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1.0ZET

Ferrosen Aktif Birimi Iceren Yeni Azin Tiirevlerinin DNA Baglanma, DNA Kesim

ve Antioksidan Aktivitelerinin incelenmesi

Yapay metalloniikleazlarin, gen diizenlenmelerinde, DNA etkilesimlerinde,
protein eslestirmelerde ve kanser tedavilerinde kullanilmasi {izerine yapilan ¢alismalar
son zamanlarda oldukga ilgi ¢ekmektedir. Antikanser ilaglarin birgogu farkli sekillerde
DNA’ya baglanak antitimor etkisi gosterirler. Boylece kanserli hiicrede DNA
cogalmasini bloke ederek, tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe ederler. DNA
baglanmasinin ve kesmesinin mekanizmasini anlamak, etkili antitiimdr ilaclarinin
dizayn edilmesinin en 6nemli temelidir. Bu tiir ilaclarin basarisi, DNA’ya ilgilerine ve
baglanma modlarina baglidir. Bu ¢alisma kapsaminda, farkli ferrosen ligandlarinin bakir
(II) komplekslerinin DNA’ya baglanma kapasiteleri dana timus DNA’s1 kullanilarak
UV-Vis absorbsiyon titrasyonlari, termal denatiirasyon ve yarigmali etidyum bromiir
baglanmas1 yontemleri kullanilarak incelendi ve komplekslerin DNA’nin baz ¢iftleri
arasina interkalasyon yoluyla yerlestigi belirlendi. Komplekslerin metaloniikleaz olarak
degerlendirilmeleri icin agaroz jel elektroforezi kullanilarak gergeklestirilen hidrolitik
kesim denemelerinde kesim etkinliginin pH 5 ile pH 7 arasinda degerlerde 50 mM Tris-
HCl tamponu ile olusturulan ortamda yiliksek oldugu ve niikleaz aktivitesinin
konsantrasyon ve iyonik giice bagimli oldugu ortaya konuldu. K4 kompleksi disinda;
H.O, (0.4 M), askorbik asit (2.5 mM) ve merkaptoetanol (0.4 M) gibi cesitli
aktivatorlerin varliginda gergeklestirilen kesim denemelerinde 6nemli 6l¢iide artmis
aktivite belirlendi. K1, K2 ve K5 komplekslerin niikleaz aktivitesinin 11k etkisiyle
uyarildig1 belirlendi. K4 ve K5 disiik 2,2-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal
siipiirme aktivitesi gosterirken, diger bilesikler yliksek silipiirme aktivitesi gosterdi.
Bununla birlikte, 6zellikle K1’de belirgin olmak iizere (SCso= 3.1 uM), tiim bilesiklerde
yiiksek stiperoksit dismutaz (SOD) akitivitesi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, yarigmali baglanma, DNA baglanma, DNA

kesim, ferrosen, 1s1k ile kesim



2. SUMMARY

Investigation of DNA Binding, DNA Cleavage, and Antioxidant Activities of New

Azine Derivatives with Active Ferrocene Unit

Studies about artificial metallonucleases have attract more attention because of
their potential usage in gene regulation, mapping of protein and DNA interactions,
probing of DNA specific structures, and for cancer therapy. Many anticancer drugs
exert their antitumor effects through binding to DNA in various ways, thereby blocking
the replication of DNA and inhibiting the growth of tumor cells. The understanding of
DNA binding and cleavage is the basis for the design of new, efficient antitumor drugs,
their effectiveness depending on the binding mode and affinity towards DNA. In this
study, the DNA-binding capacities of the copper(ll) complexes of different ferrocene
ligands were investigated with the UV-Vis absorption titrations, thermal denaturation
and competitive ethidium bromide binding methods using calf thymus DNA. Our
results demostrated that the compounds can intercalate into the stacked base pairs of
DNA. For the evaluation of the complexes as metalonuclease, hydrolytic cleavage
assays were performed by using agarose gel electrophoresis. It was introduced that the
cleavage efficiencies were high in the medium with the 50 mM Tris-HCI buffer between
pH 5 and pH 7, and nuclease activities were concentration and ionic strength dependent.
Remarkably increased activity was determined in cleavage experiments performed in
the presence of various activators such as H,O, (0.4 M), ascorbic acid (2.5 mM) and
mercaptoethanol (0.4 M) except for K4. It was determined that nuclease activities of
K1, K2 and K5 complexes did induce in the effect of light. K4 and K5 compounds
showed low scavenging activity of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical while
the other compounds showed high scavenging activity. Besides, high scavenging
capabilities of superoxide dismutase (SOD) activity were determined in all compounds,
especially K1 (SCso=3.1uM).

Key Words: Antioxidant, competitive binding, DNA binding, DNA cleavage,

ferrocene, photocleavage
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3. GIRIS ve AMAC

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, isgalci nitelik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen geligmis tilkelerin 6lim istatistiklerinde
kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan Gldiiriicii bir hastaliktir (1).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Kurumu (IARC) 2008 yilinda 12.4 milyon yeni
kanser vakasi, 7.6 milyon kanser nedenli 6liim ve 28 milyon ilk tanidan bu yana 5 yil ya
da daha az siire gegmis kanserli hasta oldugunu tahmin etmektedir (2, 3). Kanser
oranlariyla yas arasindaki gii¢lii baglanti goz oniinde bulunduruldugunda, 2030 yilinda

bliyiik bir niifusa etki edecek artan bir kanser yiikiinden s6z edilebilir (2).

Gliniimiizde kanser tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu
seklinde uygulanmaktadir. Kanser kemoterapisinde amag, ila¢ etkisiyle tiimor
biliylimesini yavaglatmak veya engellemek, hizl1 gelisen tiimorlerde hedeften farkli doku
ve organlarda birincil tiimérden kaynakli yeni tiimorlerin gelisimini yani metastazi
engellemek, hatta cerrahi miidahaleye gerek kalmadan hedef tiimériin tiimiiyle ortadan
kaldirilmasin1 saglamaktir (4). Antikanser ilaglarin ¢ogu sitotoksik etkileri ile malign
hiicrelerin biiylime ve ¢ogalmalarini 6nlerler ve onlarin dliimiine yol acarlar. Radikal bir
tedavi viicutta tek bir malign hiicre kalmaksizin tiim hiicrelerin yok edilmesi ile
miimkiindiir. Ancak bodyle bir durum az sayidaki istisnalar disinda halen varolan
ilaglarla saglanamamaktadir. Antineoplastik ilacin terapotik etkinligini  kisitlayan
Oonemli bir faktor, timor hiicrelerinin ilaca azalmis hassasiyeti, bir bagka deyisle ilaca
kars1 direng gelisimidir. Bu durum baz1 kanser tiiriinde kendiliginden olabildigi gibi
(dogal veya primer rezistans), kemoterapiden sonra da gelisebilir (kazanilmis veya
sekonder rezistans) (5). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, tiimor biiylimesinin
baslangigtan sonraki donemlerinde klonal homojenligini siirdiiremedigi gosterilmistir.
Michael M. Gottesman (6), makalesinde bu durumu ‘’normal hiicrelerin hepsi ilaglara
benzer sekilde cevap verirler; oysa kanser hiicrelerinin her biri kendilerine 6zgii sekilde
cevap verirler’” seklinde yorumlamaktadir. Bu yaklasimda da ifade edilmeye ¢alisildigi
gibi, goriiniim olarak benzer olan, ayni malign hiicreden gelisen kanser hiicreleri
biyokimyasal, morfolojik ve ilaca yanit verme karakteristikleri bakimindan farkliliklar

gosterirler. Kanser hiicrelerinde kemoterapotik ilaca direng gelisimi, azalmis ilag



birikimi, artmis ilag metabolizmasi ve ilag¢ etkinligindeki degisiklikler gibi pek cok
faktorle iliskili olabilir.

