence of plant extracts. Therefore, we decided to
investigate the DNA cleavage ability of plant extracts alone and also in the presence of
copper (II) chloride. It was found that the naturally occuring plant extracts caused strand
scission of DNA in the presence of copper ion. The mechanism of the DNA strand
scission by plant extracts (in the presence of Cu”* ion) indicated an involvement of
oxygenation of aromatic nucleus, affording catecholic moieties that were proposed to
coordinate Cu®* and subsequently effect the reduction of dioxygen to reactive species,

followed by the oxidation of catecholic moiety via the coordinated Cu®* ion.

Keywords: DNA Cleavage, Free Radical, Radical Scavenger, Copper, Hypericum,
Achillea



KISALTMALAR

DNA Deoksiriboniikleik asit

RNA Riboniikleik asit

Al Achillea aleppica subsp. aleppica
A2 Achillea aleppica subsp. zederbaueri
A3 Achillea biebersteinii

H1 Hypericum retusum

H2 Hypericum scabrum

H3 Hypericum lysimachioides



1. GIRIS
1. 1. DNA’nin Yapisi ve Ozellikleri

Watson ve Crick, baska arastirmacilar tarafindan yapilan deneylerin ve
sentezlerin  sonuglarmi inceleyerek DNA  yapisimi  aydinlatmislardir.’  Todd  ve
arkadaslari® deoksiriboniikleotitlerin birbirlerine fosfodiester baglariyla baglandiklarini,
bu baglarin bir niikleotitteki 5’-fosfat gruplariyla diger niikleotidteki 3°-hidroksi
gruplar arasinda oldugunu ve deoksiriboniikleotitlerin iki plirin bazi ve iki plirimidin
bazi igerdigini belirlemiglerdir. Piirin bazlar1 Adenin ve Guanin, piirimidin bazlari ise
Sitozin ve Timindir. Chargaff ve arkadag]arl3 DNA zincirindeki A/T ve G/C oranlarinin
1 oldugunu gdstermisler. DNA’nin tek zincir yapisi sekil 1.1°de goriildiigii gibidir.
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Sekil 1.1. DNA tek zinciri, Deoksipoliriboniikleotid zinciri



DNA’ nmin ilk X-ray fotografindan DNA bazlarinin birbirleriyle sikica istiflendigi
anlagilmistir.' Gulland’ yaptigi ¢alismalar1 sonunda bazlarin birbirleriyle hidrojen
baglariyla baglandigini rapor etmistir. Watson ve Crick,® Wilkins’ tarafindan ¢ekilen X-
ray fotografiyla beraber, bu konuyla ilgili yapilan diger ¢aligmalarinin sonuglarini da
degerlendirerek Adenin ile Timin, Sitozin ile Guanin arasinda spesifik hidrojen baglar

oldugunu ileri siirdiiler (Sekil 1.2)
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Sekil 1.2. A-T ve C-G arasindaki Watson-Crick Hidrojen Baglari

Watson, Crick ¢ift sarmal modeli sag el heliks yapis1 gostermekte ve ¢ift zincirin
bir doniisiinde yapiya 10 baz ¢ifti girmektedir. Baz ¢iftleri ¢ift sarmal eksenine dik
olacak sekilde yerlesmislerdir. Bazlarin birbirleriyle istiflenmesi ve yapmin kararhilig
London® ve hidrofobik etlilesmelerle’ saglanir. iki zincir bazlar arasinda meydana gelen
hidrojen baglariyla birbirlerine baglanir.

DNA’ da bazlar heliksin ekseni boyunca, seker fosfat omurgasiyla sarilmis bir
sekilde yerlesmislerdir. Seker fosfat gruplari birbirlerine 3°, 5’-fosfodiester baglariyla
baglandiklart i¢cin DNA’min bu kismi ¢ok diizgiindiir. Farkli iki DNA zincirlerinde
zincir boyunca uzanan niikleotidlerin siras1 farklidir. Piirin ve plirimidin bazlar1 yaklasik
diizlemsel molekiillerdir, heliks eksenine yaklasik olarak diktirler ve {stiiste
istiflenmiglerdir. Heliksin iki zinciri bazlar arasindaki hidrojen baglariyla birbirlerine

baglanirlar. (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. DNA ikili zincir yapisi



DNA’da bazlar heliks yapinin i¢ kisminda seker fosfat ise heliks yapmin dis
kisminda yer alir. Bundan dolay1 bir zincirdeki bazlar diger zincirdekine gore
birbirlerine daha yakin olurlar. Bu yakinliktan dolayi bir zincirdeki biiyiik piirin bazlar
arasinda (A veya Q) ile diger zincirdeki kiigiik ptirimidin bazlar1 arasinda spesifik baz
¢ifti kaginilmazdir. iki piirin baz ¢ifti ¢ok fazla, iki piirimidin baz ifti ise ¢ok az yer
kaplar ve bu da diizgiin bir heliks yapiya olanak saglamaz. Sonugta Guanin ile Sitozin
veya Adenin ile Timin arasindaki hidrojen baglarn diger kombinasyonlara gore daha
glicli olur. Guanin / Sitozin veya Adenin / Timin tamamlayici baz ciftlerini olusturur,
boylece heliks yapidaki iki poliniikleotid zincirindeki baz dizileri birbirlerinin
tamamlayicist olurlar. Ornegin bir zincirdeki baz dizisi 5°-TGCATG-3’ ise diger
zincirdeki 3’~ACGTAC-5’ olur."

Baz ciftlerini seker halkalariyla birlestiren glikozidik baglar birbirlerinin tam
olarak karsisinda olmadig1 igin heliksteki iki seker fosfat omurgasi heliks eksenine esit

uzaklikta olmaz. Sonug olarak biiyiik ve kiigiik oyuklar olusur. (Sekil 1.4).

Hidrojen
bagi

Seker fosfat
omurgasi

Sekil 1.4. DNA yapist



DNA yapisindaki hidrojen baglar1 6nemli oldugu i¢in baz tautomerlesmesi de
arastirilmistir.  Sekil 1.6°da goriildiigii gibi bir tautomerik formda hidrojen bagi
yoniinden donér olan bir grup diger formda akseptor olabilir ve protonlar heterosiklik
halkada farkli pozisyonlara gegebilirler. Bazlar i¢in en kararli tautomerik form olan
amino grubuna sahip olduklart (A, G, C) amin formudur, imin formu kararl degildir.
Guanin ve timindeki oksijen atomlati keto formda olmay1 enol formda olmaya tercih
ederler."’

DNA’nin sarmal yapisi ile ilgili ti¢ ana farkh konformasyonel yapi saptanmistir;
A-DNA ve B-DNA sag sarmal, Z-DNA ise sol sarmal yapidadir. (Sekil 1. 5). Her bir
konformasyon iki tane antiparalel poliniikleotid zincirinin Watson-Crick hidrojen
baglariyla birbirlerine baglanmasi sonucu olusur, fakat heliks sekilleri farklidir. En
baskin form B-DNA’da ikili sarmalin ust iiste gelen baz ¢iftlerinin arasit 0.34 nm’dir.
Sarmalin tam bir doniistine karsilik gelen adimiysa 3.4 nm’dir. B-DNA’da her doniiste
10 baz bulunur. Bu formdaki DNA’da sarmalin dis kisminda diizenli olarak siralanmis
bir biiyiik bir kiiciik oluk vardir. A-DNA, B-DNA’ya gore biraz daha sikisik bir
molekiildiir. Sarmalin adim1 2.3 nm’dir ve 11 baz icerir. Z-DNA’da ise bir adimda 12

baz cifti bulunur. Sadece kii¢iik oluk vardir, bazlar zikzak ¢izmis gibi gﬁrﬁnﬁrler.lo

B-DNA A-DNA Z-DNA

Sekil 1. 5. DNA’nn {i¢ farklh formu
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Sekill 1. 6. DNA bazlarini hidrojen bagi yapan kisimlari. D, Donor; A, Akseptor.



1. 2. DNA’ya Zarar Veren Maddeler Neden Onemlidir?

DNA’ya zarar veren maddeler Biyokimya ve Molekiiler Biyolojide onemli rol
oynarlar. Aym1 zamanda gen terapisinde ve biyoteknolojinin gelisiminde biiyiik bir
oneme sahiptirler. Bu tiir maddeler, kanser terapisinde de ©nemli bir rol
oynamaktadirlar. Bu nedenlerden dolay1, DNA’ya baglanabilen veya onunla reaksiyona
girebilen kiigiik molekiillerin izolasyonu ve sentezine yonelik cahismalara ciddi bir
yonelme olmustur.

Biyolojik aktivite gosterme potansiyeline sahip dogal tirtinlerin, dogal seleksiyon
sonucu olustuguna inanihr.'? Dogal tirinlerin neden oldugu DNA hasar1 genelde
sitotoksik, ve mutajenik 6zellikler gosterir. Bundan dolay1 hayatta kalma savasinda ya
oldurticti ya da koruyucu silah olarak davranabilirler. Dogal tirtinler yararli organik
bilesikler icinde genis bir yer kaplarlar. DNA’ya zarar veren dogal tiriinlere ilgi onlarin
sitotoksik ve sitostatik etkilerinden kaynaklanir. Bu etkilerden dolayr DNA’ya zarar
veren birgok dogal iiriin ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilir. Bazilar1 ise
terapdtik ilaglar icin oncii olmuslardir.”*"® Sonug olarak yiiksek biyolojik aktiviteleri
olan dogal iiriinler bazen beklenmedik yollarla biyolojik etki gosterebildikleri igin,

kompleks yasam siirecini agiklamak igin yararl olabilirler.

1. 3. Kovalent DNA Modifikasyonunun Genel Mekanizmasi

DNA’nin kovalent modifikasyon mekanizmalari iki kategoride siniflandirilir: (i)
Elektrofillerin DNA’nin niikleofilik kisimlarla reaksiyonu, ya da (ii) radikallerin DNA
ile reaksiyonu.

Elektrofiller DNA yapisindaki farkli niikleofilik kisimlarla etkilesebilir.
Kimyasal yapilarina bagli olarak DNA’nin belli niikleofilik kisimlarina selektivite
gosterirler. DNA’da guaninin N-7, N-3 ve exosiklik N? amino grubu ile adeninin N-7 ve

N-3 kisimlart dogal iiriinlerle en cok modifikasyona ugrayan kisimlardir.'”2°(Sekil 1.7).
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Sekil 1. 7. Watson—Crick baz ¢ifti ve seker fosfat omurgasi
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Sekil 1.8. Abazik bolge olusumu ve DNA kesimi



Piirin kalintilarinin N-7 ya da N-3 pozisyonundan elektrofilik modifikasyonu
glikozidik bagin zayiflamasiyla sonuglanir. Bunun sonunda abazik bdlge (1) olusur ve
notral sartlarda bu bdlgeler hidrolizlenerek DNA kesimi gergeklesir21'25(5ekil 1.8).
DNA bazlarindaki exosiklik azot ve karbonil oksijenleri ya da DNA omurgasindaki
fosfat  oksijenleri ile elektrofik tiirleri reaksiyonu genellikle kararh {iriinler
olu§turur.26'28

Baz1 radikal tiirleri DNA ile degisik pozisyonlarda etkilesirler. DNA’nin
radikaller tarafindan hasara ugratilmasinda en onemli yol deoksiribozdan hidrojen

29-31

atomu koparilmasidir. Deoksiriboz sekerinden hidrojen atomu koparilmasi seker

30-31

fosfat omurgasinin kirilmasina sebep olur.” ' (Sekil 1.9). Seker fosfat omurgasina

etkimeye ek olarak bazi radikaller de DNA bazlariyla etkilesirler.’*™”

Bu reaksiyonlar
seker fosfat omurgasimin kirilmasina sebep olmazlar fakat DNA yapisindaki
modifikasyonlar biyolojik olarak &nemlidirler. Spesifik bir baglanma olmadigi zaman
DNA kesimi genelde kiigiik dizilerle ya da baz dzgiinliigiiyle meydana gelir.”® Bunun
aksine alkilleyici ajanlarla DNA kesimi bir veya daha fazla DNA bazi i¢in selektivite

gosterir.
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Sekil 1. 9. DNA sekerinden hidrojen atomu koparilmasi (R, R’= DNA omurgasi)



1. 4. DNA Tle Etkilesen Ilaclar

DNA ile etkilesen ilaglar tic ana bashk altinda toplayabilirizz DNA‘daki baz
ciftleri arasina girerek a-heliks yapiy1 bozan interkalatorler; DNA bazlariyla kovalent
olarak baglanan alkilleyici ajanlar ve radikal olusturarak DNA poliniikleotid zincirinde

kesime neden olan DNA zincirini kiranlar.'®

1. 4. 1. DNA interkalatorleri

Diiz, genellikle aromatik ya da heteroaromatik molekiiller a-heliks yapidaki baz
ciftleri arasma girerek DNA’ ya baglanirlar ve baz ciftleriyle kiimelenirler.
Interkalasyonda etkin olan kuvvetler yiik transfer kuvvetleridir, fakat hidrojen baglari ve
elektrostatik kuvvetler de kararhilikta rol oynarlar.’’” ilk olarak 1961 yilinda Lerman
tarafindan ac¢iklanan interkalasyon, ilacin heliksin eksenine rijit bir sekilde, dik olarak
kovalent olmayan baglanmasldlr.38 Bu da baz ciftlerinin diisey olarak ayrilmasina sebep
olur, dolayisiyla seker fosfat omurgasi biikiiliir ve heliksin yapisi bozulur. Goriiniise
gore interkalasyon giicle ilgilidir. Baz cifleri ile interkalator molekiilii arasindaki van
der Waals kuvvetleri, birbirleriyle kiimelenmis baz ciftleri arasindaki van der Waals

kuvvetleri’nden daha gii(;liidiir.39

Sekil 1.10. Etidyum bromiiriin B-DNA’ya interkalasyonu.



Interkalasyon Watson-Crick hidrojen baglarini kirmaz, heliks yapiyr deforme
eder. Direk DNA hasarma sebep olmaz, heliks yapida konformasyon degisikligine yol
acar.

DNA interkalatorlerini {i¢ gruba ayirabiliriz. Akridinler (2), aktinomisinler (3) ve

anthrasiklinler (4).10

MeO NHSO,CH; _Sar _Sar
jij L—Prc|> \II_—MeVaI L-Prc|) L-MeVal
R o R o}
\ 7 \ /
HN LT L-Thr
o)
N
= AN
—
N o o
R R CH, CH,
(2) Amsacrine, R=R’=H (3) Actinomycin D, R=R’= D-Val

(4) Adriamycin, X=0OH

1. 4. 2. Alkilleyici Ajanlar

DNA alkilleyicileri ile interkalatorleri arasindaki fark baglanma sekilleridir.
DNA interkalatorleri DNA ile kovalent olmayan baglarla baglanirken, alkilleyici ajanlar
kovalent baglarla baglamrlar. Kanser kemoterapisinde kullanilan en dnemli alkilleyici
ajanlar azot hardallari, etileniminler, metanosiilfonik asit esterleri, ve platin

komplekleridir. 10



1. 4. 2. 1. Azot Hardallar

Siilfiir hardali 1. ve II. Diinya savaslarinda kullanmilmig ¢ok toksik sinir gazidir. 1.
Diinya Savasinda siilfiir hardaliyla 6len askerlerin otopsileri sonucu lokopeni (diisiik
beyaz kan hiicresi), kemik iligi aplazi, lenf dokularmda bozunma, ve gastrointestinal
sistemde iilser saptanmistir. Bu lezyonlar siilflir hardallariin hizli béliinen hiicrelere
etkili oldugu sonucuna gotiirmiis ve antitlimor etkileri olabilecegi diistintilmiis. 1931
yilinda siilfiir hardal insanlarda tlimér hiicresine enjekte edi]mig,40 fakat bu islemin
sistematik kullanim i¢in ¢ok toksik oldugu artaya ¢ikmistir. Gillman ve diger kimyacilar
daha az toksik olan azot hardallarinin antitiimdr etkisini incelemisler. 1942 yilinda azot
hardalinin klinik denemeleri baslamistir. Calisma II. Diinya savasi siiresince devam
etmigtir. Azot hardallarinin 1946 yilindan beri kanser tedavisinde kullanildid:

bilinmektedir.*' Bu ¢alisma modern kanser kemoterapisinin baslangici olmustur.

R
I
R e o >SN
Silfiir hardah Azot hardali

Ross’a gore biyolojik alkilleyici ajanlar fizyolojik kosullarda (pH 7.4, 37° C,
sulu ¢6zelti) hidrojen atomuyla alkil grubunun yerini degistirebilen molekiillerdir. DNA
icin en iyi reaktif olan niikleofilik kisimlar N-7 guanin > N-3 adenin > N-1 adenin > N-
1 sitozin siralamasidir.*?

Azot hardallar1 bifonksiyonel alkilleyici ajanlardir, yani iki tane elektrofilik
kistimlar1 vardir. DNA bazlarmi zincir ig¢i veya zincirler arasi baglayabilirler. Azot
hardallarmin alkilasyonu sekil 1.11°da gosterilmistir. Azot hardallari komsu iki DNA
zinciri arasina girerek iki guanin bazini N-7 pozisyonundan alkilleyerek iki zinciri

birbirine bag]ayabi]ir]erm(Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Azot hardallarinin neden oldugu ¢apraz baglanma



1. 4. 2. 2. Diger Alkilleyici Ajanlar

Diger alkilleyici ajanlar etileniminler (5), metanosiilfonik asit esterleri (6), azot

kaynaklilar (7) ve platin kompleksleridir (8)."
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1. 4. 3. DNA Zincirini Kiranlar

DNA ile etkilesen ilaclarin bazilar basta DNA interkalatorleri gibi bazlarin
arasina girerler daha sonra uygun kosullarda radikalleri olustururlar. Bu radikallerin
DNA ile etkilesimi DNA zincirinin kirilmasina sebep olur.

1. 4. 3. 1. Antrasiklin Antitiimor Antibiyotikleri

DNA intekalatorleri olan antrasiklinler ayn1 zamanda oksijene bagli DNA

4
hasarina da neden olurlar.*



Doxorubicin, X = OH
1. 4. 3. 2. Bleomycin

Bleomycin 1966 yilinda Streptomyces verticillus’tan izole edilmis bir antitiimor

antibiyotigidir.***

OH
o OH
OH
O
OH //[\
0] NH,
Bleomycin

Bleomycinde pirimidin, f-aminoalanin ve B-hidroksiimidazol Fe(Il) ile DNA
kesim etkisi olan kararli bir kompleks olusturur. NMR ve hidrodinamik ¢alismalar
yapidaki bithiazolun interkalasyon etkisi oldugunu, fakat bu interkalasyonun klasik

46,47
%47 Bazi

interkalatorler (etidyum bromiir vb.) kadar etkisi olmadigimi gostermistir.
calismalar bithiazolun tam interkalete olmadigin1 fakat DNA yapisindaki oluklara

baglandigim géstermi§tir.48’49 Yapidaki stilfonyum iyonunun fosfat grubu ile



elektrostatik olarak etkilesme olasiligi vardir.”® Glikoz, mannoz ise bleomicinin bazi
kanser hiicrelerinde selektif olarak birikiminden sorumlu olabilirler, fakat DNA

kesiminde rol almazlar.

0
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Bleomycin-Fe II Kompleksi

DNA kesim iiriinlerinin incelenmesiyle, kesimin genellikle DNA zincirinin 3'
ucundaki piirin niikleotidine bagli olan piirimidin niikleotinin 4' karbon atomundan

hidrojen koparilmasiyla gerceklestigi an]asllmlgtlr.51
1. 4. 3. 3. Enediyen Antibiyotikleri

1965 yilinda izole edilen neocarzinostatin® disindaki enediyen antibiyotikleri
esperamicin,53 calicheamisin,™ ve dynemicin A> 1980’lerin sonlarina dogru gesitli
mikroorganizmalardan izole edilmislerdir. Yapilarinda en az bir ¢ift bag ve iki {i¢lii bag
bulundurduklar1 i¢in enediyen antitiimor antibiyotikleri olarak anilirlar. Bu tiir
molekiiller DNA zincirinde kiiciik olukta interkalasyon yaparlar daha sonra SR veya

NADPH gruplariyla aktive edilerek DNA zincirini kesen radikallerini olustururlar.
1. 4. 3. 3. 1. Neocarzinostatin

1965 yilinda Sterptomyces carzinostaticus’tan izole edilmistir.’* Bilinen en eski
enediyen antibiyotigidir. Zinostatin olarak da bilinir.”® Tiyol tarafindan aktive edilerek
Bergman, yeniden diizenlenmesiyle diradikal olusturur. Oksijen varliginda iki farkh

mekanizma ile DNA kesimi gergeklesir.57’58
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Sekil 1.13. Neocarzinostatinin tiyol ile aktivasyonu
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Sekil 1.14. Aktive edilmis neocarzinostatin ve diger enediyen antibiyotikleri tarafindan

DNA kesim mekanizmasi.
1. 4. 3. 3. 2. Esperamicin ve Calicheamicin

Esperamicin ve calicheamisin antitimor antibiyotigidirler. Esperamicin

Actinomadura verrucosospora, calicheamicin ise Micromonospora echinospora ssp.

54,60,61

calichensis toprak oOrneklerinden izole edilmislerdir. Neocarzinostatin gibi

diradikal olusturarak DNA kesimine sebep olurlar.”
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1. 4. 3. 3. 3. Dynemicin A

1989 wyilinda Micromonospora chersina’dan izole edilen dynemicin hem
enediyen hem de antracycline antibiyotiklerinin yapisal olarak kombinasyonudur.”
Yapisindaki antraquinonun DNA dubleksi arasina girerek interkalasyona sebep oldugu
tahmin edilmektedir. Daha sonra neocarzinostatin gibi diradikal olusturarak DNA

sekerinden hidrojen atomu kopararak DNA kesimine sebep olurlar.

Dynemicin A

1. 5. Karbon Merkezli Radikal Metabolitleri

Karbon merkezli radikaller normal metabolizmada yiiksek konsantrasyonlarda

64,65

olusmazlar.®’ Oksidatif stress®” ve karbonhidrat™ ya da amino asit®*®, metabolizmasini

etkileyen genetik diizensizlikler gibi patolojik durumlarda olusurlar. Sonugta karbon

7 . . . . . 7
6657 hidrazin turevlerl,68 n1tr0a1kanlar,69’ 0

75,76

merkezli radikaller karbontetrakloriir,

73,74 gibi gesitli kimyasallarin

etanol """, diazoquinonlar ve organik hidroperoksitler
metobilizmasi sonucu bazi1 genotoksik ozelliklere bagl olarak olusurlar. (Tablo 1. 1).
Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin aromatik katyon radikallerine doniismesi serbest
radikal ara iiriinlerine giizel bir 6rnek olarak verilebilinir.

Karbon merkezli radikaller molekiiler oksijen ile ¢cok hizli etkileserek, alkil
radikalinden daha reaktif biomolekiiller olan peroksit radikali gibi tirlinler olusturur]ar.77
Kimyasal kanserojenlerle ilgili bircok c¢alisma DNA’ya kovalent baglanmanin,
kanserojenlerin alkildiazonyum iyonlart ya da epoksitler gibi elektrofilik ara iiriinleri
aktive ederek iyonik mekanizma ile oldugu yoniindedir.”*"(Sekil 1.15) Karbon

merkezli radikallerin DNA ile etkilesen reaktif tiirler oldugu bilinir.*
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Sekil 1. 15. Alkil radikali ile DNA hasart; 1,2-dimetil hidrazin ile DNA baz iiriinlerinin

olusumu.



Xenobiotik Serbest Radikal

Genotoksik Ozellik

CCly Triklorometil

Hidrazinler Alkil, Aril

Etanol a-hidroksietil

2-Nitropropan a-hidroksiizopropil

Diazoquinonlar a-hidroksifenil

Peroksitler alkil, peroksil,
alkoksil

PAH* Aril katyonu

Hepatokanseroj en®!
Mutajen,kanserojen

Teratojen

(H5C),*COH Mutajen

Hepatokanseroj en®!

. T4T5
Mutajen

. 82,83
Kanserojen

75,7
Promoter’>’®

. 84
Kanserojen

Tablo 1. 1. Genetoksik Xenobiotiklerden olusan karbon merkezli serbest radikal

metabolitleri.

*Polisiklik aromatik hidrokarbonlar

Alkil radikalleri hidroksil radikalinden daha az reaktiftirler. Hem alkil radikali
hem de hidroksil radikali DNA sekerinden hidrojen atomu kopararak ya da DNA

bazlariyla etkileserek zincir kesimine ya da alkilasyona sebep olurlar.®(Sekil 1.15)

Prin baz modlflkasyonu
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Sekil 1.16. Karbon merkezli radikal metabolitleri ile olusan DNA modifikasyon semasi



2. ONCEKI CALISMALAR

Literattir taramasi {i¢ yonde gerceklestirildi. Aril radikalleri ve DNA kesimi,
DNA kesiminin dnlenmesi ve bitki ekstraktlari ile DNA kesimi.

Onceki ¢alismalarda aril radikallerinin DNA kesimine yol agtigi ve diazonyum
tuzlarinin bir elektron dondr varh@inda DNA’y1 kestigi rapor edilmi§tir.86 Aym
zamanda bazi bitki ekstraklarmin veya bitkilerden izole edilen bilesiklerin DNA
kesimini Onledigi, yine bazi bitki ekstraktlarinmn veya bitkilerden izole edilen
bilesiklerin Cu*™ varliginda DNA kesimine yol actig1 da yapilan literatiir ¢alismast
sonucu tespit edilmistir.’” Ozellikle yenilebilen bir kiiltir mantari olan Agaricus
bisporus’un pargalanma Urilinlerinin farelerde kanserojen etkiye sahip olmasi ve bu
parcalanma iiriinlerinden birinin benzendiazonyum iyonu olmas®® bizi degisik
diazonyum tuzlar1 sentezleyip bunlarin DNA kesim etkisini incelemeye yoneltmistir.

Ayrica antioksidant 6zelligi bilinen bitki ekstraklarinin bir kisminin DNA
kesimini Onlemesi antioksidant ve antimikrobiyal o6zellikleri belirlenen®  bazi
Hypericum ve Achillea tiirii bitkilerin DNA kesimini 6nleme kapasitesine bakmaya

yoneltmistir.
Aril Radikali ve DNA Kesimi

Griffiths ve Ark. yapmis olduklar1 c¢alismada, bir elektron dondr varliginda,
benzendiazonyum tetrafloroboratin DNA’y1 kestigini gostermislerdir. Bu c¢alismada
benzendiazonyum suda iyi ¢oziinmesi ve pozitif yiiklii olmasindan dolayr DNA kesimi
icin giizel bir model olabilecegi diisiiniilmiis. Diazonyum tuzlar pozitif yiiklii olduklar
icin DNA yapisindaki negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesirler. Elektron donér
varliginda azotun ayrilmasiyla aril radikali olusur. Aril radikali de deoksiriboz sekerden

hidrojen atomu kopararak DNA kesimini gergek]estirir.86
C—Q —QQ — O
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Sekil 2.1. Aril radikali olusum mekanizmasi.



Baska bir calismada yenilebilen mantarda bulunan 4-
(hidroksimetil)benzendiazonyum tuzunun (9) olusturdugu karbon merkezli radikalin
DNA bazlan ve deoksiriboz sekeriyle modifikasyonu calisilmistir.  4-
(hidroksimetil)benzendiazonyum tuzunun DNA yapisinda bulunan bazlar ile N-8
pozisyonundan baglanarak 8-HMP-dGuo (10) ve 8-HMP-dAdo (11) olusturdugunu,

deoksiriboz seker ile de malondialdehit olusturdugunu rapor edi]migtir.88

® (10) (11)

Reszka ve ark., diazonyum tuzlar1 (12a-d)’yi kullanarak, diazonyum
bilesiklerinin elektron dondr varhiginda aril radikaline doniistiigiinti EPR spektrumlarini
inceleyerek bulmuslardir. Bu ¢alisma sulu ¢ozeltide aril radikali elde etmek igin
arendiazonyum iyonlarin indirgenmesinin uygun metod oldugunu gostermistir. Sonugcta,
bu arastirma biolojik indirgeyici maddelerin ArN,"nu parcalayarak aril radikaline

doniistiirme yetenegine sahip oldugunu dogrular.”
X

N} BF,

(12) a) X =MeO

b) X =Cl
c) X =Br
d) X=NO;

e) X = N(Et),



Baska bir ¢alismada Dev P. Arya ve ark., farkl iki aril halkasinda diazonyum
grubu igeren 1,4-bisdiazonyum bilesiklerinin (13), bakir klortir varhiginda 1.,4-
diradikalleri  olusturarak  enediyen antibiyotikleri —gibi DNA’y1  kestigini

gdstermislerdir.”!
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Yine Dev P. Arya ve ark., 9-Diazofluoren (14) ve B-naftal fenil diazometan (15)
bilesiklerinin bakir asetat varhiginda, oksijenli ortamda pBR322 plazmid DNA’y1
kestigini gostermislerdir. Reaksiyonlar karanlikta yaptiklari icin kesim mekanizmasmin
ya karbon merkezli radikalin DNA deoksiriboz sekerindenden hidrojen atomu
koparmasiyla, ya da bakir asetatin DNA kesim etkisi olan Cu(I)-Oksijen kompleksi

veya hidroksil radikali gibi aktif oksijen tiirleri olusturarak gerceklestigini rapor

(14) (15)

etmiglerdir.92

Bagka bir ¢alismada genel yapilar1 p-X-Ar" olan diazonyum tuzlarindan p-X-Ar

olusabilecek kosullarda ctDNA ya da hiirelerle etkilesimi sonucu guanin DNA {iriinleri

olustugu rapor edilmistir. p-X-Ar" olusumu ESR ile a<;1k]anm1§t1r.93
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Sekil 2.2. Arendiazonyum iyonlari ve DNA’dan elde edilen C8-arilguanin iiriinleri (X =

CH;, CH,OCHj3, CH,OH)



Warner ve ark., siibstitiie triarilamidler sentezleyerek bunlarin DNA kesim

etkisinin incelemisler. Kesim etkisinin a > ¢ > b oldugunu gozlemlemisler.”*

Y
O—CONH NHCO~©/

ON

CO,Et NH,
(16)a) Y =H

b) Y =NO

¢c) Y =0OMe

Sekil 2. 3. Substitiie triarilamidlerin DNA’y1 kesimi

Baska bir calismada  Burr ve ark., bir Berenil analogu olan N-(3-
Hydroxypropyl)-Berenil (18) bilesigi ve 4-amidinobenzendiazonyum tuzunun (17)
DNA kesimini incelemisler ve bu bilesiklerin DNA’y1 kestigini gdzlemlemisler. (18)
bilesiginin parcalanarak (17) bilesigini olusturdugunu ve bdylece kesimin basladigini

rapor etmislerdir.”
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Sekil 2. 4. N-(3-Hydroxypropyl)-Berenil sentezi