DNA (Deoksiriboniikleik asit), hiicre canliliginin siirdiiriilmesinde ¢ok biiyiik
Oonem tasir. Dolayisiyla, antibiyotik, antiviral ve antitiimoral ilaclar i¢in hedef olarak
secilmistir. Kii¢iik molekiillerin DNA’ya baglanma ¢alismalari ilag-DNA etkilesimlerini
anlamak, klinik uygulamalar i¢in yeni ve etkili ilaglarin gelistirilmesi ve niikleik asit
yapilariin duyarli kimyasal problarinin gelistirilmesi alanlarinda ¢ok kullanisghdir.
Ciinkii antikanser ve antibiyotik ilaglarinin hiicre i¢i hedeflerinin biiyiik bir ¢ogunlugu
DNA’dir. Son yirmi yilda DNA ile interkalasyon (araya girme) moduyla etkilesebilen
kiiciik molekiillere yonelik c¢alismalar ¢ok biiyiik ilgi ¢ekmektedir (7). Klinik olarak
kullanilan bir¢ok antikanser ilact DNA’ya interkelasyon prosesi ile baglanmaktadir. Bu
proses diizlemsel, aromatik ya da heteroaromatik halka sistemleri iceren bilesiklerin
heliks eksenine dik ve Watson—Crick hidrojen baginin neden oldugu istiflenme
diizeninin tiimiinii bozmadan bitisik baz ¢iftlerinin arasina yerlesmesidir. Cis-platin gibi
metal esasli kemoterapi ajanlari, kanser tedavi protokollerinde genis Olgiide yer
almaktadir (8). Bu ilacin kullanim alanini kisitlayici etkileri arasinda doza bagimli
siddetli toksisiteleri, diisiik biyoyararlanimlari, dogal veya edinilmis ila¢ direngleri
sayilabilir (9). DNA’nin biiylik olugunda yer alan adenin ve guanin bazlarinin imidazol
halkalarindaki N7 atomlari, platinleyici ajanlarin DNA’ya baglandiklar1 en ulasilabilir
ve reaktif niikleofilik bolgeyi olusturmaktadir (10). Cis-platin antitiimér etkisini, bu
bolgelerden genomik DNA’ya zincirler arasi ve zincir i¢i ¢apraz baglarla baglanarak,
DNA’y1 normal yapisi bozularak biikiilmiis, DNA zinciri haline getirmek suretiyle
olugturur. Cis-platin’in DNA’daki piirin bazlarma baglanmasi ile olusan hasar
transkripsiyonu ve/veya replikasyonu engelleyerek, kanser hiicresinin 6liimiine neden
olan sitotoksik stirecleri etkilemektedir (11). Cis-platin’in modifiye ettigi DNA,
yeterince yenilenemediginden ortaya ¢ikan DNA hasar1 onarilamayacak boyutta ise,
hiicre bunu tolere edemez ve hiicre oliimii gerceklesir (12). Son yillarda kiiciik
molekiillerin DNA’ya baglanmalarinin incelenmesi ¢ok ilgi ¢eken bir calisma alani
olmustur. Spesifik DNA hedefli ilaglarin sentezi i¢in bu molekiillerin DNA’ya
baglanma tiiriiniin belirlenmesi son derece énemlidir. Molekiiler DNA’ya interkalasyon,

kovalent ve elektrostatik olarak baglanabilirler. Cis-platinin DNA etkinliginin



kesfedilmesinden sonra birgok platin kompleksi sentezlenmis ve DNA etkilesimleri

calistlmigtir (13, 14).

Serbest radikaller, atomik orbitali {izerinde eslenmemis elektron (e’) tasiyan
molekiiller olarak tanimlanir. Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi
tetiklemektedir. Temel olarak oksidatif stres biyolojik sistemde prooksidanlarla
antioksidanlar arasindaki dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir.
Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de genellikle antioksidan
enzim sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢ci savunma sistemlerinin yeterli
olamadig1r durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi {izere, reaktif oksijen
bilesikleri ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur, dolayisiyla oksidan hasara
duyarli DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar
goriir (15). Yapilan caligmalarla, cesitli kategorideki sitostatik ajanlarin hem in vivo
hem de in vitro olarak serbest radikal iiretimine ve antioksidanlarda kayiba neden
olduklarini gstermistir (16, 17). In vitro arastirmalar ve hayvan ¢alismalarinda serbest
radikal siiptiriiciilerin, doksorubisin ve cisplatin gibi sitostatik ajanlarla birlikte
uygulanmasinin, antitiimor etkiyi azaltmadigi gosterilmis. Bununla birlikte, hayvan
calismalarinda, tek basina kemoterapi uygulananlara gore sitotoksik ajan ile birlikte
antioksidan uygulananlarda hayatta kalma oraninin daha yiiksek oldugu pek ¢ok kez
gosterilmistir. Klinik ¢aligsmalarda da antioksidanlar kemoterapinin antitiimoral etkisini
azaltmamis hatta arttirmistir (18). Bu nedenle tasarlanan antitiimoral ilaglarin
antioksidan katkisinin, kemoterapiye bagli toksisite siddetini ve siklifini azaltacagi

distiniilmektedir.

Schiff bazlarinda metal atomu, C=N bagmin azotundan ve orto pozisyonundaki
bag yapmayan elektron ¢iftine sahip oksijen, azot veya siilfiir atomlarindan baglanabilir.
Schiff baz1 kompleksleri, farmakolojik ve fizyolojik olarak spesifik aktivitelere sahiptir.
Bu bilesiklerin biyoaktiviteleri bilinmesi ile birlikte Schiff bazi komplekslerinin
antioksidan, DNA baglanma ve kesme aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar giin gectikce

artmaktadir.

Ferrosen, sandvi¢ kompleks yapilar1 olarak nitelenen organometalik bilesiklerin
ilk ornegidir. Biitiin sandvi¢ yapisindaki bilesiklerde aromatik bir halka bir gegis

metaline baglanir (19). Ferrosen, sahip oldugu siklopentadienil halkalar1 sayesinde



aromatik bir bilesiktir. Ayrica kendisi Fe(Il) iyonlarindan aldigi elektron destegi ile
benzen halkasina gore elektronca daha zengindir ve bu nedenle aromatik katilma
tepkimelerine kolayca girebilmektedir. Literatiirde c¢esitli ferrosen tiirevlerinin
antitiimoral, antibakteriyel, anti-sitma ve antioksidan Ozellikleri incelenmis ve bir¢ok
ferrosen bilesigi sitotoksik (21), antitiiméral (22, 23), antimalaryal (24), antifungal (25)
ve DNA kesim aktivitesi (26) gosterdigi rapor edilmistir. Ferrosen; nétral, kararli ve
toksik olmadig1 icin ¢ok dikkat g¢ekici bir molekiildiir (20). Bu sonuglar ferrosen
molekiilii esas alinarak tasarlanan yeni tiirevleri arastirmak konusunda arastirmacilara

ilham vermektedir.

Bu tez kapsaminda Prof. Dr. Kerim SERBEST ve onun ¢alisma grubu tarafindan
sentezlenen ve karakterizasyonu yapilan bazi ferrosen tiirii ligandlar ve onlarin bakir(II)
komplekslerininin  literatirde ilgi ¢eken Ozellikleri acisindan  incelenmesi
hedeflenmektedir. Bu amagla, bu ligandlarin ve komplekslerin DNA ile etkilesip
etkilesmedikleri UV spektrofotometri teknigi ile incelenecektir. Ayrica baglanma
modunun tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in termal denatiirasyon c¢aligmalari
yapilacaktir. Absorbsiyon spektrumlarindan elde edilen sonuglar agaroz jel elektroforezi
ile de desteklenerek niikleaz etkinlikleri tespit edilecektir. Bu amagla, Oncelikle
hidrolitik kesim denemesi yapilacak ve cesitli kimyasallar varliginda gergeklestirilecek
olan oksidatif DNA kesim ve 1gikla uyarilmis DNA kesim ¢alismalarinin sonuglariyla
karsilastirilacaktir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitelerini tespit etmek i¢in siiperoksit
ve DPPH radikalleri siipiirme aktiviteleri incelenecektir. Sentezi ve karakterizasyonu
yapilan bu bilesiklerin sahip oldugu potansiyel 6zelliklerin ortaya konulmasi agisindan
bu calisma disiplinlerarasi calisma olarak bir 6neme sahiptir. Bu bilesiklerin 6nemli
biyolojik aktivite gostermesi, ileride onlarin antikanser ilag olarak degerlendirilmesine

temel olusturacaktir.