Kizil ve ark., benzendiazonyum tetrafloroborat (19a-c) tuzlarini sentezleyip
DNA kesimini incelemisler. Sonug olarak farkli diazonyum tuzlarinin bir elektron donér
varligmda DNA’yt kestigini gozlemlemisler. Kesim etkisi incelenen diazonyum
tuzlarinin radikal aktiviteleri ve DNA kesim etkileri arasinda anlamli bir farklilik

gdzlenmedigini rapor etmiglerdir.96

19a)R=H
b)R = OH
¢)R = CO.H

DNA Kesiminin Onlenmesi

Attaguile ve ark., halk arasinda ¢esitli deri hastaliklariin tedavisinde, ayrica agri
kesici olarak ve antidiaretik ila¢c olarak kullanilan Cistus incanus L. ve Cistus
monspeliensis L.’nin bitki ekstraklarinin antioksidant ve DNA kesim etkilerini
arastirmiglardir. Bu tiir bitkiler flavonoid igerirler ve DNA zincirini kirabilecegi
dusiiniilen antioksidant maddelerdir. Bu bitki ekstraktlarimin DNA kesimini nledigi ve

doza bagl olarak radikal sondiirme kapasitesi oldugunu gézlem]emig]erdir.97

Yine baska bir ¢alismada bioflavonoidlerin antiradikal, antioksidant ve DNA
kesimini dnleme kapasitesi incelenmistir. Dogal polifenolik bilesikler olan flavonoidler
insanlar tarafindan tiiketilen meyvelerde ve sebzelerde bulunurlar. En biiyiik kaynak
elma, sogan, dut gibi yiyecekler ve ¢ay gibi iceceklerdir. Sonug olarak bioflavonoidlerin
(rutin, catechin ve naringin) doza bagl olarak serbest radikalleri sondiirdiikleri ve DNA

kesimini dnledikleri rapor edi]migtir.98

Yine Russo ve ark., Hint sifali bitkilerinin antiradikal ve DNA kesimini onleme
kapasitelerini arastirmislardir. Celastrus paniculatus L., Picrorhiza kurroa L. ve
Withania somnifera L., epilepsi, uykusuzluk, rasitizm, gut ve hasimsizlik tedavisinde

kullanilan sifali bitkilerdir. Bu ¢alismada bitkilerin metanol ekstraklarmin, H,O,’tin



UV-fotolizi sonucu olusan DNA hasar tizerindeki etkisi incelenmistir. Biitiin ekstraklar
doza baglh olarak serbest radikal sondirme ve DNA kesimini Onleme etkisi
gostermislerdir. Picrorhiza kurroa L.’nin metanol ekstraktinin diger bitki ekstraktlarina

gdre daha etkili oldugu gozlenmistir.”

Baska bir ¢alismada kirmiz1 portakal ekstraktinm DNA kesimi tizerine etkisi
incelenmis. Kirmiz1 portakallar flavonlar, hidroxycinnamic asitler ve askorbik asit gibi
antioksidant bilesiklerin yaninda; yiiksek oranda antrocyaninler de igerirler. Ekstrakt
DNA kesimi {izerinde koruyucu etki ve doza bagh olarak da radikal sondiirme

kapasitesi g(istermi§tir.lOO

Acquaviva ve ark., Resveratrol’tin DNA kesimi tizerindeki etkisini incelemisler.
Resveratrol sarapta bulunan dogal phytoalexin maddesidir ve damar hastaliklarinda
koruyucu etkisi oldugu bilinir. Bu ¢alismada Resveratrol’iin doza bagli olarak serbest
radikal sondiirme kapasitesi ve DNA kesimini koruyucu etki gosterdigi tespit

edilmistir.'"!

Wang ve arkadaslar1 Lotus Plumule ve Blossom (Nelumbo nucifera Gertn.)’um
antioksidant etkisi incelenmis. Lotus plumule ¢esitli alkaloidler igerir ve halk arasinda
antihipertansif ilag olarak kullanilir. Lotus blossom ise alkoloidler, organik asitler,
amino asitler ve -carotenoidler icerir. Hidroksil radikali sondiirme etkisi
incelendiginde Lotus Plumule ve Blossom’un doza bagl olarak hidroksil radikalini

sondiirdiigii rapor edilmigtir.102

Yine Acquaviva ve ark., cyanidin ve cyanidin 3-O-B-D-glikozid’in DNA
kesimini 6nleme kapasitesi ve antioksidant o©zelligini incelemislerdir. Caligmada
cyanidin ve cyanidin 3-O--D-glikozid’in DNA kesimi iizerine koruyucu etkisi oldugu

ve doza bagli serbest radikalleri sondiirdiigii gdzlenmistir.'”



(20) R = H, Cyanidin
R = Glikoz, 3-O-p-D-glikozid

Russo ve ark., Bacopa monniera L."nmin serbest radikal sondiirme kapasitesini ve
DNA hasarini1 6nleme etkisini arastirmislardir. Bacopa monniera L. klinik olarak hafiza
kaybinda, epilepside, uykusuzluk probleminde ve agri kesici olarak kullanilir,
Calismada Bacopa monniera L.’nin metanol ekstrakti kullaniimistir. Doza bagh olarak

hidroksil radikalini séndiirdiigii ve DNA kesimini 6nledigi rapor edilmigtir.104

Tian ve ark., aloin (21) ve aloe-emodin’in (22) konsantrasyona bagli olarak
prooksidant ve antioksidant etkilerini incelemislerdir. Yiiksek konsantrasyonlarda
aloin’in hidroksil radikaline bagli olan DNA kesimini %5-30 oraninda 6nledigi, tam
tersine diisiikk konsantrasyonlarda ise kesimi arttirdig1 gozlenmistir. Aloe-emodin’in
dusiik  konsantrasyonlarda ¢ok az  antioksidant etki gOsterdigi, yiiksek
konsantrasyonlarda ise prooksidant etki gostererek DNA kesimini %29-35 oraninda

azalttig1 tespit edilmistir.'”

OH

O OH
! l l CH,OH
o}

21)



Baska bir g¢alismada Rooibos ¢aymin (Aspalathus linearis) antioksidant
aktivitesi ve DNA kesimini 6nleme kapasitesi arastirilmistir. Calismada etanol ve su
ekstraktlar1 kullanilmistir. Hem etanol ekstraktinin hem de su ekstraktinin pozitif
kontrol olan Trolox ile hemen hemen ayni1 oranda hidroksil radikalinden kaynaklanan

DNA kesimini dnledigi g(izlenmistir.106

Yen ve ark., lotus seed ekstraktinin antioksidant 6zelliklerini ve insan lenfositleri
iizerindeki DNA kesim etkisini arastirmislardir. Lotus seed’in kaynatilmis su
ekstraktinin giiclii antioksidant etki gosterdigi bulunmustur. Su ekstraktinin lipit
peroksidasyonu ve DNA hasan iizerinde hem hidrojen peroksitli ortamda hem de

hidrojen peroksitsiz ortamda hicbir etkisi olmadig1 gézlenmistir.'"’

Yamaguchi ve ark., Brezilya ¢ami Araucaria angustifolia’nin icerdigi
bioflavonoidlerin DNA hasar iizerindeki koruma etkisinin incelemisler. Araucaria
angustifolia’da bulunan 6 tane biflavonoidi HPLC/MS ile analiz etmisler. Doza bagh

olarak Araucaria angustifolia’nin DNA kesimini 6nledigini bulmuslardir.'®®

Ri =R, = R3 = R4 = OH amentoflavone

Mono-O-methylamentoflavone
Di-O-methylamentoflavone

R; =R, =R; =Ry = OMe ginkgetin
Tri-O-methylamentoflavone

R; = Ry = R3 = R4y = OMe tetra-O-methylamentoflavone

Sekil 2. 5. Brezilya cami Araucaria angustifolia’nin igerdigi biflavonoidler.



Ahmad ve ark., bitki kaynakli bir polifenolik bilesik olan resveratroliin
prooksidant aktivitesini bakir iyonu varliginda incelemisler. Resvaratroliin antikanser ve
kardiyovaskiiler 6zelliklerinin olmasi bir ¢cok arastirmacilarin bu molekiile olan ilgisini
arttirmistir. Bu g¢alismada resvaratroliin bakir iyonu varhiginda prooksidant &zelligi
oldugu gosterilmistir. Resveratroliin bakir iyonu varhiginda plazmid DNA’da mutasyona

sebep oldugu, tek basina ise bircok Guanin bazimni sildigi be]ir]enmistir.87

Bitkiler ile DNA Kesimi

Bir dogal iiriin olan Resveratrol’iin (3,5,4-trihidroksi-frans-stilben, 23) bakir (II)
kloriir ve oksijen varliginda pBR322 plazmid DNA’y1 kestigi gosterilmistir. Diger
metaller varhiginda Resveratrol’iin DNA kesimini baslatmadigi icin Cu**‘nin DNA

kesiminde Resveratrol spesifik metal iyonu oldugu rapor edilmistir.*®

HO
12
—_—> DNA Kesimi
pH 7,2

OH

(23)

Hadi ve ark., serotoninin (24) Cu** varhginda DNA kesim etkisini incelemisler.
Serotonin (5-hydroxytryptamine) beyinde ve omurilikte 6nemli bir norotransmitterdir;
uyku, biling, huysuzluk ve saldir kontroliinde gérev alhir. Bu calismada Serotinin’in
Cu*? varliginda oksidatif mekanizma ile DNA kesimine sebep oldugu belirlenmistir.

Serotonin Cu(Il)’yi Cu(I)’ indirger ve bakir iyonu varhiginda hidroksil radikali olusur.110

HO. : ~__NH,
|
N

H

(24)



Uddin ve ark., biflavonoid olan amentoflavonenun bakir iyonu varliginda DNA
kesimine sebep oldugunu rapor etmislerdir. Ametoflavone Cu(Il)’yi Cu(I)’ indirger ve
bakir iyonu varhginda hidroksil radikali olusur. Ayrica spektroskopik veriler Cu(Il)
varliginda ametoflavonenun (25) bakir iyonuna baglanma kapasitesi oldugunu

gdstermistir. t

(25)

Ma ve ark. Alangium javanicum’dan izole ettikleri Javaniside’in (26) Cu*

varliginda DNA kesimini baslattigini tespit etmislerdir.''

(26)

Ma ve ark., Piper caninum’un ham ekstraktinin pBR 322 plazmid DNA’y1 Cu*?
varliginda kestigi belirlrnmistir. Daha sonra ekstrakt franksiyonlandirilarak in vitro
olarak DNA kesim etkileri incelenmis ve ii¢ tane aktif bilesik izole edilmis. Bunlar; N-
cis-feruloyl ~ tyramine  (27),  N-trans-feruloyl  tyramine (28) ve 1-
cinnamoylpyrrolidine’dir (29). 27-29 bilesikleri DNA kesimi gerceklestiren maddeler

icerisinde yapisal olarak yeni bir sinifi temsil ederler.'"



H
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O
w
O
(29)

Ma ve ark., baska bir ¢alismalarinda yine Piper caninum’un DNA kesim etkisi
gosteren bir fraksiyonundan 4,5-dioxoaporphine alkoloid cepharadione A (30) bilesigini

izole etmislerdir.'™*

(30)

Yine Ma ve ark., Malotus resinosus’un koklerinden hazirladiklar: ham ekstraktin
Cu*? varhiginda DNA kesim etkisi oldugunu belirlemisler. Daha sonra DNA kesiminin
basit bir coumarin olan scopoletin (31a) bilesiginden kaynaklandigint rapor etmisler.
pBR322 plazmid DNA kullanarak kesim etkisini in vitro olarak gdzlemlemigler. (31a)
bilesiginin daha aktif olacagint diisiindiikleri {i¢c analogunun da DNA kesim etkisini

incelemisler. DNA kesim etkilerinin 31¢>31a=31b>31d oldugunu rapor etmislerdir.'">



(31) a)R;=CH; R,=H
b)Ri=H R, =CH;
¢)Ri=H R,=H
d)R;=CH; R,=CH;



3. MATERYAL VE METOT

3. 1. Materyal

Bu ¢alismanin materyalini olusturan bitki ornekleri Dicle Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nden Prof. Dr. A. Selcuk ERTEKIN tarafindan
toplandi ve teshis edildi. Teshis edilen bitki Srnekleri Dicle Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Herbaryumunda (DUF) saklanmaktadir.

3. 1. 1. Kullanilan Bitki Tiirleri, Tanimlari, Yayihslari ve Kullamim Alanlari

Hypericum retusum, Diyarbakir: Ciinglis, Cermik-Clinglis 17 km, tarla
kenarmdan 27.05.2003 tarihinde toplandi. No: DUF 9503

Hypericum scabrum, Diyarbakir: Ergani, Ergani Maden 3 km yamaglardan
25.05.2003 tarihinde toplandi. No: DUF 9501

Hypericum lysimachioides, Diyarbakir: Ergani, Ergani-Cermik 11 km,
yamaglardan 27.05.2003 tarihinde toplandi. No: DUF 9502

Achillea aleppica subsp. aleppica, Diyarbakir: Diyarbakir-Silvan 38 km, yol
kenarmdan 28.05.2003 tarihinde toplandi. No: DUF 9504

Achillea aleppica subsp. zederbaueri, Mardin: Mazidagi, Yukar Konak k&yii 2-
3 km,yamaglardan 18.05.2003 tarihinde toplandi. No: DUF 9500

Achillea biebersteinii, Diyarbakir: Diyarbakir-Siverek 45 km, yol kenarindan
30.05.2003 tarihinde toplandi. No: DUF 9505

Hypericum tiirleri ¢ok yillik otsu bitkilerdir. Ulkemizde 78 tiirii bulunan
Hypericum’un 13 tiirli Glineydogu Anadolu Bolgesinde yayilis gostermektedirler.
Kantaron, kantarum, koyunkiran ve binbirdelik otu olarak bilinirler. Geleneksel
tedavide yapraklh, c¢icekli ve meyveli dallan ile kokleri kullamhr. Mide
rahatsizliklarinda, inflamasyonda ve depresyon tedavisinde kullanilirlar."'® Hypericum
tiirleri flavonoidler ve temel yag asitleri igerirler.

Achillea tiirleri ¢ok yillik tiiysii ve otsu bitkilerdir. Ulkemizde 40 tiirii bulunur ve
bunlardan 8 tiirii Gilineydogu Anadolu Bolgesinde yayilis gostermektedirler.
Civanpercemi, akbasli, barsam otu, binbir yaprak otu, marsam otu, kandil ¢i¢egi olarak

bilinirler. Geleneksel tedavide rahim hastaliklarinda, idrar soktiiriicii ve istah agici



116

olarak kullanilirlar.” ™ Achillea tiirleri eucalyptol, camphor ve a-terpineoller icerirler.

3. 1. 2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2,3-dimetil anilin, 2,6-dimetil anilin, 2,6-dietil anilin, 2-etil anilin, 3-etil anilin,
4-etil anilin, 2-kloro, 4-nitro anilin, 4-kloro, 2-nitro anilin, 2-anilin etanol, 4-hidroksi
metil anilin, izoamil nitrit Fluka’dan, aseton Riedell’den, etanol Merck’ten, dietil eter,
floro borik asit Aldrich’den, agaroz, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA), bakir (I)
kloriir, bakir (I1) kloriir, sodyum iyodiir, askorbik asit Sigma’dan ticari olarak temin

edildi.

3. 1. 3. Kullanilan Aletler

Jel goriintiileme sistemi (Bio Rad Gel Doc XR), elektroforez (Bio Rad), gii¢
kaynagi (Wealtec), NMR (Bruker 400 MHz), FT-IR (Mattson 1000 FTIR UNICAM
Spectrometer), UV  Spektrofotometre  (Shimadzu, @ UV/Visible = Recording
spektrofotometre), santrifiij (Centruin 8000 Series), vorteks (Heidolph), sterilizator
(Heraeus), otoklav, ¢alkalayici (Memmert), terazi, pH metre (Mettler Toledo), vakumlu
evaporator (RE 100B, Bibby Strilin Ltd.), membran filtresi (Schleicher&Schuell),
blender, derin dondurucu (Sanyo), mikrodalga firin ve buzdolabi (Arcelik) kullanildi.

3. 2. Metot

3. 2. 1. Agaroz Jel Elektroforezi

Molekiillerin sahip olduklar1 net elektrik yiikleri bu molekiillerin bir elektriksel
alan icindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez teknigi de bu prensibe dayanir. Niikleik
asit fragmentlerinin tanimlanmasi, saflastirilmasi, ve ayrilmasi i¢in kullanilan en yaygin
yontem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle ¢esitli amaglar i¢in izole edilen DNA ve
RNA’larin tanmimlanabilmesi, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi, biiyiikliigiiniin
saptanabilmesi ve Ozellikle genetik miihendisligi teknikleri ile DNA yapisinda

olusturulan degisikliklerden sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden



agaroz jel elektroforezi teknigi, molekiiler genetik alaninda 6nemli bir deneysel sistem
olusturmaktadir.

Agaroz jelde ornekler yatay pozisyonda, sabit giic ve yondeki elektriksel alanda
yiriitilmektedir. DNA seker fosfat omurgasindan dolayir negatif yiikliidir ve bir
elektriksel alana konuldugu zaman bu negatif yiikiinden dolay: anottan katoda dogru

hareket eder.

3.2.1. 1. Agaroz Jel’in Hazirlanmasi

Agaroz (1 g) 100 mL Tris asetat tamponuna (40 mM tris asetat, ImM EDTA,
pH 8.2) ilave edildi ve mikrodalga firinda kaynatildi. 60°C ‘ye sogutuldu. 1.5 pl
etidyum bromiir (10 mg/mL) ilave edildi ve karistirildi. Cozelti kenarlar1 otoklav bandi
ile sarilmig ve tarak yerlestirilmis cam tabakaya dokiildii. Jel donmasi ig¢in oda

sicakliginda 40-45 dakika bekletildi.

3.2.1.2. Agaroz Jel Elektroforezi Yapilmasi

Jel kullanima hazir hale geldikten sonra otoklav bandi agildi ve tarak ¢ikarildi.
Hazirlanan DNA karigimlar1 uygun bir pipet ile kuyucuklara aktarildi. Jel 200 mL Tris
asetat tomponu (40 mM tris asetat, ImM EDTA, pH 8.2) igeren elektroforez tankina
yerlestirildi. Tankmn kapag1 kapatildi ve elektrik baglantilar1 yapildi. Elektroforez 120
V’ta 500 mA akim uygulanarak 80 dakika siireyle yiiriitiildii. Elektrik akimi1 kesildi, tel
baglantilar ve kapak ¢ikarildi. Daha sonra jelin fotografi ¢ekildi.

3. 2. 2. Plazmid Saflastirma

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

yogunlugu fazla hacmi de diisiik oldugu i¢in jelde en hizli hareket eder. Form II’nin



yogunlugu daha az oldugu i¢in daha yavas hareket eder. Form III ise Form I ve Form
II'nin arasinda bir hiza sahiptir. (Sekil 3. 1)
Calismada kullanilan pBluescript M13+ plazmid DNA’s1 (3.2 kb) TENS

yontemi ve Qiagene plazmid kiti kullanilarak saflastirildi.

Form I Form II Form III

Form II

Form III

Form I

Sekil 3. 1. Plazmid DNA

3.2.2.1. TENS Yontemi

37 °C° de Ampisilinli Louria Bertani (2.5g Tripton,1.25 g yeast extract, 2.5 g
sodyum kloriir, 0.025 g ampisilin, 250 mL saf su) sivi besiyerinde iiretilen bakteri
kiiltiiriinden 20 tane Eppendorf tiipe 1’er mL alindi. 12500 rpm’de 3 dakika
santriftijlendi, tist sivilar uzaklastirildi. Her bir tiipe 300 pnL. TENS ¢ozeltisi (100 mL‘de:
10 mL 0.1 M TrisCl pH 7.5; 0.5 M 200 pL. EDTA pH 8.0; 0.4 g NaCl; 1,5 g NaOH)
eklendi ve ters diiz edildi. 150 pL. sodyum asetat ¢ozeltisi (3 M pH 5.2) eklendi ve
karistirildi. Oda sicakliinda 5 dakika inkiibasyona birakildi. 2 dakika 12500 rpm’ de
santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir tiipe aktarildi, iizerine 1 mL soguk mutlak etil
alkol ilave edildi. -20°C" de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 12500 rpm’ de
5 dakika santriftij yapildi. Etil alkol uzaklastirildi, pellet % 70° lik etil alkol ile yikandi.
12500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra alkol uzaklastirildi. Etiivde 37 °C’
de alkolun kalan kismi uzaklastirildi ve 20 pl. TE tamponu ilave edildi. Her bir tiipe

konsantrasyon 20 pg/mL olacak sekilde riboniikleaz ¢ozeltisi ilave edildi.



3. 2. 2. 2. Mini Prep

pBluescript M13+ plazmid DNA’ s1 Qiagene plazmid kiti kullanilarak
saflastirildi.”® pBluescript M13+ plazmid DNA” nin safligina, hem elektroforez hem de
UV spektroskopisinde 260/280 nm absorbanslarinin orant &lgiilerek bakildi. DNA

konsantrasyonu 260 nm absorbans Sl¢iimii ile hesaplandi.(50 pg/mL icin Ag=1.0)

3. 2. 3. Diazonyum Tuzlarinin Sentezlenmesi

Yenilebilinir bir kiiltir mantar olan Agaricus bisporus, hidrazin yapisina sahip
agaritine (f—N—[y—L(+)-glutamil)]-4-hidroksimetilfenilhidrazin ve bunun parcalanma
riinlerini icermektedir. Agaricus bisporus’un parcalanma {irlinlerinin farelerde
kanserojen etkiye sahip olmasi ve bu pargalanma iiriinlerinden birinin benzendiazonyum
iyonu olmast;®" ayrica yenilemeyen bir mantar olan Agaricus xanthodermus yapisinda
p-hidroksi benzendiazonyum iyonu bulunmasi''’ bizi farkli siibstitiie diazonyum tuzlari
sentezleyip bunlarm DNA kesim etkisini incelemeye yoneltti.

Genelde diazonyum tuzlar1 klor tuzlari olarak hazirlanirlar, fakat tetrafloroborat
tuzlari, klor tuzlarma oranla daha kararh oldugu icin bu ¢alismada diazonyum tuzlari
tetrafloroborat tuzu olarak sentezlendi.

2,3-Dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat (32), 2,6-Dimetil
benzendiazonyum tetrafloroborat (33), 2,6-Dietil benzendiazonyum tetrafloroborat (34),
2-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat (35), 3-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat
(36), 4-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat (37), 2-Kloro, 4-nitrobenzen diazonyum
tetrafloroborat (38), 4-Kloro, 2-nitrobenzen diazonyum tetrafloroborat (39), 2-
Hidroksietil benzendiazonyum tetrafloro borat (40), 4-Hidroksimetil benzen diazonyum

tetrafloroborat tuzu (41) bilinen yontemlerle sentezlendi.®*



NH N BF,

Kullanilan kimyasallar ve kosullar

Isoamyl nitrit, HBF, (aq.), EtOH, 0° C, 30 dakika
Sekil 3. 2. Diazonyum tuzlarinin sentezi
2,3-Dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat (32)

. -
N, BF,

2,3-Dimetil anilin (0.25 mL, 0.25 g, 2.06 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) icinde
coziildii. Uzerine sulu floro borik asit (%48’1lik cozelti; 0.46 mL, 0.54g, 6.19 mmol, 3.0
eq) ilave edildi ve karisim -5 °C‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.33 mL, 0.29 g,
2.47 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle 2,3-dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak c¢oktiiriildii.
Coktiiriilen kati stiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢&ziiliip, soguk eter (30
mL) ilave edilerek beyaz kristaller halinde saflastirild1 (0.34 g, 1.5 mmol , % 74). e.n.
69-71 °C Vinax (KBr)/em™ 3043, 2932, 2264, 1609, 1562, 1094, 812; 'H NMR (400Mz,
CDs;COCD3) 67.12 (1H, dd, J 8.2, 1.1 Hz, ArH), 7.05 (1H, ddd, J 8.0, ,8.0, 1.1 Hz,
ArH), 6.9 (1H, dd, J 8.2, 1.1 Hz, ArH), 2.28 (3H, s, CH3), 2.16 (3H, s, CH3); °C NMR
(100Mz, CD;COCDs3) 69.7 (q), 18.6 (q), 112.2 (d), 122.9 (d), 125.2 (d), 139.1 (s),

159.9 (s), 162.3 (s)



2,6-Dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat (33)

2,6-Dimetil anilin (0.26 mL, 0.25 g, 2.06 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) i¢inde
¢oziildii. Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢ozelti; 0.46 mL, 0.54 g, 6.19 mmol, 3.0
eq) ilave edildi ve karigim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.33 mL, 0.29 g,
2.47 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle 2,6-dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak ¢oktiriildii.
Coktuiriilen kat1 siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢oziiliip, soguk eter (30
mL) ilave edilerek beyaz kristaller halinde saflastirildi (0.1 g, 0.45 mmol , % 22). e.n.
86-87 °C Vimax (KBr)/em™ 3063, 2932, 2257, 1610, 1584, 1080, 822; '"H NMR (400Mz,
CDs;COCDs) &7.06 (1H, ddd, J = 8.0, 8.0, 1.2 Hz, ArH), 6.6 (2H, dd, J = 8.3, 1.5,
ArH), 2.9 (6H, s, CH3); *C NMR (100Mz, CD;COCD3) 8 15.6 (q), 119.4 (d), 123.6 (d),

128.2 (s), 129.5 (s).

2,6-Dietil benzendiazonyum tetrafloroborat (34)

2,6-Dietil anilin (0.26 mL, 0.25 g, 2.06 mmol, 1.0 eq) etanol (I mL) i¢inde
¢oziildii. Uzerine sulu floro borik asit (%48 lik ¢ozelti; 0.37 mL, 0.441g, 5.03 mmol, 3.0

eq) ilave edildi ve karigim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.26 mL, 0.235



g, 2.01 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle 2,6-dietil benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak ¢oktirtildii.
Coktuiriilen kat1 stiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢oziiliip, soguk eter (30
mL) ilave edilerek beyaz kristaller halinde saflastirild1 (0.26 g, 1,04 mmol , % 51). e.n.
99-101 °C Vmax (KBr)fem™ 3063, 2932, 2251, 1630, 1576, 1086, 816; ; 'H NMR
(400Mz, CD3;COCD3) 8 7.06 (1H, ddd, J = 8.0, 8.0, 1.2 Hz, ArH), 6.9 (2H, dd, J = 8.3,
1.5, ArH), 2.9 (4H, m, CH,), 2.6 (4H, m, CH;); >C NMR (100Mz, CD3;COCD3)

§13.5 (q), 15.6 (q), 119.4 (d), 123.6 (d), 128.2 (s) 128.9 (s).

2-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat (35)

2-Etil anilin (0.26 mL, 0.25 g, 2.06 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) icinde ¢oziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’1ik cozelti; 0.46 mL, 0.54 g, 6.19 mmol, 3.0 eq) ilave
edildi ve karisim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.33 mL, 0.29 g, 2.47
mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika kanstirildi. Dietil eter (30 mL)
ilavesiyle 2-etil benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak coktiiriildii. Coktiirtilen
kat1 siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢oziiliip, soguk eter (30 mL) ilave
edilerek agik mavi kristaller halinde saflastirildi (0,3 g, 1,36 mmol, % 65). e.n. 73-74 °C
Vmax (KBr)/em™ 2978, 2937, 2264, 1641, 1562, 1094, 776; '"H NMR (400Mz,
CDs;COCD3) 6 9.5 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 9.3 (1H, ddd, J 8.1, 8.1, 1.6 Hz, ArH),

9.2 (1H, dd, J 8.2, 1.1 Hz, ArH), 9.0 (1H, ddd, J 8.0, 8.0, 1.2 Hz, ArH), 3.4 (2H, m,



CH-CHz) 1.6 (3H, t, J 4.8 CH,CH;); °C NMR (100Mz, CD;COCD3) § 13.7 (q), 22.9

(t), 114.7 (d), 119.5 (d), 126.6 (d), 129.1 (d), 130.2 (s), 209.0 (s).

3-Etilbenzen diazonyum tetrafloroborat (36)

3-Etil anilin (0.26 mL, 0.25 g, 2.06 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) icinde ¢oziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’1ik cozelti; 0.46 mL, 0.54 g, 6.19 mmol, 3.0 eq) ilave
edildi ve karigim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.33 mL, 0.29 g, 2.47
mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30 mL)
ilavesiyle 3-etil benzendiazonyum tetrafloroborat kat1 olarak ¢oktiiriildii. Coktiiriilen
kat1 siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢oziliip, soguk eter (30 mL) ilave
edilerek pembe kristaller halinde saflastirildi (0.25 g, 1.14 mmol , % 55). e.n. 68-70 °C
Vmax (KBr)/em™ 2970, 2932, 2270, 1642, 1470, 1080, 803; 'H NMR (400Mz,
CDs;COCD3) 6 8.8 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 8.7 (1H, ddd, J 8.1, 8.1, 1.6 Hz, ArH),
7.2 (1H, dd, J 8.2, 1.1 Hz, ArH), 6.9 (1H, ddd, J 8.0, 8.0, 1.2 Hz, ArH), 2.9 (1H, s, J
7.5, ArH) 2.6 (2H, m, CH,CH3) 1.2 (3H, t, J 4.8 CH,CH;); C NMR (100Mz,
CDs;COCD3) 6 14.0 (q) 15.1 (t), 112.4 (d), 114.6 (d), 186.9 (d), 129.2 (d), 145.7 (s),

157.3 (s).



4-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat (37)

4-Etil anilin (0.26 mL, 0.25 g, 2.06 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) i¢inde ¢oziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’1ik cozelti; 0.46 mL, 0.54 g, 6.19 mmol, 3.0 eq) ilave
edildi ve karigim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.33 mL, 0.29 g, 2.47
mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30 mL)
ilavesiyle 4-etil benzendiazonyum tetrafloroborat kat1 olarak ¢oktiiriildii. Coktiiriilen
kat1 siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢oziiliip, soguk eter (30 mL) ilave
edilerek sar1 kristaller halinde saflastirild1 (0.20 g, 0.91 mmol , % 44). e.n. 87-88 °C Vyax
(KBr)/cm™ 2978, 2932, 2264, 1641, 1584, 1086, 849; '"H NMR (400Mz, CD;COCD3)
07.8 (2H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 7.5 (2H, dd, J 8.1, 1.5 Hz, ArH), 3.0 (2H, m,
CH,CH3) 1.3 (3H, t, J 4.8, CH,CH3; ); °C NMR (100Mz, CD;COCD3) § 13.9 (q),105.0

(©), 111.7 (s) 131. (d), 133.0 (d), 160.7 (s).

2-Kloro, 4-nitrobenzen diazonyum tetrafloroborat (38)

BF

4

Cl

NO,

2-Kloro, 4-nitro anilin (0.25 g, 1.45 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) icinde ¢oziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢ozelti; 0.32 mL, 0.382 g, 4.35 mmol, 3.0 eq)
ilave edildi ve karisim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.23 mL, 0.204 g,



1.74 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle 2-kloro, 4-nitro benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak ¢oktiirtildii.
Coktiiriilen kati stiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢&ziiliip, soguk eter (30
mL) ilave edilerek beyaz kristaller halinde saflastirildi (0.15 g, 0,55 mmol , % 60). e.n.
162-163 °C Vpax (KBr)/em™ 3063, 2991, 2276, 1641, 1562, 1080, 843; 'H NMR
(400Mz, CD3;COCDs) 69.27 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 9.01 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz,
ArH), 8.82 (1H, s, ArH); °C NMR (100Mz, CD;COCDs) & 121.78 (s), 124.88 (s),
127.33 (d), 136.88 (d), 138.52 (d), 154.48 (s).