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

Koordinasyon bilesiklerinin yapisi konusundaki en 6nemli ¢alismalar Danimarkali
Kimyager S.M. Jorgensen ve Isvigreli Alfred Werner (1893) tarafindan 19. yiizyilin
sonlarinda gergeklestirilmistir. Koordinasyon teorisi konusundaki basarili ¢alismalari
nedeniyle Werner 1913 yilinda Nobel Kimya Odiilii’'ne layik goriilmiistiir (27). Bu
gelismelerden sonra koordinasyon kimyasi alaninda hizli gelismeler gergeklesmistir.
Bunu izleyen yillarda Linus Pauling (1930) , “Valans Bag Teorisi”ni gelistirmistir (28).
Koordinasyon bilesiklerinin yapilarinin aydinlatilmasinda kullanilan daha ger¢ekei bir
teori ise 1929 da H.Bethe tarafindan ortaya atilan “Kristal Alan Teorisi’nin
gelistirilmesi ile saglanmigtir (29). Daha sonralar1 bu kuram, bilim adamlar tarafindan
bilesiklerin yapisal ve fiziksel Ozelliklerini agiklayabilmek icin kullanilmistir. Bu
teoriye gore metal-ligand arasindaki bag iyonik karakterdedir. Koordinasyon bilesikleri
ile ilgili gelismelere paralel olarak en ¢ok calisilan ve genis kullanim alanlar1 bulan
Bakir(I), nikel(II) ve kobalt(Il) bilesikleri goze carpmaktadir. Koordinasyon
kimyasindaki bu gelismeler metal ¢evresini olusturan farkli ligandlarin sentezleri ile
zenginlesmistir. Bu alandaki calismalar yogun bir sekilde artarken koordinasyon
bilesiklerinin olusumunda en ¢ok gdze carpan ligand gruplarindan birisini Schiff bazlar

sinifinin olusturdugu goriilmektedir.
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Sekil 1. Schiff tarafindan sentezlenen Schiff bazi

Italya’da iken anilinin bazi aldehitler (asetaldehit, valeraldehit, benzaldehit,
sinnamaldehit) ile girdigi reaksiyonlar {izerine ¢alisan Hugo Schiff, daha sonra
kendisine ithafen “Shiff Bazi” olarak adlandirilacak olan “imin” lerin olusumunu
kesfetmistir (30). Bu bulusunu 1864 yilinda yayimlanan “Yeni Bir Organik Baz Dizisi
(Eine neue Reihe organischer Basen)” adli makalesi ile bilim camiasina tanitmis ve

Schiff bazlarini literatiire kazandirmistir (Sekil 1).
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Sekil 2. Schiff bazlarinin olusum mekanizmalari

Karbonil bilesikleri ile primer aminlerin reaksiyonuyla olusan Schiff bazlarinin
olusum mekanizmasi iki basamaklidir. ilk basamakta, primer aminle karbonil grubunun
kondenzasyonundan bir karbinolamin ara bilesigi meydana gelir. Ayrilma basamagi
olan ikinci basamakta ise olusan ara ilirliniin dehidratasyonu sonucunda Schiff bazi

olusur (Sekil 2).
4.1.1. Schiff Bazlar1 ve Metal Komplekslerinin Biyolojik Aktiviteleri

Schiff bazlart biyokimyasal reaksiyonlarda 6nemli rol oynamaktadirlar. Schiff
bazlarmin en ilgi ¢ekici biyolojik aktivitelerinden biri aminoasit biyosentezinde
oynadiklar1 roldiir. a-Aminoasitlerin (RCH(NH,)COOH) biyosentezinde onemli ara
bilesiklerdir. ~a-Aminoasitler, organizmada proteinlerin sentezinde kullanilir.
Yiyeceklerin yeterli miktarda aminoasit icermemesi halinde organizma ihtiya¢ fazlasi
bir aminoasidi transaminasyon tepkimesiyle gereksinim duydugu aminoaside
doniistiirtir (Sekil 3). Bu islemde ihtiyag fazlast aminoasidin amino grubu bir keto-aside

taginir.



COOH COOH COOH COOH

\ | Transaminaz | \

C=—0+HN—C—H ——> HN—C—H+ C=0
/ | | %

Ry R, R; R
Sekil 3. Transaminasyon tepkimesi

Organizma i¢in ¢ok 6nemli olan bu transaminasyon tepkimesinin bir dizi Schiff

bazi ara tirlinii tizerinden yiirtidiigi distintliir.

Schiff bazlarinin koordinasyon kimyasinda ligand olarak kullanimi Pfeiffer’in
1933 yilindaki c¢aligmalarina dayanmaktadir. Pfeiffer calismasinda orto hidroksi
aromatik aldehitlerle cesitli primer aminleri alkol ortaminda reaksiyona sokarak Schiff
bazi ligandlarini elde etmis ve ligandlar1 metal iyonlarn ile etkilestirerek pek ¢ok gecis
metalinin Schiff baz1 komplekslerini hazirlamistir (31). Biiyiik molekiillerin bu sekilde
ligand olarak kullanilmasi o6zellikle kimya alaninda onemli bir yer tutmus ve

calismalarin yayginlagmasina onciiliikk etmistir.

Schiff bazlart gerek organizma i¢in 6nemli oa-aminoasitlerin elde edilmesi
sirasindaki rolii, gerekse bazi Schiff bazlarinin ve bunlarin bazi metal komplekslerinin
sahip oldugu antitiimor, antikanser ve antimikrobiyal ozellikleri nedeniyle oldukca
biiyiikk bir 6neme sahiptirler. Metal selatlarinin kansere karsi gosterdikleri iyilestirici
etkileri 1963 yilinda Furst tarafindan belirlendiginden bu yana, bu bilesikler kanser
tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Giiniimiizde halen kanser ilaci olarak
kullanilan platin bilesiklerinin, 1969 yilinda Rosenberg tarafindan antitimor aktivite
gosterdiklerinin belirlenmesiyle, metal komplekslerinin biyolojik aktiviteleri {lizerine
caligmalar biiyiik hiz ve Onem kazanmistir. Rosenberg sarkomlu bir farede
intraperitoneal Cis-platin uygulamasi sonucunda tiimor boyutunda belirgin bir gerileme
oldugu gozlemlenmistir (32). 1990-1997 willar1 arasinda Avrupa Bilim Kurulu
tarafindan ‘Biyolojik Sistemlerde Metal Kimyas1’ baslikli bir programin baglatilmasi ve
‘biyolojik inorganikler’ ¢calismalarinin desteklenmesiyle bu alandaki ¢aligmalar 6zellikle

kompleks bilesikler ve bunlarin biyolojik aktifliklerinin ¢aligilmasina kaymustir.

Schiff bazi kompleksleri biyolojik aktivasyonlar konusunda da 6énemli kullanim

alanlarma sahiptir. Bakir komplekslerinin anti bakteriyel aktivitelerinin yiiksekligi,



platin komplekslerinin anti-tiimor 6zellik gostermesi, demir komplekslerinin katodik
oksijen indirgenmesinde katalizér olarak kullanilmasi, mangan ve rutenyum
komplekslerinin suyun fotolizini hizlandirmasi, kobalt komplekslerinin oksijen
ayrilmasi ve tasinmasi reaksiyonlart icin model olusturmasi, ¢inko ve krom
komplekslerinin polistiren reginelerin boyanmasinda 1s1 ve 1s18a dayanikli boyar madde
olmasi, nikel komplekslerinin termoplastik regineler i¢in 151k stabilizatorlii olarak

kullanilmas1 bu uygulama alanlarinin 6nemini arttiran 6zelliklerinden bazilaridir.

Bir¢cok Schiff bazi metal kompleksinin mikroorganizmalar {izerindeki tesirleri
bilinmektedir. Bunlardan; 2-klorobenzaldehit ve glisinden tiireyen Cu*?, Co™ ve Ni™
komplekslerinin antifungal aktivitelerini 6l¢en testlerin sonucunda bu bilesiklerin
gypseum, floccossum, canis ve rubrum mantarlarina antifungal aktivite gosterilmistir.
Ozellikle o-vanilinin gesitli alkil ve aromatik aminlerle olusturdugu Schiff bazlarinin ve
Rutenyum komplekslerinin, K. Natarajan ve arkadaglar1 tarafindan Aspergillus Flavus,
Rhizoctonia Solani gibi mantarlara karsi antifungal aktiviteleri incelenmis ve ¢alismalar
sonucunda hem ligandin hem de komplekslerin bu tiir mantarlarin biiylimesini ve

tiremesini engelleyici yonde aktivite gosterdigi bulunmustur (33, 34).

2-Salisilhidrazonbenzotiazol Schiff bazi Germanyum metali ile 2:1 oraninda
birleserek olusturdugu kompleksin antifungal ve antibakteriyel 6zellige sahip oldugu
belirlenmigstir. Ayrica bu ligandlarin  ve metal komplekslerinin Gram pozitif
(Staphylococcus aureus), Gram negatif (Escherichia coli) bakterilerine ve Aspergillus
niger, Aspergillus nidulense, Candida albicans tiirii mantarlarina kars1 etkili oldugu

belirlenmistir (35).

Kanser tedavileri arasinda kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi ydntemleri
bulunmaktadir. Kemoterapi ilaglarla yapilan tedavi sekli olup, cerrahi operasyon oncesi,
sonrast ya da malignite gergeklesmis hastalarda uygulanan bir yontem oldugundan
kanser tedavisi i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle birgok bilim insani i¢in

kemoterapi onemli bir aragtirma alanidir (36).