4-Kloro, 2-nitro benzendiazonyum tetrafloroborat (39)

4-Kloro, 2-nitro anilin (0.25 g, 1.45 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) i¢inde ¢oziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢ozelti; 0.32 mL, 0.382 g, 4.35 mmol, 3.0 eq)
ilave edildi ve karigim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrat (0.23 mL, 0.204 g,
1.74 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle 4-kloro, 2-nitro benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak ¢oktiiriildii.
Coktiiriilen kati stiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢&ziiliip, soguk eter (30
mL) ilave edilerek beyaz kristaller halinde saflastirild1 (0.17 g, 0.63 mmol , % 68). e.n.
125-127 °C Vimax (KBr)/em™ 3063, 2967, 2284, 1649, 1562, 1344, 1173, 849; 'H NMR
(400Mz, CD3COCDs) 69.2 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 8.7 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz,
ArH), 7.4 (1H, s, ArH); °C NMR (100Mz, CD3COCD3) § 118.6 (s), 124.9 (s), 129.01
(d), 136.88 (d), 137.96 (d), 149.64 (s).



2-Hidroksietil benzendiazonyum tetrafloro borat (40)

Z+

BF
OH

4-Anilin etanol (0.25 g, 1.82 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) icinde coziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢ozelti; 0.41 mL, 0.480 g, 5.47 mmol, 3.0 eq)
ilave edildi ve karisim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karisima isoamil nitrit (0.29 mL, 0.256 g,
2.18 mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30
mL) ilavesiyle 2-hidroksietil benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak ¢oktiiriildii.
Coktiiriilen kati siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢6ziiliip, soguk eter(30
mL) ilave edilerek yesil kristaller halinde saflastirildi ( 0.30 g, 1.27 mmol , % 62 ). e.n.
118-120 °C Vi (KBr)/em™ 2924, 2507, 2264, 1603, 1497, 1067, 756; '"H NMR
(400Mz, CD3COCDs) 8 7.9 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 7.7 (1H, ddd, J 8.1, 8.1, 1.6
Hz, ArH), 7.6 (1H, dd, J 8.2, 1.1 Hz, ArH), 7.5 (1H, ddd, J 8.0, 8.0, 1.2 Hz, ArH), 3.9
(2H, t, J 4.8 CH,CH,OH) 3.48 (2H, m, J 4.8 CH,CH,OH), 1.13 (1H, t, CH,OH ); "°C
NMR (100Mz, CDsCOCD3) 8 54.86 (t), 55.9 (t), 57.1 (s), 60.9 (d), 123.25 (d), 130.5

(d), 134.95 (d), 141.02 (s).



4-Hidroksimetil benzen diazonyum tetrafloroborat (41)

OH

4-Amino benzil alkol (0.25 g, 2.03 mmol, 1.0 eq) etanol (1 mL) i¢ginde ¢oziildii.
Uzerine sulu floro borik asit (%48’lik ¢ozelti; 0.45 mL, 0.535 g, 6.1 mmol, 3.0 eq) ilave
edildi ve karigim -5 °C ‘ye sogutuldu. Karigima isoamil nitrit (0.35 mL, 0.285 g, 2.44
mmol, 1.2 eq) damla damla ilave edildi ve 30 dakika karistirildi. Dietil eter (30 mL)
ilavesiyle 4-hidroksimetil benzendiazonyum tetrafloroborat kati olarak ¢oktiriildii.
Coktuiriilen kati siiziilerek az miktarda soguk asetonda (~1 mL) ¢dziiliip, soguk eter(30
mL) ilave edilerek hardal renkli kristaller halinde saflastirildi (0.40 g, 1.8 mmol ,
%0.89). .n.119-121°C vimax (KBr)/em™ 2932, 2594, 2270, 1589, 1516, 1067, 830; 'H
NMR (400Mz, CDsCOCDs) 6 8.7 (1H, dd, J 8.3, 1.5 Hz, ArH), 7.9 (1H, dd, J 8.1, 8.1,
1.6 Hz, ArH), 7.6 (1H, dd, J 8.2, 1.1 Hz, ArH), 7.5 (1H, dd, J 8.0, 8.0, 1.2 Hz, ArH, 4.9
(2H, d, J 7.5 CH,OH), 1.13 (1H, t, CH,OH ); °C NMR (100Mz, CD;COCD;)

§62.7 (1), 112.3 (s), 128.5 (d), 132.9 (d), 158.67 (s).

3. 2. 4. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Toplanan bitkiler havadar ve golge bir yerde 15-20 giin siireyle kurumaya
birakildi. Calismada bitkilerin c¢icekli ve yaprakli dallari kullanildi. Ttam bitki
tiirlerinden 20 g alimip blender yardimiyla toz haline getirildi. Toz haline gelen bitki

ornekleri oda sicakhiginda 200 mL % 70’ lik etanolde 3 giin siireyle kanstirildi.



Coziinmeyen kisimlar filtre edilip atildi. Siiziintiilerin ¢oziiciisii vakum altinda uguruldu.

H. retusum’dan 5 g (%25) mor renkli, H. scabrum’ dan 5 g (%?25) hardal renkli,
H. lysimachioides’ ten 5 g (%25) bordo renkli, A. aleppica subsp. aleppica’ dan 3 g
(%15) hardal renkli, A. aleppica subsp. zederbaueri’ den 2 g (%10) hardal renkli ve A.
biebersteinii’ den 2 g (%10) hardal renkli etanol ekstraktlari elde edildi.

Hypericum ve Achillea tirii bitki ekstraktlarinin 200-800 nm araliginda yapilan
dalga boyu taranmasinda Hypericum tiirii bitki ekstraktlart (2 mg/mL) 379 nm’de,
Achillea tiirti bitki ekstraktlar1 (2 mg/mL) ise 382 nm’de maksimum absorbans

gostermistir.

3. 2. 5. Stok Diazonyum Tuzu Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2,3-Dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat (32), 2,6-Dimetil
benzendiazonyum tetrafloroborat (33), 2,6-Dietil benzendiazonyum tetrafloroborat (34),
2-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat (35), 3-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat
(36), 4-Etil benzendiazonyum tetrafloroborat (37), 2-Kloro, 4-nitrobenzen diazonyum
tetrafloroborat (38), 4-Kloro, 2-nitrobenzen diazonyum tetrafloroborat (39), 2-
Hidroksietil benzendiazonyum tetrafloroborat (40), 4-Hidroksimetil benzen diazonyum
tetrafloroborat (41) tuzlarinin ¢ozeltileri su icerisinde 1.5 mM olacak sekilde 10 mL

hazirlandi.

3.2.6. Stok Elektron Donor Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bakir (I) kloriir, bakir (IT) kloriir, askorbik asit ve sodyum iyodiir ¢6zeltileri su

icerisinde 3.1 mM olacak sekilde 50 mL hazirlandi.

3. 2. 7. Stok Bitki Ekstrakti Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Hypericum retusum, Hypericum Scabrum, Hypericum lysimachioides, Achillea

aleppica subsp. aleppica, Achillea aleppica subsp. zederbaueri, Achillea biebersteinii



bitkilerinin stok ¢ozeltileri %70°lik etanol i¢inde 10 mg/mL olacak sekilde 10 mL

hazirlandi.



4. BULGULAR

4. 1. Diazonyum Tuzlarinin DNA Kesim Etkisinin incelenmesi

Sentezlenen diazonyum tuzlarinin pBluescript M13+ plazmid DNA’y1 kesim

etkileri Agaroz Jel Elektroforezi ile incelendi.
Elektron Donor Sec¢imi

Sandmeyer reaksiyonuna gore bir elektron dondr varliginda diazonyum
tuzlarindan azot ayrilarak aril radikali olusur.118

N

2
-N 3
(0
R R
X
D —
R R

e + Cu2+ R Cu+
Sekil 4.1. Sandmeyer Reaksiyonu.

Bu deney benzendiazonyum tuzundan karbon merkezli radikal elde etmek icin
gerekli olan elektron dondr se¢imi igin yapildi. Inorganik elektron donér olarak bakir (1)
kloriir ve sodyum iyodiir, organik elektron donér olarak ise askorbik asit kullanildi.
Diazonyum tuzu olarak 2,3-dimetil benzendiazonyum tetrafloroborat (3) tuzu kullanildi.

Tiim kuyucuklara 200 ng pBluescript M 13+ plazmid DNA yiiklendi.



Form II

Form I

Fotograf 4. 1. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir, askorbik
asit ve sodyum iyodiir varhginda diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun Agaroz
Jel Elektroforezi. Reaksiyonlar su icerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta
gergeklestirildi. 1. kuyucuk, DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + bakir
(D Kloriir (1.03 mM); 3. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + askorbik asit (1.03 mM); 4
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + sodyum iyodiir (1.03 mM); 5. kuyucuk, DNA (31.53
nM) + PhN," (32) (0.5 mM); 6. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775
mM) + PhN," (32) (0.375 mM); 7. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + askorbik asit (0.775
mM) + PhN," (32) (0.375 mM); 8. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + sodyum iyodiir (0.775
mM)+ PhN," (32) (0.375 mM).

(32)



Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form I (%) 100 100 62.26 100 92.75 66.73 - 100
Form II (%) - - 3774 - 7.25 33.27 100 -
Form III (%) - - - - - - - -

Tablo 4. 1. pBluescript M13+ plazmid DNA’nm, (3.2 kb), bakir (I) klordir,
askorbik asit ve sodyum iyodiir varliginda diazonyum tuzu (32) ile supercoiled formdan

(Form 1), open circular forma (Form II) doniistimii.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanhkta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

Birinci kuyucuk sadece pBluescript M 13+ plazmid DNA igeren kontroldiir.

Ikinci kuyucuk inorganik bir elektron donér olan bakir (I) kloriir varhginda DNA
kesimini incelemek tizere yiiklendi. pBluescript M 13+ plazmid DNA ve bakir (I) kloriir
icerir.

Uciincii kuyucuk da organik elektron donér olan askorbik asitin DNA kesim etkisini
incelemek icin yiiklendi. pBluescript M 13+ plazmid DNA ve askorbik asit igerir.
Dordiincti kuyucuk ise birinci kuyucuk gibi dizayn edildi. Burada inorganik elektron
dondr olarak sodyum iyodiir kullanildi. pBluescript M13+ plazmid DNA ve sodyum
iyodiir icerir.

Besinci kuyucuk diazonyum tuzu (32)’un tek basina DNA kesim etkisinin incelenmesi
icin tasarlandi. pBluescript M 13+ plazmid DNA ve diazonyum tuzu (32) igerir.

Altinc1 kuyucuk bakir (I) kloriir ve diazonyum tuzu varliginda DNA kesimini incelemek
icin dizayn edildi. pBluescript M13+ plazmid DNA, bakir (1) kloriir ve diazonyum tuzu
(32) igerir.

Yedinci kuyucuk ise askorbik asit ve diazonyum tuzu varligimda DNA kesiminin
incelenmesi i¢in tasarlandi. pBluescript M13+ plazmid DNA, askorbik asit ve
diazonyum tuzu (32) igerir.

Sekizinci ve son kuyucuk ise sodyum iyodiir ve diazonyum tuzu varliginda DNA
kesimini incelemek icindi. pBluescript M13+ plazmid DNA, sodyum iyodiir ve

diazonyum tuzu (32) igerir.



Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (% 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde
%1 SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢6zeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu icerisinde 80 dakika yiiriitiilda. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One
programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.1.’de verilmistir.

Fotograf 4.1. ve tablo 4.1.’den de anlasildig1 gibi diazonyum tuzu ve elektron
dondr ayr ayri kullanildiginda DNA {izerinde etkisi yok denebilecek kadar azdir. Fakat
beraber kullanildiklarinda Form I’in, Form II’ye doniistiigii gbzlendi. Deneyden en iyi
elektron donoriin askorbik asit oldugu bulundu (7. kuyucuk). Fakat askorbik asit tek
basina da DNA kesimini gerceklestirdigi i¢in (3. kuyucuk) sonra ki deneylerde elektron

dondr olarak bakir (1) kloriir kullanilmasina karar verildi.

pBluescript M13+ plazmid DNA’nin Diazonyum tuzlar1 32-34 ile bakir (I)
kloriir varhginda kesimi

1 2 3 4 5 6 7 8

Form II

Form I

Fotograf 4. 2. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzlar (32), (33) ve (34) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gergeklestirildi. 1. kuyucuk,
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (I) kloriir (1.03 mM); 3.
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (32) (0.5 mM); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) +
bakir (T) kloriir (0.775 mM) + PhN," (32) (0.375 mM); 5. kuyucuk, DNA (31.53 nM) +
PhN," (33) (0.5 mM); 6. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) +
PhN," (33) (0.375 mM); 7. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (34) (0.5 mM); 8.
kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) + PhN," (34) (0.375 mM).



N, BF, N, BF, /\éBE\

32) 33) 34)
Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form I (%) 98.42 96.89 95.81 56.54 94.42 53.64 93.25 61.42
Form IT (%) 1.58 3.11 4.19 4355 558 46.36 6.75 38.58
Form III (%) - - - - - - - -

Tablo 4. 2. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (32), (33) ve (34) ile supercoiled formdan (Form I), open

circular forma (Form II) doniistim{i.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanhkta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2.
kuyucuk: pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir
ile son konsantrasyon DNA igin 31.53 nM, bakir (I) kloriir i¢in 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (32) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (32)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ile son
konsantrasyon DNA igin 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(32) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) diazonyum tuzu (33) ile son konsantrasyon
DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (33) i¢in 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 6.
kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (3.1 mM) bakir (I) klortir
ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (33) ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir
(D Kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu (33) icin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe



edildi. 7. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pul (3.1 mM)
diazonyum tuzu (34) ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM diazonyum tuzu (34)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk: pBluescript M 13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (34) ile son
konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(34) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (% 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalari Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.2.°de verildi.

pBluescript M13+ plazmid DNA’nin Diazonyum tuzlar1 35-37 ile bakir (I)
kloriir varhginda kesimi

1 2 3 4 5 6 7 8

Form II

Form III
Form I

Fotograf 4. 3. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzlar (35), (36) ve (37) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gergeklestirildi. 1. kuyucuk,
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (I) kloriir (1.03 mM); 3.
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (35) (0.5 mM); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) +
bakir (1) kloriir (0.775 mM) + PhN," (35) (0.375 mM); 5. kuyucuk, DNA (31.53 nM) +
PhN," (36) (0.5 mM); 6. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) +
PhN," (36) (0.375 mM); 7. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (37) (0.5 mM); 8.
kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) + PhN," (37) (0.375 mM).