Kemoterapide kullanilan ilaglarin etkinligi sinirlayan birgok etmen vardir.
Bunlarin basinda ila¢ direnci, toksisite, tiimor ilag etkilesmesi ile ilgili faktorler, ilag
farmakokinetigi ve farmakolojisi ile ilgili faktorler ve hasta ile ilgili faktorler yer

almaktadir (37).
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Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilacak ve yan etkileri en aza indirilmis olan
yeni ajan arayislari devam etmektedir. C=N bagiyla karakterize edilen ve aminotiyoller,
aminofenoller, a-aminoasitler, aminoalkollere asetil aseton veya salisilaldehit
katilmasindan tiiretilebilen Schiff bazlar1 son zamanlarda bir ¢ok antikanser arastirmada
incelenmekte ve sitotoksik etkilerin oldugu goériilmektedir. Ozellikle metal kompleksli

Schiff bazlarin etkinliginin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (38).

Yeni sentezlenen hidroksisemikarbezid Schiff bazlarinin melenoma, over kanseri
ve 16semi tedavisinde kullanilan hidroksiliire antikanser ilacindan daha etkili oldugu ve

kemotarapoétik ajan olarak imit vaat ettigi bildirilmistir (39).

Schiff bazi tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini durdurucu etkilerinin oldugu ve
bu etkilerini riboniikleotit rediiktaz enzimini inhibe ederek gergeklestirdikleri

gortilmistiir (40).

Etanollii ortamda 2-fenil-4-[(3-amino-4-metoksi)fenil]tiyazol hidrokloriiriin 4-
[N,N-bis(2-kloroetil)amino]siibstitiie benzaldehitlerle 1sitilmasi sonucunda elde edilen

Schiff bazlarinda antitiiméral etki tespit edilmistir (41).

Bagka bir ¢alismada, bir seri 3-siibstitiie-4-[5-(4-metoksi-2-nitrofenil)-2-
furfuriliden]amino-5-merkapto-1-2-4-triazoller sentezlenmistir. Bu bilesiklerin ¢esitli
sekonder aminler ve formaldehit ile aminometilasyonu yeni Mannich bazlarini
vermistir. Sentezlenen bilesiklerin yedi kanser tiiriinline (akciger, kolon, melanom,
renal, yumurtalik, CNS ve kan kanseri) kars1 aktiviteleri aragtirllmistir. Bazi bilesiklerin

diisiik diizeyde antikanser aktivitelerinin oldugu saptanmustir (42).

Shabani ve arkadaslar1 2008°de yaptiklari bir ¢alismada (43) azot ihtiva eden bazi
Schiff bazlarmin K562 (insan kronik myeloid 16semi) hiicreleri ve Jurkat (insan T
lenfosit karsinoma) hiicrelerine karsi antitiimor aktivite gosterdigi tespit edilmis ve
metal kompleksli Schiff bazlari ve CDP (6-(sikloheksilamino)-1, 3-dimetil-5(2-
piridil)furo[2,3-d]pirimidin-2, 4(1H,3H)-dion) ligand: kullanimi ile kemoterapi i¢in

umut 15181 olabilecek yeni bulgular ortaya ¢ikarmislardir.

Guo ve arkadaglar1 2010’ da yaptiklar1 bir ¢alismada {iglii bakir kompleksli
salisilaldehit-amino Schiff bazi bilesiklerinin BGC823 (insan gastrit kanser hiicre serisi)

hiicrelerinin proliferasyonu {izerinde etkili oldugu, apoptozisi uyardigi ve hiicre
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siklusunda degisikliklere sebep oldugu ortaya konulmustur. Aragtirmacilar ¢alismanin
cesitli deney hayvanlari {izerinde in vivo sartlarda siirdiiriilmesi gerektigini

bildirmislerdir (44).

Vanillin semikarbazon’ un EAC (ehrlich asit tiimor)’ 11 Swiss albino fareleri (5-7

haftalik) {izerinde dikkate deger antikanser etkilerinin oldugu bildirilmistir (45).

Bir ¢aligmada, yeni sentezlenen [Cull(5-Cl-pap)(OAc)(H20)],H20 schiff bazinin
HeLa hiicre serisinde apoptoza yol agtigi ve boliinmeyi S fazinda durdurdugu tespit

edilmistir (46).

Yeni sentezlenen pirano tiyazol schiff bazlarinin MCF7 (insan gogiis kanseri
hiicre serisi)hatt1 {izerinde doksorubisinin daha etkili sitotoksik etki gosterdigi ve yeni
sentezlenen bu bilesiklerden bir¢ogunun SCsy degerinin doksorubisinden daha diisiik

oldugu goriilmiistiir (47).

Osowole ve arkadaglari, 2012’de bazi metal kompleksli nitrofenol Schiff
bazlarmin antikanser ve antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir (48). In vitro sartlarda
gerceklestirlen bu aragtirmada Pd (II) kompleksi’nin MCF-7 hiicre serisi lizerinde (insan
gbgiis adenokarsinoma) giiglii antikanser aktiviteye sahip oldugu ortaya ¢ikarilmastir.
Yapilan diger bir ¢aligmada bazi metal kompleksli Schiff bazlarinin in vitro ortamda
antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirllmis ve Pd (II) ve Cu (II)
komplekslerinin MCF-7 (insan gogilis adenokarsinoma) hiicrelerine karsi, Pd (II)
kompleksinin de HT-29 (kolon karsinoma) hiicrelerine karsi onemli Olgiide etKi

gosterdigi bildirilmistir.

Niikleik asitlerle etkilesime girebilen yeni molekiillerin arastirilmast ve
tasarlanmasi, kemoterapide DNA’ ya baglanabilen yeni antikanser ilaglarin
gelistirilmesi gliniimilizde arastirmacilarin lizerinde ¢ok calistigi konulardan biridir.
Schiff bazlari, onemli antibakteriyel ve kemoterapdtik potansiyelleriyle medikal
kimyada onemli bir bilesik sinifin1 temsil etmektedir. Biyolojik 0Ozelikleri dikkate
alindiginda, hastaliklarla miicadelede yeni ilaglarin gelistirilebilmesi igin potansiyel
ajanlar olmalar1 nedeniyle Schiff bazlar1 ve komplekslerinin DNA ile etkilesimlerinin

arastirilmasi oldukca 6nemlidir.

12



Sonug olarak, yukarida bazi1 6zellikleri ve kullanim alanlar1 verilen Schiff bazlar
ile kompleksleri oldukea ilging bilesiklerdir. Bunlarin tamami dikkate alindiginda elde
edilecek yeni tiir Schiff baz1 ve komplekslerinin daha ilging 6zelliklere ve kullanim

alanlarina sahip olabilecekleri diisiincesi ¢alismamizin ana unsurunu olusturmustur.
4.1.1.1. Organometalik Bilesikler

En az bir metal-karbon kovalent bagi igeren bilesiklerin kimyasi olarak
tanimlanan organometalik kimya, yirminci yiizyilin ikinci yarisinda disiplinler arasi
yeni bir bilim dali olarak ortaya ¢ikmis ve ylizyilin sonuna dogru ¢ok hizli bir gelisme
gostermistir. Organometalik kimya, metal karbon bagi olusumu ve bu bagin tepkenligini

inceleyen bir disiplindir (49).

Organometalik bilesik, organik molekiil veya grubun bir ya da daha fazla karbon
atomu ile metal atomu arasindaki bag etkilesimi (iyonik veya kovalent, lokalize veya

lokalize olmayan) ile olusan bilesik olarak tanimlanir.

Kimya, yasamin kimyasal temeline ait anlayisimizdaki gelisimlerin sonucu olarak
biyoloji tarafindan da etkilenmistir. Bu yiizden, organometalik kimya biyokimya ile
baglanti kurmaya baslamigtir. Biyolojide de yer alan ¢ok sayida organometalik tiir
vardir. Uzun yillardir organometalik kimyanin, biyoloji i¢in gerekli olan suya ve
oksijene duyarli olacag sanilmistir. Bundan dolay1 organometalik kimya ve biyoloji iki
ayr1 arastirma alani olarak degerlendirilmistir. Ancak, arastirmacilar organometalik
kimyanin derinlerine indiklerinde; bu alanin biiyiik bir kisminin biyoloji ile bagdastigin
farketmeye baslamislardir. Cis-platin gibi 6zel inorganik komplekslerin testis kanserine
karst etkili oldugunun kesfedilmesi, ilag amacli metal kompleksler ile ilgili

arastirmalarda artisa neden olmustur (50).
4.1.1.2. Metalosenler ve Ferrosen

Metalosenler, diizlemsel iki polihapto halkas1 arasinda bir metal igeren
organometalik bilesikler igerisinde ilgi alani olusturmustur. Bu bilesikler ‘’Sandvig
bilesikler’” diye adlandirilir. Polihapto halkalarindaki tamamlayic1 ligandlardan biri
siklopentadienildir. ~ Siklopentadienil ligandi (CsHs) organometalik kimyanin
gelismesinde 6nemli bir rol oynamistir ve bugiin ¢ok sayida metal siklopentadienil

bilesigi bilinmektedir.
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Sekil 4. Ferrosen bilesiginin molekiil yapisi

1951 yilinda Peter L. Pauson ve Tom Kealy (19), siklopentadieni susuz dietileter
icerisinde etilmagnezyum bromiir ile etkilestirip, ardindan indirgeme ajan1 olarak
FeCl, 1 kullanarak fulvalen bilesigini sentezlemeyi planlamiglardir. Ancak ekstraksiyon
isleminden sonra ¢dziiciiniin buharlastirilmasi ile geride turuncu renkli, erime noktasi
174°C, bozunma sicakligi 400°C’nin iizerinde olan, su kuvvetli asit ve bazlardan
etkilenmedigini saptadiklari kat1 bir madde elde etmislerdir. Ayrica yaptiklari calismalar
ile yeni bilesigin diamagnetik yapida ve molekiil formiiliiniin C1oHioFe oldugunu tespit

etmislerdir.