N, BF, , BF, . BF,

(35) 36) 37
Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form I (%) 100 100 81.34 1997 1335 - 1343 -
Form IT (%) - - 18.66 80.03 86.05 100 86.57 96.46
Form III (%) - - - - - - - 3.54

Tablo 4. 3. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (35), (36) ve (37) ile supercoiled formdan (Form I), open

circular forma (Form II) veya linear forma (form I1I) doniistimii.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanlikta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basina. 2. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son
konsantrasyon DNA ig¢in 31.53 nM, bakir (1) kloriir i¢in 1.03 mM olacak sekilde inkiibe
edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pul (3.1 mM)
diazonyum tuzu (35) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (35)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (35) ile son
konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(35) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) diazonyum tuzu (36) ile son konsantrasyon
DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (36) icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 6.
kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (3.1 mM) bakir (I) klortir
ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (36) ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir
(I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu (36) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe



edildi. 7. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pul (3.1 mM)
diazonyum tuzu (37) ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM diazonyum tuzu (37)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pul (3.1 mM) bakir (I) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (37) ile son
konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(37) icin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (%0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris igerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.3.’te verilmistir.

pBluescript M13+ plazmid DNA’min Diazonyum tuzlari 38-39 ile bakir (I)

kloriir varhginda kesimi

Form II

Fotograf 4. 4. pBluescript M13+ plazmid DNA nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzlar1 (38) ve (39) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gergeklestirildi. 1. kuyucuk,
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (I) klortir (1.03 mM); 3.
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (38) (0.5 mM); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) +
bakir (T) kloriir (0.775 mM) + PhN," (38) (0.375 mM); 5. kuyucuk, DNA (31.53 nM) +
PhN," (39) (0.5 mM); 6. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (11) kloriir (0.775 mM) +
PhN," (39) (0.375 mM).



+
+

N, BF, N, BF,

Cl NO,
NO, Cl
(38) (39)

Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6
Form I (%) 100 100 20.31 - 86.00 -
Form II (%) - - 79.69 100 14.00 76.01
Form III (%) - - - - - 2399

Tablo 4. 4. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (38) ve (39) ile supercoiled formdan (Form I), open circular

forma (Form II) veya linear forma (Form I11) doniisiimii.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanlikta
gerceklestirildi. Tum tiipler aliminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2.
kuyucuk: pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir
ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM, bakir (I) kloriir icin 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (38) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (38)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (38) ile son
konsantrasyon DNA ig¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(38) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) diazonyum tuzu (39) ile son konsantrasyon
DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (39) i¢cin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 6.
kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (3.1 mM) bakir (I) klortir



ve 1 ul (1.5 mM) diazonyum tuzu (39) ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir
(I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu (39) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe
edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (%0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu icerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jel Bio Rad Gel Doc XR
goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One programiyla

(4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.4.’te verilmistir.

pBluescript M13+ plazmid DNA’nin Diazonyum tuzlar1 40-41 ile bakar (I)

kloriir varhginda kesimi

Form 11

Form I

Fotograf 4. 5. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzlari (40) ve (41) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gerceklestirildi. 1. kuyucuk:
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk: DNA (31.53 nM)+ bakir (I) kloriir (1.03 mM); 3.
kuyucuk: DNA (31.53 nM) + PhN>" (40) (0.5 mM); 4. kuayucuk: DNA (23.65 nM) +
bakir (T) kloriir (0.775 mM) + PhN," (40) (0.375 mM); 5. kayucuk: DNA (31.53 nM) +
PhN," (41) (0.5 mM); 6. kuyucuk: DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) +
PhN," (41) (0.375 mM).

BF

= 4+
Zz+

OH

(40) 41)



Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6
Form I (%) 100 100 100 42.66 30.12 -
Form II (%) - - - 57.34 69.88 100
Form III (%) - - - - - -

Tablo 4. 5. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) klorir
varliginda diazonyum tuzu (40) ve (41) ile supercoiled formdan (Form I), open circular

forma (Form IT) doniistimii.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanhkta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gerceklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2.
kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir
ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakir (1) kloriir i¢cin 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (40) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (40)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (40) ile son
konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(40) icin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) diazonyum tuzu (41) ile son konsantrasyon
DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (41) i¢cin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 6.
kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (3.1 mM) bakir (I) klortir
ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (41) ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir
(D Kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu (41) icin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe
edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (%0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris igerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1’lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika ytriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad



Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.5°te verilmistir.

Diazonyum tuzu (41) yenilebilir bir kiiltiir mantar1 olan Agaricus bisporus’un
metabolit iiriinlerinden biridir. Agaricus bisporus, hidrazin yapisina sahip agaritine ([3-
N-4-|y-L(+)-glutamil)]-4-hidroksimetilfenilhidrazin ve bunun pargcalanma iiriinlerini
icermektedir. Agaratinin parcalanma {riinlerinin farelerde kanserojen etkiye sahip
oldugu belirlenmi§tir.88 Bunlar 4-(hidroksimetil)fenilhidrazin, 4-metilfenilhidrazin
hidrokloriiriin N-asetil tiirevleri ve 4-(hidroksimetil)benzendiazonyum iyonunun
tetrafloroborat formudur. Agaritine’nin temel kanserojenik metabolitinin, yani; 4-
(hidroksimetil)benzendiazonyum iyonunun (41) olduk¢a reaktif oldugu bilinmektedir.
Yaptigimiz ¢alismada diazonyum tuzu (41)‘un bir elektron donér varliginda plazmid

DNA’y1 %100 oraninda kestigi gozlendi.

Form II

Form I

Fotograf 4. 6. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (41) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi. Reaksiyonlar su
igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gerceklestirildi. 1. kuyucuk: DNA (47.30
nM); 2. kuyucuk: DNA (31.53 nM)+ bakir (I) kloriir (1.03 mM); 3. kuyucuk: DNA
(31.53 nM) + PhN," (41) (0.5 mM); 4. kuyucuk: DNA (23.65 nM) + bakir (T) kloriir
(0.775 mM) + PhN," (41) (0.375 mM).

OH

(41)



Kuyucuk |1 (Kontrol) 2 3 4
Form I (%) 100 100 30.12 -
Form II (%) - - 69.88 100
Form III (%) - - - -

Tablo 4. 6. pBluescript M13+ plazmid DNA’mn, (3.2 kb), bakir (II) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (41) ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma

(Form II) doniistimdi.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mlL Eppendorf tiip igerisinde karanlikta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basina. 2.
kuyucuk: pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir
ile son konsantrasyon DNA ig¢in 31.53 nM, bakir (I) kloriir igin 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (41) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (41)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (41) ile son
konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(41) igin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (%0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1’lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.6’da verilmistir.



4.1.6. Karbon Merkezli Radikallerin Sondiiriilmesi

Sistein, etanol ve P-merkapto etanol gibi bazi maddelerin karbon merkezli
radikalleri sondiirdiigii  bilinmektedir.®® Diazonyum tuzlarinin da aril radikalleri
olusturarak DNA’y1 kestigi bilinir. Calismada DNA kesimi incelenen diazonyum
tuzlarinin DNA kesim mekanizmas aril radikali {izerinden gerceklesiyor ise; sistein,
etanol, B-merkapto etanol varhginda kesimin 6nlenmesi gerekir. Bu amagcla bir elektron
dondr varhginda diazonyum tuzu (32)’in, aril radikalini sondiirme kapasitesi oldugu

bilinen sistein, etanol, B-merkapto etanol gibi maddeler varhiginda DNA kesimi

incelendi.
COOH
H2N—|:H ~SoH hg >
SH
Sistein Etanol 3-merkapto etanol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Form II

Form I

Fotograf 4. 7. pBluescript M13+ plazmid DNA nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun aril radikali sondiirme kapasitesi oldugu
bilinen sistein, etanol ve B-merkapto etanol varhiginda Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gergeklestirildi. 1. kuyucuk,
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (I) klortr (1.03 mM); 3.
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (32) (0.5 mM); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) +
bakir (T) kloriir (0.775 mM) + PhN," (32) (0.375 mM); 5. kuyucuk, DNA (31.53 nM) +
etanol (2.5 mg/mL); 6. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + etanol (2 mg/mL) + bakir (I)
kloriir (0.62 mM) + PhN," (32) (0.3 mM), 7. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + sistein (2.5
mg/mL); 8. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + sistein (2 mg/mL) + bakir (I) kloriir (0.62
mM) + PhN," (32) (0.3 mM); 9. kuyucuk, DNA (31.53) + B-merkapto etanol (2.5



mg/mL); 10. kuyucuk, DNA (18.92) + B-merkapto etanol (2 mg/mL) + bakir (1) kloriir
(0.62 mM) + PhN,"(32) (0.3 mM).

. BF,
(32)
Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Form I (%) 100 100 100 61.82 100 78.88 100 88.33 100 79.85
Form II (%) - - - 3818 - 21.12 11.67 - 20.15
Form III (%) - - - - - - - - - -

Tablo 4. 7. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varhiginda diazonyum tuzu (32) ile aril radikali séndiirme kapasitesi oldugu bilinen
sistein, etanol ve B-merkapto etanol varliginda supercoiled formdan (Form I), open

circular forma (Form II) doniiglimiiniin 6nlenmesi

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanhkta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliminyum folyo ile sarild1 ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2.
kuyucuk: pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir
ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakir (1) kloriir i¢cin 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (32) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (32)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ile son
konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (1) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(32) icin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) etanol ile son konsantrasyon DNA i¢in
31.53 nM, etanol i¢in 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 6. kuyucuk: pBluescript



M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) etanol, 1 pl (1.5 mM) diazonyum
tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM,
etanol i¢cin 2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in 0.62 mM
olacak sekilde inkiibe edildi. 7. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM)
I pl (10 mg/mL) sistein ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM, sistein i¢in 2.5
mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) sistein,1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1
mM) bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, sistein i¢in 2 mg/mL,
diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in 0.62 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 9. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl
(10mg/mL) B-merkapto etanol ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM , B-merkapto
etanol icin 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 10. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) B-merkapto etanol, 1 pl (1.5 mM)
diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA igin
19.92 nM, B-merkapto etanol i¢in 2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir
(I) kloriir i¢in 0.62 mM olacak sekilde inkiibe edildi

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (% 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One
programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.7 de verilmistir.

Fotograf 4.7 ve tablo 4.7°den de anlasildigi gibi karbon merkezli radikalleri
sondiirme kapasitesi oldugu bilinen sistein, etanol ve B-merkapto etanol varliginda
diazonyum tuzu (32)’un DNA kesimi etanol ve p-merkapto etanol varliginda ~%18,
sistein varhginda ise ~%26 oraninda azalmistir. Bu sonugtan dolayr daha sonra
yapilacak deneylerde karbon merkezli radikalleri sondiirmek amaci ile sistein

kullanilmasina karar verildi.



Form II

Form I

Fotograf 4. 8. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzlart (37) ve (41) ile kesim reaksiyonunun aril radikali sondiirme
kapasitesi oldugu bilinen sistein varhiginda Agaroz Jel Elektroforezi. Reaksiyonlar su
icerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gerceklestirildi. 1. kuyucuk, DNA (47.30
nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (I) kloriir (1.03 mM); 3. kuyucuk, DNA
(31.53 nM) + PhN," (37) (0.5 mM); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (1) kloriir
(0.775 mM) + PhN," (37) (0.375 mM); 5. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + sistein (2
mg/mL) + bakir (1) kloriir (0.62 mM) + PhN," (37) (0.3 mM), 6. kuyucuk, DNA (31.53
nM) + PhN," (41) (0.5 mM); 7. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775
mM) + PhN," (41) (0.375 mM); 8. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + sistein (2 mg/mL) +
bakir (1) kloriir (0.62 mM) + PhN," (41) (0.3 mM)

, BF,

Z+

N, BF,

OH
37) (41)

Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8

Form 1 (%) 100 100 1335 - - 1182 - 59.19
Form 11 (%) - - 8605 100 100 83.18 100 40.81
Form 111% () - - - - - - - -

Tablo 4. 8. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) klorir

varliginda diazonyum tuzlar1 (37) ve (41) ile aril radikali sondiirme kapasitesi oldugu



bilinen sistein varliginda supercoiled formdan (Form I), open circular forma (Form II)
doniisiimiiniin dnlenmesi.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppondorf tiip icerisinde karanhkta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarild1 ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gerceklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basina. 2.
kuyucuk: pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir
ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakir (1) kloriir icin 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (37) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (37)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (37) ile son
konsantrasyon DNA ig¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(37) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (10 mg/mL) sistein, 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (37)
ve 1 wl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, sistein igin
2 mg/mL, diazonyum tuzu (37) i¢cin 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in 0.62 mM olacak
sekilde inkiibe edildi. 6. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl
(3.1 mM) diazonyum tuzu (41) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum
tuzu (41) icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 7. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum
tuzu (41) ile son konsantrasyon DNA icin 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢cin 0.775 mM ve
diazonyum tuzu (41) icin 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) sistein, 1 pl (1.5 mM)
diazonyum tuzu (41) ve 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in
19.92 nM, etanol i¢in 2 mg/mL, diazonyum tuzu (41) icin 0.3 mM ve bakir (I) kloriir
icin 0.62 mM olacak sekilde inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (% 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1’lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta TAE (40 mM Tris asetat,



ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.8°de verilmistir.

4. 2. Baz1 Hypericum ve Achillea Tiirii Bitkilerin Aril Radikalleri Sonucu Olusan

DNA Kesimini Onleme Kapasitelerinin Incelenmesi

Bitkilerin etanol ekstraktlarinin aril radikaller sonucu olusan DNA kesimini
onleme kapasitelerine bakildi. Bu ¢alismada aril radikali kaynagi olarak diazonyum tuzu
(32), karbon merkezli radikal sondiiriicii olarak da sistein kullamldi. Bitkilerin DNA’y1

koruma kapasitesi sisteinle kiyaslandi.

Hypericum Tiirii Bitkilerin pBluescript M13+ plazmid DNA’y1 Koruma

Kapasitesi

Calismada daha Once antimikrobiyal aktivitesi c¢alisilmis olan  Hypericum

tiirlerinden H. scabrum (H1), H. retusum (H2) ve H. lysimachioides (H3) kullanild:.

Form II
Form III
Form I

Fotograf 4. 9. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun HI1, H2, H3 varhiginda Agaroz Jel
Elektroforezi. Reaksiyonlar su icerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gerceklestirildi.
1. kuyucuk, DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (I) kloriir (1.03
mM); 3. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (32) (0.5 mM); 4. kuyucuk, DNA (23.65
nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) + PhN;" (32) (0.375 mM); 5. kuyucuk, DNA (18.92
nM) + sistein (2 mg/mL) + bakir (I) kloriir (0.62 mM) + PhN," (32) (0.3 mM); 6.



kuyucuk, DNA (18.92 nM) + H1 (2 mg/mL) + bakir (1) kloriir (0.62 mmol) + PhN,"
(32) (0.3 mM); 7. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + H2 (2 mg/mL) + bakir (1) kloriir (0.62
mmol) + PhN," (32) (0.3 mM); 8. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + H3 (2 mg/mL) + bakir
(D) Kloriir (0.62 mM) + PhN," (32) (0.3 mM).

. -
N, BF,
(32)
Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form 1 (%) 100 100 100 4249 84.81 - - -
Form II (%) - - - 5751 15.19 243 - -
Form III (%) - - - - - 2.86 - -

Tablo 4. 9. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (32) ile H1, H2 ve H3 varliginda supercoiled formdan (Form

I), open circular forma (Form II) doniisiimiiniin 6nlenmesi.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppondorf tiip icerisinde karanlkta gerceklestirildi.
Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda iki saatte
gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2 kb)
konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 ul (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son
konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakir (I) kloriir i¢in 1.03 mM olacak sekilde inkiibe
edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (32) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (32)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakiar (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ile son
konsantrasyon DNA ig¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(32) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+



plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (10 mg/mL) sistein, 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32)
ve 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, sistein icin
2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in 0.62 mM olacak
sekilde inkiibe edildi. 6. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl
(10 mg/mL) H1, 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir
ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, H1 i¢in 2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in
0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢cin 0.62 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 7. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) H2, 1 wl (1.5 mM)
diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in
19.92 nM, H2 i¢in 2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in
0.62 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 ul (10 mg/mL) H3, 1 ul (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM)
bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA ig¢in 19.92 nM, H3 i¢in 2 mg/mL,
diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in 0.62 mM olacak sekilde
inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (% 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalari Quantity One
programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.9°da verilmistir.

Fotograf 4. 9 ve tablo 4. 9’dan da anlasildig1 gibi Hypericum tiirii bitkilerin

DNA kesimini dnlemedigi, aksine arttirdig1 gézlendi.

Achillea Tiirii Bitkilerin pBluescript M13+ plazmid DNA’yr Koruma

Kapasitesi

Calismada daha Once antimikrobiyal aktivitesi calisilmis olan  Achillea
tiirlerinden A. aleppica subsp. aleppia (A1), A. aleppica subsp. zederbaueri (A2), A.
biebersteinii (A3) kullanildi.



Form I
Form III

Form II

Fotograf 4. 10. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) klorir
varliginda diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun H1, H2, H3 varliginda Agaroz
Jel Elektroforezi. Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta
gergeklestirildi. 1. kuyucuk, DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir
(D Kloriir (1.03 mM); 3. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + PhN," (32) (0.5 mM); 4.
kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (1) kloriir (0.775 mM) + PhN," (32) (0.375 mM); 5.
kuyucuk, DNA (18.92 nM) + sistein (2 mg/mL) + bakir (I) kloriir (0.62 mM) + PhN,"
(32) (0.3 mM); 6. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + A1 (2 mg/mL) + bakir (I) kloriir (0.62
mmol) + PhN," (32) (0.3 mM); 7. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + A2 (2 mg/mL) + bakir
(D Kkloriir (0.62 mmol) + PhN," (32) (0.3 mM); 8. kuyucuk, DNA (18.92 nM) + A3 (2
mg/mL) + bakir (1) kloriir (0.62 mM) + PhN," (32) (0.3 mM).

. BF,
(32)
Kuyucuk I (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form I (%) 100 100 100 42.49 84.81 - - -
Form II (%) - - - 57.51 15.19 71.80 100 100
Form III (%) - - - - - 28.20 - -

Tablo 4. 10. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (32) ile A1, A2 ve A3 varliginda supercoiled formdan (Form

I), open circular forma (Form II) doniisiimiiniin 6nlenmesi.



Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanlikta

gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarild1 ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gerceklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.
1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ile son
konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakir (I) kloriir i¢in 1.03 mM olacak sekilde inkiibe
edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM)
diazonyum tuzu (32) ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM diazonyum tuzu (32)
icin 0.5 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ile son
konsantrasyon DNA ig¢in 23.65 nM, bakir (I) kloriir i¢in 0.775 mM ve diazonyum tuzu
(32) i¢in 0.375 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+
plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (10 mg/mL) sistein, 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32)
ve 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, sistein icin
2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in 0.62 mM olacak
sekilde inkiibe edildi. 6. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl
(10 mg/mL) Al, 1 pl (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir
ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, Al i¢in 2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) i¢in
0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢cin 0.62 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 7. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) A2, 1 w (1.5 mM)
diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM) bakar (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in
19.92 nM, A2 i¢in 2 mg/mL, diazonyum tuzu (32) icin 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢in
0.62 mM olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA
(47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) A3, 1 ul (1.5 mM) diazonyum tuzu (32) ve 1 pl (3.1 mM)
bakir (I) kloriir ile son konsantrasyon DNA i¢in 19.92 nM, A3 icin 2 mg/mL,
diazonyum tuzu (32) icin 0.3 mM ve bakir (I) kloriir i¢cin 0.62 mM olacak sekilde
inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (% 0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris igerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,



ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One
programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.10°da verilmistir.

Achillea tiirti bitkilerin DNA kesimini onlemedigi aksine arttirdigi gozlendi.

4. 3. Baza Hypericum ve Achillea Tiirii Bitkiler ile DNA Kesimi

DNA kesimini onlemesi diisiiniilen Hypericum ve Achillea tiirii bitkilerin DNA
kesimini onlemeyip arttirdig1 gézlenince, bu bitkilerin bakir (I1) kloriir varliginda DNA

kesim etkisi incelenmeye karar verildi.

pBluescript M13+ plazmid DNA’nin Bazi Hypericum tiirii bitkiler ile bakir

(ID) Kkloriir varhginda kesimi

Form II
Form I

Fotograf 4. 11. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (IT) kloriir
varhiginda H1, H2 ve H3 ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su icerisinde, oda sicakliginda ve karanhkta gerceklestirildi. 1. kuyucuk,
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (1) kloriir (1.03 mM); 3.
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + HI (3.33 mg/mL); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) +
bakir (II) kloriir (0.775 mM) + HI (2.5 mg/mL); 5. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + H2
(3.33 mg/mL); 6. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (1) kloriir (0.775 mM) + H2 (2.5
mg/mL); 7. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + H3 (3.33 mg/mL); 8. kuyucuk, DNA (23.65
nM) + bakir (1I) kloriir (0.775 mM) + H3 (2.5 mg/mL).



Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form I (%) 100 100 10.53 - - - - -
Form IT (%) - - - 1240 - - - -
Form III (%) - - - - - - - -

Tablo 4. 11. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (II) kloriir
varligimda H1, H2 ve H3 ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma (Form

IT) dontistimdi.

Asagidaki reaksiyonlar 05 mL Eppondorf tiip igerisinde karanlikta gerceklestirildi. Tim
tiipler altiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicaklifinda iki saatte
gergeklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2 kb)
konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2. kuyucuk:
pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 ul (3.1 mM) bakir (II) kloriir ile son
konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakir (IT) kloriir icin 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10
mg/mL) HI1 ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM, H1 i¢in 3.33 mg/mL olacak
sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl
(3.1 mM) bakir (11) klortir ve 1 pl (10 mg/mL) HI ile son konsantrasyon DNA i¢in
23.65 nM, bakir (1) kloriir igin 0.775 mM ve H1 igin 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe
edildi. 5. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) H2
ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, H2 i¢in 3.33 mg/mL olacak sekilde inkiibe
edildi. 6. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir
(ID) kloriir ve 1 pl (10 mg/mL) H2 ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (11)
kloriir icin 0.775 mM ve H2 i¢in 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 7. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 wl (10 mg/mL) H3 ile son konsantrasyon
DNA i¢in 31.53 nM, H3 icin 3.33 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk:
pBluescript M 13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (I) kloriir ve 1 pl (10
mg/mL) H3 ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65 nM, bakir (II) kloriir i¢in 0.775 mM
ve H3 i¢in 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi.



Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 pl % 50 gliserollii
yiiriitme tamponu (%0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris icerisinde %1
SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 ‘lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta 1 x TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.11°de verilmistir.

pBluescript M13+ plazmid DNA’nin Bazi Achillea tiirii bitkiler ile bakir

(IT) kloriir varhginda kesimi

Form II
Form III
Form I

Fotograf 4. 12. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (II) kloriir
varhginda Al, A2 ve A3 ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su igerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gergeklestirildi. 1. kuyucuk,
DNA (47.30 nM); 2. kuyucuk, DNA (31.53 nM)+ bakir (II) kloriir (1.03 mM); 3.
kuyucuk, DNA (31.53 nM) + Al (3.33 mg/mL); 4. kuyucuk, DNA (23.65 nM) +
bakir (IT) kloriir (0.775 mM) + A1 (2.5 mg/mL); 5. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + A2
(3.33 mg/mL); 6. kuyucuk, DNA (23.65 nM) + bakir (I) kloriir (0.775 mM) + A2 (2.5
mg/mL); 7. kuyucuk, DNA (31.53 nM) + A3 (3.33 mg/mL); 8. kuyucuk, DNA (23.65
nM) + bakir (IT) kloriir (0.775 mM) + A3 (2.5 mg/mL).



Kuyucuk 1 (Kontrol) 2 3 4 5 6 7 8
Form I (%) 100 100 83.99 - 100 - 100 -
Form II (%) - - 16.01 64.39 87.04 - 100
Form III (%) - - - 3561 - 1291 - -

Tablo 4. 12. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varhiginda A1, A2 ve A3 ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma (Form

IT) veya linear forma (Form III) doniistimii.

Asagidaki reaksiyonlar 0.5 mL Eppendorf tiip icerisinde karanlikta
gergeklestirildi. Tiim tiipler aliiminyum folyo ile sarildi ve reaksiyon oda sicakliginda
iki saatte gerceklestirildi. Biitiin tiiplere 200 ng pBluescript M13+ plazmid DNA (3.2
kb) konuldu.

1. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) tek basma. 2.
kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM), 1 pl (3.1 mM) bakir (1I) kloriir
ile son konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, bakar (II) kloriir i¢in 1.03 mM olacak sekilde
inkiibe edildi. 3. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 ul (10
mg/mL) Al ile son konsantrasyon DNA icin 31.53 nM, Al i¢in 3.33 mg/mL olacak
sekilde inkiibe edildi. 4. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl
(3.1 mM) bakir (IDkloriir ve 1 ul (10 mg/mL) Al ile son konsantrasyon DNA i¢in 23.65
nM, bakir (I1) kloriir i¢in 0.775 mM ve A1 i¢in 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi.
5. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (10 mg/mL) A2 ile son
konsantrasyon DNA i¢in 31.53 nM, A2 icin 3.33 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi.
6. kuyucuk: pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (I1)
kloriir ve 1 pl (10 mg/mL) A2 ile son konsantrasyon DNA icin 23.65 nM, bakir (II)
kloriir i¢in 0.775 mM ve A2 i¢in 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 7. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 wl (10 mg/mL) A3 ile son konsantrasyon
DNA i¢in 31.53 nM, A3 icin 3.33 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi. 8. kuyucuk:
pBluescript M13+ plazmid DNA (47.30 nM) 1 pl (3.1 mM) bakir (1) kloriir ve 1 ul (10
mg/mL) A3 ile son konsantrasyon DNA ig¢in 23.65 nM, bakir (1) kloriir i¢in 0.775 mM
ve A3 icin 2.5 mg/mL olacak sekilde inkiibe edildi.

Iki saatlik inkiibasyon siiresinden sonra numunelere 5 ul % 50 gliserollii

yiiriitme tamponu (%0.1 brom fenol mavisi, 150 mM EDTA, 2 mM Tris igerisinde %1



SDS, 1 mM asetat, pH 8) ilave edildi ve sulu etidyum bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL)
iceren %1 lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 120 V’ta TAE (40 mM Tris asetat,
ImM EDTA, pH 8.2) tamponu igerisinde 80 dakika yiiriitiildii. Jelin fotografi Bio Rad
Gel Doc XR goriintiileme sistemi ile ¢ekildi ve % kesim hesaplamalar1 Quantity One

programiyla (4.5.2 versiyonu) hesaplandi. Kesim %’leri tablo 4.12’de verilmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Diazonyum tuzlarinin DNA ile olan reaksiyonlar1 daha &nce calisilmis olup
bunlarin DNA’y1 kestigi bilinmektedir.*”*® Bu kesim mekanizmasi deoksiriboz sekerden
hidrojen atomu koparilmasiyla gergeklesir. Aril radikalleri icin DNA deoksiriboz
sekerinin 5°, 4° ve 1° Hidrojen atomunu (Sekil 5. 1) koparmak diger hidrojen
atomlarina oranla daha kolaydlr.UQSekil 5. 2’de aril radikallerinin 4° Hidrojen atomu

koparilmasi gosterilmistir.

0 Pdirin
5
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Sekil 5. 1. Deoksiriboz sekerinden 1°, 4’ ve 5’ hidrojen atomlari.
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Sekil 5. 2. 4’ Hidrojen atomu koparilmas.



Diazonyum tuzlarindan aril radikali olusturmak i¢in gerekli olan elektron donor
icin Arya ve arkadaslarinin’ yapmis olduklari gibi farkli elektron dondrler denendi. Bu
amacla inorganik elektron dondr olarak bakir (I) kloriir ve sodyum iyodiir, organik
elektron donor olarak da askorbik asit kullanildi. En iyi elektron donoriin askorbik asit
oldugu belirlendi. Yoshikawa ve ark.,'*' daha 6nce yaptiklar cahsmada askorbik asidin
DNA dubleks yapisinda konformasyonal degisiklige sebep oldugunu belirttigi gibi, biz
de askorbik asidin tek basina DNA kesme kapasitesi oldugunu tespit ettik (Fotograf 4.
1ve tablo 4. 1). Askorbik asit tek basma DNA’nin % 38’lik kismm supercoiled
formdan open circular forma doniistiiriirken, diazonyum tuzuyla birlikte kullanildiginda
bu oran %100’e ¢ikmistir. Bakir klortir tek bagma DNA kesimine sebep olmazken
diazonyum tuzuyla birlikte kullanildiginda %33 oraninda DNA’nin kesilmesine neden
oldugu gézlenmistir. Sodyum iyodiir ise ne tek basina ne de diazonyum tuzuyla beraber
kullanildiginda DNA kesimine sebep olmamuistir. Sonraki deneylerde bir elektron donor
olarak DNA’y1 tek bagmna kesmeyen bakir (I) kloriir kullanarak DNA kesimini

incelemeye karar verildi.

Metil ve etil gruplarimin radikal reaktivitesi ve DNA kesim etkisi arastirilirken,
metil ve etil gruplarinin DNA kesimine etkisinde anlamli bir farklilik goriilmedi. Bir
elektron dondr varliginda diazonyum tuzu (32)’in %44 , (33)’tin %46 ve (34)’tiin %39
oraninda plazmid DNA’y1 supercoiled formdan open circular forma doniistiigli tespit
edilmistir. Elde edilen verilerden diazonyum tuzlarinin tek basina DNA’y1 az da olsa
kestigi belirlenmistir. Bu kesimin diazonyum tuzundan fenil katyonu olusarak
gergeklestigi diisiinii]mektedir.107’108 Diazonyum tuzlari organik ¢oziiclilerde 1s13a karsi
kararhi olmalarina ragmen, sulu ¢ozeltilerinde bozunarak DNA kesimini baslatan fenil
katyonu olusturabilirler. DNA’nin dogal cevresine organik ¢o6ziiciilerden daha uygun
oldugu i¢in reaksiyonlar su igerisinde gergeklestirildi ve her ne kadar 1siktan korumaya
galigsak da bir miktar fenil katyonu olusup az da olsa DNA kesimine neden olabilir
(Fotograf 4. 2 ve tablo 4.2)

Etil gruplarmmin orto, meta ve para pozisyonlarinda DNA kesim etkisi
incelendiginde ii¢iiniin de tek bagina DNA kesimine sebep olduklar1 gdzlenmistir. Meta
ve para pozisyonlarmda kesim elektron dondr olmadan % 86 oraninda gergeklesirken,

orto pozisyonunda kesimin %17 civarinda oldugu tespit edilmistir. Elektron dondr



varliginda orto pozisyonda supercoiled formun % 80’i open circular forma
doniismiigken meta pozisyonunda %100 opencircular form, para pozisyonunda ise % 96

open circular ve %4 oraninda linear forma doniismiistiir (Fotograf 4. 3 ve tablo.4.3).

Klor ve nitro gruplarinin DNA kesim etkisi incelendiginde ise hem (38) hem de
(39)’nin bir elektron dondr varliginda DNA’y1 %100 oraninda kestigi belirlenmistir.
(39) bilesigi elektron dondr varliginda DNA’nin %23’lilk kismini linear forma
doniistiirmiistiir. Diazonyum tuzu (38) tek basina %77 oraninda, diazonyum tuzu (39)
ise % 14 oraninda DNA’y1 supercoiled formdan open circular forma doniistiirmiistiir

(Fotograf 4. 4 ve Tablo 4.4).