Pauson ve Kealy’ nin kesfettigi CioHioFe formiiliine sahip bilesigin 6zelliklerini
merak eden Fischer ve Jira isimli (51) iki bilim adaminin aklina, atmosferik ve kimyasal
kosullarda oldukca yiiksek kararliliga sahip olan bu bilesik igin, aromatik iki
siklopentadienil anyon halkasinin sahip oldugu 6 = elektron ciftinin, merkezdeki demir
atomu ile bag yapabilecegi gelmistir. Elde ettikleri bilesigin sandvi¢ yapida bir
organometalik bilesik olan ferrosen oldugu tespit edilmistir (Sekil4) (52).

1951 yilinda ferrosenin yapisinin aydinlatilmasi, organometalik kimya alaninda
inanilmaz bir gelismenin baslangici olmustur. Wilkinson ve Fischer, metalosenlerin
sentez yontemleri ve yapilari lizerine yaptiklari caligmalarla 1973 yilinda Nobel ddiiliinii

paylasmislardir (53).

Ferrosendeki demir atomu (+2) yiikseltgenme basamagindadir. Her
siklopentadienil halkas1 da (-1) yiiklidiir. Bu, her halkada 67m elektronu oldugunu
gosterir ve yapiya aromatiklik kazandirir. Her halkadaki 6m elektronunu kovalent
baglarla metalle paylasir ve F e*?deki 6n d elektronuyla birleserek 18 elektron kuralina

uyan kararli bir yap1 olusturur (54).
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Ferrosenlerin diger metalosenlerden ayiran en biiylik fark giivenli olmasidir.
Birgok memeli hayvan deneklerinde test edilmis ve herhangi bir toksik etkisine
rastlanmamustir (55, 56).

Ferrosen tiirevleri, biyoorganometalik kimyanin yiikselisiyle birlikte biyolojik
aktiviteye sahip molekiillerin yeni kaynagi olarak dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle meme
kanseri hiicrelerine kars1 etkisi goriilen ferrosen siibstitue tamoksifen analoglarinin
(ferrosifenlerin) (57) ve anti-sitma ajanlar1 olarak (58) bilinen ferrosen-klorokinin

tiirevlerinin sentezi bu alandaki ¢alismalari artirmistir (19, 32).

Ferrosen igeren metal selatlarinin  kansere karst olan iyilestirici etkisi
belirlendiginden beri bu bilesikler kanser tedavisinde 6nemli rol oynar. Bununla birlikte
halen kanser ilact olarak kullanilan platin bilesiklerinin antitimér aktivitesiyle ilgili
calismalar yapildigindan beri bakir kompleksleri de dahil olmak {izere pek ¢ok metal
kompleksinin antitiimor aktivitesiyle ilgili denemeler yapilmustir. Ozellikle son yillarda

bu konuyla ilgili sistemli ¢alismalar artmaktadir.

Ferrosenil birimlerine sahip komplekslerin pek ¢ok ornekleri, kimyanin g¢ok
sayida ve degisik alanlarindaki potansiyel uygulamalari i¢in arastirilmaktadir. Kimyasal
sensorlerde, membranlardan katyon tasiyicisi olarak, molekiiler elektronik biliminde,
timor Onleyici Ozelliklere sahip maddeler olarak, dendrite (dallanmis yap1 formu) ve
polimerik maddelerde, siv1 kristalleri olarak ve asimetrik kataliz proseslerinde organik
sentezlerde kullanilmaktadir (59). Metal iyonu (Lewis asidi) ve ¢oklu ferrosen
birimlerinin (redoks-aktif merkezleri) olusturdugu sistemlerde Lewis asit, katalitik
aktivasyonunun bilesimi vasitas1 ile substrat iizerindeki redoks reaksiyonlarinin
olusmasina yardimcr olmak sureti ile redoks Kkatalitik sistemleri olarak gorev
yapmaktadirlar. Degisik iletkenlik ve manyetik Ozelliklere sahip ¢ok ¢esitli donor—
akseptor elektron transfer tuzlarini hazirlamak igin, ¢oklu redoks-aktif merkezlerinin

varligindan faydalanilabilinir (60).

Cok sayida kanser onleyici maddenin biyolojik aktivitelerini serbest metabolitler
sayesinde gosterdikleri bilinmektedir. Serbest metabolitler, serbest radikal proseslerde
tiimorlerin biyokimyasinda ¢ok 6nemlidir. Ferrosenyum katyonu, Cp,Fe* (Cp = 7’
siklopentadienil), ki bu fark edilebilir dl¢lide kararliliga sahip bir iyon radikal tiiriidiir,

diger niikleofillerin yanisira serbest radikal onciilleri ve ¢esitli biyolojik 6neme sahip
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elektron vericisi bilesiklerle de kolaylikla etkilesime girebilmektedir. Bu davranig
ferrosenyum iyonunun pargaliyict 6zelliklere sahip olabilecegini gostermistir ve bazi
hidrofilik ferrosenyum tuzlarmin Ehrlich ascites murine tiimoériine karst neoplastik

(patolojik yeni doku olusumu) olmayan aktivite gosterdigi bulunmustur (22, 66).

Bununla birlikte viicut igersinde biyolojik aktivite gosteren ve ilag aktif maddesi
olarak gorev yapan bazi ferrosenli bilesikler ligand olarak kullanilmakta ve bunlarin
metal kompleksleri sentezlenebilmektedir. Bu sekilde elde edilen bazi komplekslerin
ligand yapisina gore daha giiglii biyolojik aktivite gosterdigi goiilmiistiir. Ornegin siilfa
ilaglarinin aktif maddesi olan siilfoksidler once ¢esitli aldehitlerle reaksiyona sokularak
Schiff bazlar elde edilip, daha sonra elde edilen Schiff bazlarinin organokalay (IV)
kompleksleri sentezlenmistir. Sentezlenen komplekslerin biyolojik aktiviteleri c¢ikis
maddeleriyle karsilastirilmis ve pozitif sonuglar alinmistir. Aminoasitlerden elde
edilmis pek cok schiff bazi kalay kompleksi antitiimdr ve antibakteriyal aktivite
gostermistir (62).

4.1.1.3. Ferrosenin Medisinal Uygulamalari

Organometalik kimya ve biyokimya son yirmi yildir biyoorganometalik kimya adi
ile disiplinler aras1 ara disiplin olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yeni arastirma alani; yeni
organometalik bilesikleri sentez etmek, kanser ve sitma gibi hastaliklara kars1 biyolojik

ve medikal etkileri arastirmak {izere ayrilmistir (51).

Cis-platin, karboplatin gibi farkli platin tiirevleri klinik olarak kanser tedavisinde
kullanilmaktadir (63, 64). Cis-platin bu sinifin 6ne ¢ikan iiyesidir (65). Bu ilag, yiiksek
toksisitesine ve dar spektrumuna ragmen, halen testis ve over kanserinin tedavisinde

kullanilmaktadir.

Medikal alandaki mevcut arastirmalar, birgok kanser tiirline kars1 daha az yan etki
gosteren, yeni bilesikler sentezlemeyi hedeflemektedir. Metolosenlerin ¢ok ¢esitli
biyolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda ferrosen; nétral, stabil
oldugu ve toksik olmadigi icin ¢ok dikkat g¢ekici bir molekiildiir. Birgok ferrosen
bilesigi sitotoksik (21), antitiimér (66), antimalarial (25), antifungal (24) ve DNA kesim
aktivitesi (26) ie beraber sitotoksik aktivite géstermektedir.
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Dyson ve c¢alisma grubu; organometalik bilesiklerin etkili farmakolojik

uygulamalar1 konusuna odaklanmistir (67).