Diazonyum tuzlar1 (40) ve (41)’in DNA kesim etkisi incelendiginde (40)
bilesiginin DNA’y1 tek basina kesmedigi (41) bilesiginin ise DNA’y1 tek basina %70
oraninda kestigi gozlendi. Elektron donér varliginda bu oran (40) i¢in %57, (41) icin ise
%100 olarak tespit edildi (Fotograf 4. 5 ve tablo 4. 5). Diazonyum tuzu (41)’in
yenilebilir kiiltiir mantar1 olan Agaricus bisporus’un parcalanma iriinii olmasi bu

sonucun énemini vurgular.

(0]
COOH m
HN—N HN—NH, +N
H
NH,
v-glutamil transpeptidaz (GGT) Sitokrom P450 (P 450)
OH OH OH
Agaritin 4-(hidroksimetil)fenilhidrazin 4-(hidroksimetil)benzendiazonyum
iyonu
(41)

Sekil 5. 3. Agaritinin biyoaktivasyon yolu.

Diazonyum tuzlarimin aril radikali olusturarak DNA’y1 kestigini belirtmistik
(Sekil 5. 2). Onceki calismalarda sistein, etanol ve P-merkapto etanol gibi bazi
maddelerin karbon merkezli radikalleri sondiirdiigii rapor edilmistir88 (Sekil 5.4). DNA

kesimi incelenen diazonyum tuzlari karbon merkezli radikal olusturarak DNA kesimine



sebep oluyorsa sistein, etanol ve B-merkapto etanol gibi karbon merkezli radikalleri

sondiiren maddelerle beraber kullanildig1 zaman DNA kesiminin 6nlenmesi gerekir.

CH,OH CH,OH Parin baz hasar

4 -(hidroksimetil)fenil radikali

2
CH,CH,OH
Etanol HN N
Sistein k | \>—©—CHZOH
2 -Merkapto etanol . \N N
|
H

*N=N

CH,CH,OH

CH,OH

CH,OH o
PUrimidin baz hasari
Benzil alkol
OH

Sekil 5. 4. Karbon merkezli radikallerin sondiiriilmesi.

Bu amacla sistein, etanol ve B-merkapto etanol varhginda diazonyum tuzu
(32)’in DNA kesiminin incelenmesine karar verildi. Diazonyum tuzu (32) sadece bir
elektron dondr varliginda DNA kesimine sebep oldugu i¢in kulanildi. Etanol ve [-
merkapto etanol varliginda diazonyum tuzu (32)’nin DNA kesim etkisinin %18
oraninda, sistein varliginda ise bu degerin %26 oraninda azaldigi belirlendi. Bu sonug
kesimin karbon merkezli radikal iizerinden gergeklestigi diisiincesini dogruladigi
dusiincesindeyiz (Fotograf 4. 7 ve tablo 4.7).

Yine ayni amagla diazonyum tuzlari (37) ve (41) kullanilarak sisteinin karbon
merkezli radikalleri sondiirme ve dolayisiyla da DNA kesimini 6nleme kapasitesi
incelendi. Diazonyum tuzlar1 (37) ve (41) tek baslarina DNA kesim etkisi en fazla olan

diazonyum tuzlari oldugu igin tercih edildi. Sistein varliginda diazonyum tuzu (37)’nin



DNA kesim etkisinde bir degisiklik olmadigi, diazonyum tuzu (41)’in ise kesiminin
sistein varliginda %40 oraninda azaldig1 gézlendi (Fotograf 4. 8 ve tablo 4. 8).

Onceki ¢alismalarda antioksidant ve antimikrobiyal &zellikleri oldugu belirlenen
baz1 bitki ekstraktlarinin da DNA’y1 koruma kapasitelerinin oldugu rapor edilmistir.””®
Bu amagla antioksidant ve antimikrobiyal aktivitesi bilinen baz1 Hypericum ve Achillea
tiirii bitkilerin etanol ekstraktlarinin DNA kesimini 6nleme kapasitesinin arastirilmasina
karar verildi. Bitkilerin kesimi &nleme kapasitesi sisteinle kiyaslandi.

Hypericum tiirii bitkilerin kesim 6nleme kapasitesi incelendiginde H1’in DNA
kesimini azaltmadigi aksine arttirdii, H2 ve H3 tiirlerinin ise DNA’nin jelde
tutunmasina sebep oldugu goézlendi. Hypericum tiirii bitkilerin, etanol ekstraktlarinin
icinde bulunan pozitif yiiklii molekiiller, DNA’nin biiyiikk ve kiiclik oluklart ile
interkalasyon veya elektrostatik etkilesim yaparak DNA’nin jelde yiiriimesini
engellemis olabilirler (Fotograf 4. 9 ve tablo 4. 9).

Achillea tiirii bitkilerin kesim oOnleme kapasitesi incelendiginde ise DNA
kesimini arttirdigr gozlendi. Diazonyum tuzu (32) bakir (I) klortir varhginda DNA’y1
%57 oraninda supercoiled formdan open circular forma doniistiirtirken, ortama Al
eklendiginde supercoiled formun %72 oraninda open circular forma, %28 oraninda ise
linear forma don Ustiigii gozlendi. Ortama A2 ve A3 ayr1 ayn eklendigi zaman
supercoiled formun tiimiiniin open circular forma doniistugii gozlendi (Fotograf 4. 10 ve
tablo 4. 10).

Cu® iyonlari varhginda bitki ekstraktlari tarafindan DNA sarmalinin kesim
mekanizmasinda aromatik cekirdeklerin  oksijenlenmesi rol oynamaktadir. Bunun
sonucunda katekol olusur ve bu olusan katekol Cu?* ile koordinasyon yapar. Olusan bu
koordinasyon bilesigi dioksijeni daha reaktif tiirlere indirgedikten sonra katekoliin Cu®*
iyonu ile koordinasyonu sonucu oksidasyona ugrar. Onceki ¢alismalarda antioksidant
ve antimikrobiyal aktiviteleri oldugu belirlenen bazi bitki ekstraklarin igerisinde
bulunan flavonoidlerin Cu* ile kompleks olusturarak DNA’y1 kestigi belirtilmistir.''
DNA kesimini onlemesi diisiiniilen Hypericum ve Achillea tirii bitkilerin kesimi
onlemeyip arttirdid1 da gozlenince bu bitkilerin bakir (II) kloriir varliginda DNA kesim
etkisi incelenmeye karar verildi.

Hypericum tiirii bitkilerin kesim etkisi arastirilitken yine DNA’nin jelde

tutundugu gozlendi. Hypericum tiirii bitkilerin, etanol ekstraktlarmin i¢inde bulunan



pozitif yiiklii molekiiller, DNA’nin daha 6nce agikladigimiz nedenle jelde tutundugu
dusiintiyoruz. (Fotograf 4.11 ve tablo 4. 11).

Achillea tiirii bitkilerin kesim etkisi arastirithirken A1l  bitkisinin etanol
ekstraktinin tek bagina DNA’nmn %16°lik kismini supercoiled formdan open circular
forma doniistiirdiigii gézlendi. Ccu?* varhginda ise supercoiled DNA’nin %64 oraninda
open circular, % 36 oraninda linear forma doniistiigii gézlendi. A2 bitkisinin etanol
ekstraktinin tek basina DNA’y1 kesmedigi, Cu* varhginda ise supercoiled DNA’nin
%87 oraninda open circular, % 13 oraninda linear forma doniistiigii gozlendi. A3
bitkisinin etanol ekstraktinin tek basma DNA’yr kesmedigi, Cu®* varliginda ise
supercoiled DNA’y1 %100 oraninda open circular, forma doniistiigii gozlendi (Fotograf

4. 12 ve tablo 4. 12).

Sonuglar farkli stibstitiie diazonyum tuzlarmin DNA’y1 kestigini gostermistir.
Diazonyum tuzlarmin radikal reaktivitesinin siibstitiie gruba bagli olarak degisebilecegi
tespit edilmistir. Baz1 diazonyum tuzlart DNA’y1 ancak bir elektron dondr varliginda
keserken bir kisminin elektron dondr olmadan da DNA kesimine sebep oldugu tespit
edilmistir. DNA kesim etkisi incelenen diazonyum tuzlarinin herhangi bir spesifitesi
olmadig1 i¢in DNA’y1 rastgele keserler. Bundan sonraki ¢alismalarda DNA’y1 spesifik
olarak kesebilecegi diisiiniilen diazonyum tuzlar1 sentezlenerek DNA kesimi
incelenecektir. Ayrica Cu** varhginda DNA kesimine sebep olan bitki ekstraktralarinin

icerdigi etken maddeler saflastirilarak yap1 aydinlatilmasina gidilecektir.
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7. TABLOLARIN LISTESI

Tablo 1. 1. Genetoksik Xenobiotiklerden olusan karbon merkezli serbest radikal
metabolitleri.

Tablo 4. 1. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir, askorbik asit
ve sodyum iyodiir varhginda diazonyum tuzu (32) ile supercoiled formdan (Form I),
open circular forma (Form II) déniistimii.

Tablo 4. 2. pBluescript M13+ plazmid DNA’nm, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32), (33) ve (34) ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma
(Form II) doniistimii.

Tablo 4. 3. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (35), (36) ve (37) ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma
(Form 1II) veya linear forma (form I11) doniisiimii.

Tablo 4. 4. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (38) ve (39) ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma
(Form II) veya linear forma (Form I1I) doniistimii.

Tablo 4. 5. pBluescript M13+ plazmid DNA’nm, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (40) ve (41) ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma
(Form II) doniistimii.

Tablo 4. 6. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (II) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (41) ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma (Form II)
doniistimi.

Tablo 4. 7. pBluescript M13+ plazmid DNA’nm, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile aril radikali sondiirme kapasitesi oldugu bilinen sistein, etanol
ve fB-merkapto etanol varliginda supercoiled formdan (Form I), open circular forma
(Form II) doniistimiiniin 6nlenmesi

Tablo 4. 8. pBluescript M13+ plazmid DNA’nm, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzlart (37) ve (41) ile aril radikali sondiirme kapasitesi oldugu bilinen
sistein varhiginda supercoiled formdan (Form 1), open circular forma (Form II)

doniisiimiiniin dnlenmesi.



Tablo 4. 9. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile HI, H2 ve H3 varliginda supercoiled formdan (Form I), open
circular forma (Form II) déniisiimiiniin dnlenmesi.

Tablo 4. 10. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile A1, A2 ve A3 varhginda supercoiled formdan (Form I), open
circular forma (Form II) doniisiimiiniin nlenmesi.

Tablo 4. 11. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (II) klortir varliginda
H1, H2 ve H3 ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma (Form II)
doniisiimi.

Tablo 4. 12. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
Al, A2 ve A3 ile supercoiled formdan (Form I), open circular forma (Form II) veya

linear forma (Form I1I) doniistimii.



8. SEKILLERIN LISTESI

Sekil 1.1. DNA tek zinciri, Deoksipoliriboniikleotid zinciri.

Sekil 1.2. A-T ve C-G arasindaki Watson-Crick Hidrojen Baglari.

Sekil 1.3. DNA ikili zincir yapis.

Sekil 1.4. DNA yapist.

Sekil 1. 5. DNA’nin {i¢ farkli formu.

Sekill 1. 6. DNA bazlarin hidrojen bagi yapan kisimlari. D, Dondr; A, Akseptor.

Sekil 1. 7. Watson — Crick baz ¢ifti ve seker fosfat omurgas.

Sekil 1.8. Abazik bolge olusumu ve DNA kesimi.

Sekil 1. 9. DNA sekerinden hidrojen atomu koparilmasi (R, R’= DNA omurgasi).

Sekil 1.10. Etidyum bromiiriin B-DNA’ya interkalasyonu.

Sekil 1. 11. Azot hardallariyla alkilasyon.

Sekil 1.12. Azot hardallarinin neden oldugu ¢apraz baglanma.

Sekil 1.13. Neocarzinostatinin tiyol ile aktivasyonu.

Sekil 1.14. Aktive edilmis neocarzinostatin ve diger enediyen antibiyotikleri tarafindan
DNA kesim mekanizmas.

Sekil 1. 15. Alkil radikali ile DNA hasari; 1,2-dimetil hidrazin ile DNA baz iiriinlerinin
olusumu.

Sekil 1.16. Karbon merkezli radikal metabolitleri ile olusan DNA modifikasyon semasi.
Sekil 2.1. Aril radikali olusum mekanizmasi.

Sekil 2.2. Arendiazonyum iyonlari ve DNA’dan elde edilen C8-arilguanin iiriinleri (X =
CH3, CH,OCHj3, CH,OH)

Sekil 2. 3. Suibstitiie triarilamidlerin DNA’y1 kesimi

Sekil 2. 4. N-(3-Hydroxypropyl)-Berenil sentezi

Sekil 2. 5. Brezilya ¢am1 Araucaria angustifolia’nin igerdigi biflavonoidler.

Sekil 3. 1. Plazmid DNA.

Sekil 4.1. Sandmeyer Reaksiyonu.

Sekil 5. 1. Deoksiriboz sekerinden 1°, 4’ ve 5° hidrojen atomlari.

Sekil 5. 2. 4’ Hidrojen atomu koparilmas.

Sekil 5. 3. Agaritinin biyoaktivasyon yolu.

Sekil 5. 4. Karbon merkezli radikallerin sondiiriilmesi.



9. FOTOGRAFLARIN LiSTESI

Fotograf 4. 1. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir, askorbik
asit ve sodyum iyodiir varliinda diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun Agaroz
Jel Elektroforezi.

Fotograf 4. 2. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzlar (32), (33) ve (34) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Reaksiyonlar su icerisinde, oda sicakliginda ve karanlikta gerceklestirildi.

Fotograf 4. 3. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzlari (35), (36) ve (37) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Fotograf 4. 4. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzlar1 (38) ve (39) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Fotograf 4. 5. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzlar1 (40) ve (41) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.
Fotograf 4. 6. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (1) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (41) ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.

Fotograf 4. 7. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun aril radikali sondiirme kapasitesi oldugu
bilinen sistein, etanol ve B-merkapto etanol varliginda Agaroz Jel Elektroforezi.
Fotograf 4. 8. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzlart (37) ve (41) ile kesim reaksiyonunun aril radikali sondiirme
kapasitesi oldugu bilinen sistein varliginda Agaroz Jel Elektroforezi.

Fotograf 4. 9. pBluescript M13+ plazmid DNA’nn, (3.2 kb), bakir (I) kloriir varliginda
diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun HI1, H2, H3 varliginda Agaroz Jel
Elektroforezi.

Fotograf 4. 10. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda diazonyum tuzu (32) ile kesim reaksiyonunun H1, H2, H3 varliginda Agaroz
Jel Elektroforezi.

Fotograf 4. 11. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (I) kloriir
varliginda H1, H2 ve H3 ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.

Fotograf 4. 12. pBluescript M13+ plazmid DNA’nin, (3.2 kb), bakir (II) kloriir

varligimda A1, A2 ve A3 ile kesim reaksiyonunun Agaroz Jel Elektroforezi.



10. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1 Soyadi : Bircan CEKEN
Dogum Tarihi : 12.06.1979
Uyrugu : T.C.
Dogum Yeri : Merkez/DIYARBAKIR
Medeni Hali : Bekar
Adres : Dicle Universitesi

Fen Edebiyat Fakiiltesi

Kimya Boliimii
21280-Diyarbakir
E-Mail : bircan@dicle.edu.tr

Egitim ve Akademik Kariver

Eyliil 1985-Subat 1997

[lkokul 6grenimimi Inénii Ilkokulunda, Ortaokul ve Lise Egitimimi Diyarbakir Anadolu

Lisesinde tamamladim.

Eyliil 1998-Temmuz 2002

Dicle Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimiinii bitirdim.

Eyliil 2002-Temmuz 2004

Dicle Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dalinda “Sentetik
Maddeler ile DNA Kesimi” adli master tezine Yrd. Do¢. Dr. Murat KIZIL

danismanlhiginda bitirdim.