Neuse; ferrosen igeren platin kompleksleri ve makro molekiillerinin kanser
izerine arastirmalarini yapmustir (61, 68). Metzler-Nolte (69), Fish ve ¢alisma grubu
(70) ferrosenin biyoorganometalik kimyasina yonelik incelemelerde bulunmustur. Bu

nedenle ferrosenin medisinal uygulamalar1 aktif bir arastirma alanidir.

Kanser, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve diger dokulara saldirmasi
olarak karakterize edilen bir hastalik smifidir. Kanser tedavisinin baslica silahi
kemoterapidir. Kemoterapi antikanser ilaglarla kanser hiicrelerini imha etmektedir. Son
onbes yilda kanser tedavisindeki devrim organometalik kimya ile harekete geg¢mistir.
Bir¢cok ferrosen tiirevleri antitlimoral ilag olarak i1yi sonuglar gostermekte ve halen

klinikte kullanilmaktadir (72).

Meme kanseri, kadinlar arasindaki en yaygin kanser tiiriidiir. Bu hastaliin
tedavisinde kullanilan baslica ilaclar tamoksifen ve hidroksitamoksifendir.
Tamoksifenin uzun dénem kanser tedavisinde istenmeyen yan etkiler, akcigerde artan
kan pihtilasma riski ve hormon-bagimli olmayan tiimorlere karsi etkili olmamasi nedeni

ile kullanimi sinirhidir (73).

Jaouen ve calisma grubu, tamoksifen ve hidroksitamoksifeni baz alarak bir ¢ok
ferrosenil tiirevleri hazirlamiglardir (Sekil 5). Bu ferrosenil tiirevlerinin in vitro ve in
vivo biyolojik aktiviteleri incelenmis ve umut edici sonuglar rapor edilmistir (74).
Bir¢ok hidroksil siibstitiie ferrosenil tiirevinin meme kanseri hiicrelerinin iki kanser
hiicre hattina karsi etkileri ¢alisilmistir. Ferrosifenler iki hiicre hattina da antiproliferatif
etki gostermistir. Bu calismalarin sonuglari, ferrosifenlerin, hem hormon bagimli hem
hormon bagimsiz meme kanseri hiicrelerine kars1 etki gosteren ilk molekiiller oldugunu
ortaya koymustur. Tamoksifen iskeletine ferrosenil birimi eklemek tamoksifen ve
hidroksi tamoksifenin sitotoksik etkisini azaltmak gibi bir¢ok avantaj saglamistir (75).
Ayrica ferrosenin antitimor etkisi ferrosenyum iyonlarinin metabolik diizenlemesi ile

ilgili oldugu rapor edilmistir.
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Ruthenosifen ve bazi tiirevlerinin antitiimoral etkileri mevcuttur (71, 76, 77).
Bunun nedeninin ferrosen ve ruthenosifenin benzer yapisal ve redoks 6zellikleri oldugu

diistintilmektedir (Sekil 5).

OH
CH3CH; O cHZCHj %:f
O O Ru
OCH,CH,N(CHg), @ OCHIN(CHa)

R=H; R=0OH n=2-5
Sekil 5. Tamoksifen (R=H), Hidroksitamoksifen (R=OH); Ruthenosifen tiirevi

Stilbenler, flavonoidler proantosiyanidinler ve bunlarin tiirevleri gibi polifenolik
bilesikler, radikallere potansiyel antioksidan 6zellikleri nedeni ile 6nemli bir ¢alisma

alanina sahip olan fitokimyasallardir (78).

Jaouen ve calisma grubu ferrosen birimi igeren polifenolik bilesikler sentezlemis
ve bu bilesikleri standart kanser meme hiicre hattinda antikanser ajan olarak test
etmistir. Sonugclar difenolik bilesigin hem hormon bagimli hem hormon bagimsiz meme

kanser hiicreleri lizerine giiclii antiproliferatif etkisini gostermistir (79).

[lludin M seskiterpen sinifi bir bilesik olup bazi mantar tiirleri tarafindan iiretilir
(Sekil 6). Dogal formu ile hayvanlar i¢in zehirli bir bilesiktir. Antimikrobiyal olarak
kullanilir. Illudin cesitli tiimorlere karsi c¢ok etkili olmasma karsi, asir1 toksisitesi
medikal uygulamalarin1 kisitlamaktadir (80). Bazi yari sentetik illudin tiirevlerinin
prostat, over, pankreas, bobrek, gogiis ve akciger kanserlerinde faz II klinik

denemelerinde diisiik toksisite gosterdigi rapor edilmistir (81).

Schobert ve calisma grubu tarafindan illudin molekiiliiniin terapotik indeksini
genisletmek niyeti ile bu molekiiliin esterleri sentezlenmistir. Bu yeni molekiiliin maling
olmayan fibroblast hiicre serisine daha segici, daha az toksik ve etkili oldugu

belirlenmistir (82).
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Sekil 6. {lludin M; Illudin M-ferrosenil tiirevi

Suda ¢oziinen ferrosenil tiirevlerinin antikanser ajan olarak aktivite gostermesi
oldukea ilgi cekicidir (83). Bazi sonuglar suda ¢oziinen bu bilesiklerin antikanser ajan
olarak suda ¢oziinmeyenlere gore daha etkili oldugunu ortaya koymustur (66). Bu
farkliligin ~ bilesiklerin ~ farkli  ¢Oziinebilirlik  6zelliklerinden  kaynaklandig:
disiiniilmektedir. Coziiniirliglin aktivite iizerindeki etkileri konusunda o6nemli bir
noktaya deginen Koepf-Maier bu alanda onciilik etmistir. 1980 yilinda, ¢ok cesitli
biyolojik aktivite gésteren ferrosen tiirevleri sentezlemistir (84). Bu bilesikler, Dyson ve
grubu tarafindan incelenmistir (67). Bu ¢ok onemli bilesiklerden bazilar1 ferrosenyum

tetrafloraborat tuzu ve ferrosenyum tri-iyodiirdiir (Sekil 7).
— —_+ — —+

N
DN\ N - L)

Fe

PN S=-N B = =N

Sekil 7. Ferrosenyum tetrafloraborat; Ferrosenyum tri-iyodiir

Neuse ve ¢alisma grubu (85-87) arastirmalarinda, polimer biyomedikal
tanimlamalara uygun olarak, poliaspartamit’e kovalent bagl biyoaktif ferrosen birimi
iceren ferrosen konjugeleri sentezlemeye odaklanmistir. Bu konjugelerin, karsilagtirmali
olarak Colo (insan kolon kanser hiicre hatt1) ve HeLa (serviks hiicre hatt1) serileri
tizerinde antiproliferatif etkileri test edilmistir. Sonu¢ olarak konjugeler, her iki hiicre

hatt1 serileri iizerinde de ytiksek etki gostermistir.
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Topoizomerazlar, topoizomeraz I ve topoizomeraz II olarak siiflandirilmis,
DNA’nin topolojisini korumakla sorumlu olan enzimlerdir. Bir¢ok antitiimdr ilaglarin
aktivitesinin mekanizmasi inhibisyon etkili veya zchir etkili topoizomerazlar ile
iligkilidir (88, 89). Bu nedenle antitiimor aktivitenin basarisi igin, topoizomeraz
enzimlerinin inhibisyonu 6nemli bir hedef haline gelmistir (90). Kondapi ve ¢alisma
grubu bu amagla, azalakton ferrosen ve tiyo-morfolidaminometil ferrosen bilesiklerini
sentezlemislerdir (Sekil 8) (91). Bu bilesikler, Topoizomeraz II inhibisyon mekanizmasi
ile bir¢ok kanser hiicre serisine 6zellikle de Colo 205 kolon adenokarsinomasina karsi

antiproliferatif etkisi gostermistir.

Fe N l\{>_® Fe />—N/_\O
L o = s

Sekil 8. Azalakton ferrosen ve tiyo-morfolidaminometil ferrosen
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Sekil 9. Radyum-ferrosen kompleksleri

Rajput ve calisma grubu tarafindan, piridin ligandlar iceren ferrosenil bilesikleri
ve bunlarin platin, paladyum, radyum ve iridyum igeren kompleksleri hazirlanmistir.
Yeni komplekslerin Cis-platin ile karsilastirmali olarak sitotoksik aktiviteleri test
edilmistir. Bircok kompleksin dikkate deger sitotoksik etkisi gdsterilmistir. Ozellikle
radyum bilesiklerinin (Sekil 9) kanser hiicrelerinde Cis-platin’e benzer yiiksek
inhibisyon etkisi gozlenmistir (64). DNA interkalatorleri ile ferrosen kombinasyonlari
hazirlamak, programlanmis hiicre 6liimii ve DNA hasar1 olugturma olasiligini arttirmak

igin umut verici bir Stratejidir.
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Ong ve calisma grubu bu amagcla, karsilastirmali olarak analiz etmek i¢in akridin
(DNA interkalatorii) grubu bagli ferrosen ve benzil grubu bagli ferrosen bilesikleri
(Sekil 10) sentezlemistir (92). Yapilan in vivo ¢alismalar akridin igeren bilesigin dort
kanser hiicre hattinda etkili oldugunu, akridin icermeyen bilesigin ise aktif olmadiginm
gostermistir.  Sonuglar, ferrosen ile DNA interkalatorlerinin - olusturdugu
kombinasyonlarin, ferrosenin sitotoksik etkisini arttirdigin1 diisiinen hipotez ile uyumlu
oldugunu gostermistir. Antikanser ajan olarak kullanilan Cis-platin (33) molekiiliiniin
basarisi platin ve diger gecis metal elementlerine odaklanarak, daha az yan etki gosteren
sitotoksik molekiillerin arayisini tetiklemistir (93). Diger gecis metalleri ile ferrosenil
grubu iceren kombinasyonlarin arastirilmasi 1980’li yillarda baglamistir (61) ve

giiniimiizde de halen arastirmacilarin ilgisini ¢cekmektedir.

MeO
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Sekil 10. Akridin bagl ferrosen ve benzil grubu bagl ferrosen bilesikleri
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Sekil 11. Platin-ferrosen kompleksleri
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Rosenberg’in platinin antitiimoral etkisini kesfettikten sonraki slirecte birgcok
amino-platin kompleksi hazirlanmistir ve degerlendirilmistir (62). Bunlarin arasinda
bulunan ferrosenil grup igeren kompleksler de incelenmistir (94). Al-Allaf ve ¢alisma
grubu, ferrosen Pt (II) kompleksleri (Sekil 11) sentezlemis, bu molekiillerin l6semi
kanser hiicreleri iizerinde in vivo deneyler neticesinde antikanser aktivite gosterdigini
sonucuna ulagmistir. Kompleksler 5-florourasil ve Cis-platin’e yakin SCso degerlerleri

gostermistir (95).

Spencer ve caligma grubu tarafindan yapilan c¢alismalarda, paladyum igeren
ferrosen kompleksleri sentezlenmis ve in vivo ¢alismalarinda diger analoglarina gore bu

kompleksler yiiksek sitotoksik etki gostermistir (96).

Ferrosenil bilesiklerinin antikanser 6zelliklerini artirmak i¢in altin ve difenilfosfin
tiirevlerinin ferrosen ile kombinasyonlar1 sentezlenmis, fakat bu bilesiklerin yapilan in

Vvivo galismalarda Cis-platin’e gore daha az sitotoksik etki gostermistir (97).

Raubenheimer ve caligma grubu tarafindan basarili bir sekilde kombine edilen
ferrosen birimi iceren altin karben bilesikleri serviks epiteliyoid karsinoma, kolon
adenokarsinoma ve Kronik Myeloid Losemi hiicre serilerine karsi test edilmistir.
Komplekslerin ti¢ hiicre serisine kars1 Cis-platinden daha diisiik dozlarda ¢ok daha fazla

etkin oldugu belirlenmistir (98).

Ruthenyum kompleksleri; oksidasyon basamak araliklari, ulasilabilir fizyolojik
durumu, diisiik toksisiteleri nedeni ile platin analoglarina alternatif olarak g¢alisilmistir

(99).

Von Poelhsitz ve ¢alisma grubu ferrosen igeren nitrosil ruthenyum kompleksleri
kombine etmis (Sekil 12) ve bunlart meme kanseri hiicre serileri lizerinde test etmistir.
Deneyler bu kombinasyonun cis-platinden alt1 kat daha sitotoksik oldugunu géstermistir
(100).
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Sekil 12. Ruthenyum-ferrosen kompleksi ve ruthenyum bagl nitrojen-ferrosen ligandi

Dyson ve ¢alisma grubu, nitrojen-ferrosen ligandlari i¢eren aromatik hidrokarbon-
ruthenyum kompleksleri dizayn etmislerdir (Sekil 12). Bu kompleksler over karsinoma
hiicreleri tizerinde test edilmis fakat biitiin kompleksler cis-platinden daha diistik

antikanser aktivite sergilemistir (101).

Ott ve ¢alisma grubu bu kompleksler i¢in ruthenyumu etilen baglayici ile ferrosen
molekiiliine baglayip dizayn ettiklerinde, kolon ve meme Kanser hiicre serileri tizerinde,
Cis-platine yakin antikanser aktivite tespit etmislerdir. Dyson ve Ott’un galismalari
karsilastirildiginda; monometalik ruthenyum kompleksleri ve ferrosen tiirevlerinin
artirtlmis  elektron delokalizasyonun artan  biyoaktivite ile iligkili oldugu

diisiiniilmektedir (102).

Kraatz ve calisma grubu, kobalt nikel ve demir kompleksleri ile pirazol
ligandlarin1 modifiye ederek olusturulan redoks-aktif ferrosen komplekslerinin
potansiyel antikanser 6zelliklerini test etmistir. Bu kompleks ve ligandlarin insan meme
adenokarsinomasi lizerindeki etkisini arastirmistir. Sonucglar metal bagli komplekslerin

ligandlardan ¢ok daha aktif oldugunu gostermistir (103).

Abd-Elzaher ve ¢alisma grubu, salisilik asit birimi igeren ferrosen ligandlar1 ve
bunlarin kobalt, bakir, nikel, kalay komplekslerini sentezlemis (Sekil 13) ve bunlarn
insan meme kanseri hiicre serileri iizerinde test etmistir. Bu hiicre serisinin tedavisinde
kompleks dozunun artirilmasina bagli olarak, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
siiperoksiddismutaz ve hidrojenperoksit seviyesi énemli 6lciide artmis iken, katalaz ve

glutatyon peroksidaz seviyesi onemli 6l¢iide diigmiistiir. Sonug olarak incelenen metal
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komplekslerinin 6nemli Olciide antikanser etkisinin oldugu, bunlarin icinde kalay
kompleksinin cis-platin ile Kkarsilagtirilabilir derecede oldukg¢a etkili antikanser
aktivitesinin oldugu tespit edilmistir. Bu antitiimo6r etkiye azalan intraselliiler katalaz,

glutatyon peroksidaz ve artan hidrojen peroksit yapiminin neden olabilecegi

diisiiniilmektedir (104).

f

Sekil 13. Kalay-ferrosen kompleksi

Ferrosen tiirevlerinin birgok kanser tiiriine sitotoksik etkili oldugu yapilan in vivo
ve in vitro ¢alismalar ile rapor edilmistir. Bu sonuglar ferrosen esas alinarak tasarlanan

yeni tiirevleri arastirmak konusunda aragtirmacilara ilham vermektedir.
4.2. Niikleik Asitler
4.2.1. Niikleik Asitlerin Yap1 Elemanlar: ve Ozellikleri

Niikleik asitler ilk defa Fried Miescher tarafindan 19. yiizyilin ikinci yarisinda
izole edilmis ve c¢alisilmislardir. Daha sonra yapilan calismalarla beraber purin ve
pirimidin ad1 verilen organik molekiilleri de igerdigi belirlenmistir. Ancak niikleik
asitlerin gercek biyolojik 6nemi 20. ylizyilin ortalarina dogru anlasilmistir. Bu
bilesenleri ile birlikte niikleik asitler niikleotid olarak adlandirilan monomerlerin birer
polimeri olarak degerlendirilebilirler. Niikleotidlerden olusturulan ve niikleik asit olarak
bilinen poliniikleotidler, fizyolojik pH degerlerinde fosfat grubu iizerindeki zayif asidik
gruplar iyonlagmis oldugundan, bir polianyon karakteri tagirlar (105).
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Sekil 14. Piirin ve pirimidin yapisi

Bir niikleotid molekiilii, bir piirin veya bir pirimidin gibi azot iceren bir baz ile
birlikte bir seker ve bir veya birden fazla fosfat grubu iceren maddelerdir. Azot iceren
purinler adenin (A) ve guanin (G) seklinde bilinir, pirimidinler ise sitozin (C), timin (T)
ve urasil (U)’dir (Sekil 14). DNA molekiilii adenin ile guanin purinlerini ve timin ile
sitozin pirimidinlerini igerir. Niikleotidler D-riboz ve D—2—deoksiriboz adi verilen iki
tiir sekerden olusur. DNA, deoksiriboz molekiillerinden olusturulur ve D—2—deoksiriboz
molekiiliiniin 2 numarali karbon atomunda ribozun ayni konumunda bulunan hidroksil

grubu yerine bir hidrojen atomu mevcuttur (105).
4.2.1.1. DNA ve Yapilan

DNA molekiiliniin yapist ilk defa 1950’li yillarda Watson ve Crick adh
arastirmacilar tarafindan tanimlanmistir. Bu yapiya gore, bir DNA molekiiliinde temel
iskeleti seker—fosfat birimleri olusturur ve bu molekiiller birbirlerine fosfodiester baglari
ile baghdir. DNA zincirlerinde seker-fosfat iskeletinin sadece yap1 gorevi vardir ve

herhangi bir genetik bilgi icermez. DNA zincirindeki bazlar ise genetik bilginin
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depolanmasindan sorumludur. Bazlarin siras1 ise niikleik asidin birincil (primer) yapisi

olarak adlandirilir (105).
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Sekil 15. DNA molekiil yapisi

Biitlin yapilan ¢aligmalar sonucu DNA molekiiliiniin bir sarmal olacagi sonucuna
vartlmis ve purinlerin pirimidinlerle eslestigi dikkate alinarak bu sarmalin muhtemel
yapist Onerilmistir. Bu yapida DNA molekiilii bir ¢ift sarmal halinde iki olduk¢a uzun
deoksiriboniikleotit zincirinden olugmaktadir (Sekil 15). Bu iki zincirin fosfat—
deoksiriboz iskeleti hidrofilik oldugundan sulu ortam ile etkilesecek sekilde cift

sarmalin diginda yer alir.

Birbirleri ile hidrojen baglar ile eslesmis purin/pirimidin bazlar1 ise sarmalin i¢

kisminda, sarmalin uzun eksenine dik bir diizlem iizerinde ve her bir eslesmis baz gifti

26



birbiri lizerine istiflenmis gibi yer alir. Boyle bir istiflenme ise eslesmis bazlarin
kuvvetli van der Waals etkilesimleri yapmalarin1 saglar. Ayrica, sarmalda yer alan iki
zincir birbirine gore antiparalel olarak yonlenmislerdir. Boyle bir konumda her iki zincir
¢ok sayida purin/pirimidin bazlar1 arasindaki hidrojen baglar1 ile bir arada tutulur.
Biitiin bu goézlemler ayrica, lifler halindeki DNA molekiillerinin diizenli bir 3-boyutlu
yaptya sahip olmasi gerektigini gdstermistir. Poliniikleotitlerdeki baz dizisinin
olusturdugu birincil yapi1 ile belirlenmis bu diizenli katlanmalar ikincil yap1 olarak

tanimlanir ve bu ikincil yap1 bir sarmal olarak ortaya ¢ikar.
4.2.1.2. DNA’nin Farkh Sarmal Formlari

DNA oldukga esnek bir molekiil olup, seker fosfat omurgasi i¢indeki ¢ok sayida
bag etrafinda doniisler yapmasi miimkiindiir. Sicaklik dalgalanmalari yapida baz
eslesmesinin 6nemli derecede bozulmasina, biikiilme ve gerilmelere sebep olabilir.
Hiicresel DNA’da Watson-Crick DNA yapisindan Onemli sapmalar goriilebilir ve
bunlardan bazilart DNA metabolizmasinda Onemli gorevlerde rol oynayabilir. Bu
yapisal  degisiklikler genellikle Watson-Crick tarafindan tanimlanan (iplik
komplementerligi, antiparalel ipilikler ve A=T ile G=C baz eslesmesi gibi) DNA’nin
onemli kilit 6zelliklerini etkilemektedir (106).

Iki zincirli poliniikleotid sarmallarmin ii¢ farkli konformasyona sahip olabilecegi
gbzlenmis ve DNA ¢ift sarmali i¢in bu konformasyonlar; A-DNA, B-DNA ve Z-DNA
olarak adlandirilmistir (Sekil 16). Bu konformasyonlar degisik geometrik 6zellikleri ile
farkliliklar gosterirler ve her ii¢ konformasyondaki sarmalin yiizeyleri de farkhidir. B
sarmalinda iki farkli oluk (yiv) bulunur ki bunlar biiyiik oluk ve kii¢iik oluk seklinde
tanimlanirlar. A sarmalinda ise bu oluklar derinlik agisindan birbirine oldukga benzer.
B-DNA formu DNA’nin fizyolojik kosullar altinda en kararli halde bulundugu formdur.
Bu nedenle, DNA o6zelliklerinin ¢alisilmasi esnasinda bu form standart baslangi¢
noktasi olarak kabul edilir. A formu sudan yoksun ¢ozeltilerde, sag-el durumundaki ¢ift
sarmal yapisinda diizenlenmistir (107). Su ortaminda B-DNA formu daha baskin olup
su molekiilleri, bu kiiciik oluklara yerleserek hidrojen baglar1 ile B formunun daha
kararli olmasini saglar. Su molekiilleri uzaklastirildiginda ise A—formu daha baskin
olur. Belirli bir molekiilde A formu, B formuna goére daha kisa ve daha genis ¢aplidir. A

formunda genis oluk, daha derin olmasi ve fosfat gruplarinin ucta asili olmas1 sebebiyle

27



daha az ulagilabilirdir. Sonug olarak bireysel bazlar bu olukta daha derine gomiiliidiir.

Ancak dar oluk tam belli degildir (108).

Sekil 16. DNA ’nin farkli sarmal formlari: A-DNA, B-DNA, Z-DNA

Bu konformasyonlardan farkli olarak Z-DNA sarmalinda deoksiriboz halkalarina
gore bazlarin oryantasyonunda farkliliklar vardir. A-DNA ve B-DNA’da bazlar
deoksiriboz halkasina gore anti—oryantasyonunda iken Z—-DNA’da pirimidinler daima
anti— ve purinler ise syn— konumuna sahiptir. Z form birbirini sira ile izleyen purin ve
pirimidin dizilimlerine sahip polimerlerde meydana gelir. Ornegin, bu tipte DNA formu
meydana getiren iki sarmal incelendiginde GC ve AC ikili tekrarlarinin bulundugu
gosterilmistir. Z-DNA in vitro kosullarda, Z-DNA c¢ift sarmalinin daha ince olan yapisi
icinde sikisan niikleotitler arasindaki artan elektrostatik itmeye karst koymak icin
yiiksek tuz konsantrasyonunun kullanildig1 alisilagelmemis kosullarda kesfedilmistir. Z-
DNA’nin in vivo kosullardaki varligi hakkinda bilgiler sinirlidir. Z-form diger formlar
ile karsilastirildiginda daha ince yapidadir ve sol el durumunda ¢ift sarmala sahiptir

(Tablo 1) (106).
4.2.1.3. Halkasal ve Siiper Kivrimhi DNA

Hiicresel DNA hiicre i¢inde yerlesmek icin ¢ok siki olarak yogun bir yap1 iginde

olmalhidir. Bu yogun yapilanma, fazla miktarda yapisal bir organizasyonu ifade

28



etmektedir. Ancak, DNA’nin kii¢iik bir alan i¢ine yerlesebilmesi i¢in sadece katlanmasi

yeterli degildir (107).

Tablo 1. DNA’nin farkli sarmal formlarina ait 6zellikler

Sarmal Tipi Doniis Basina Baz Cifti Baz Cifti Basina ~ Doniis Sarmal Cap1

A 11 +34,7° 23 A°
B 10 +34,0° 19 A°
Z 12 -30,0° 18 A°

+ sag el durumundaki sarmali, - sol el durumundaki sarmali belirtmektedir.

Bu paketlenme islemi, replikasyon ve transkripsiyon gibi olaylarin gerceklesmesi
icin DNA’da bulunan bilginin ulagilmasina da olanak saglamalidir. DNA c¢ift zincirinin
uzayda kendi ekseni iizerinde donmesi veya egilmesi DNA’nin siiper kivrim 6zelligi
olarak tanimlanir. Bunun tersine, eger DNA’nin ekseni lizerinde egilmesi s6z konusu
degilse istirahat halindedir. DNA yogunlagmasinin bazi siiper kivrimli formlari igerdigi
muhtemeldir. Muhtemelen replikasyona veya transkripsiyona ugrayan DNA da siiper
kivrilmayr tesvik etmektedir. Hiicresel DNA’nin siiper kivrim olusturmasinin
olaganligi, cogu halkasal DNA molekiiliiniin, protein ve diger hiicresel bilesenlerden
ayr1 olarak saflastirilsalar bile, oldukea siiper kivrimli durumda kalmasi ile aciklanabilir.
Stiper kivrim, DNA’nin {iglinciil yapisinin 6nemli ve esas olan yoniinii olusturup,
hiicresel DNA’da hali hazirda bulunmakla birlikte her hiicre tarafindan fazla miktarda

diizenlenmektedir.
4.2.2. Niikleik Asitlerin Spektroskopik ve Termal Ozellikleri
4.2.2.1. UV Absorbsiyonu

Niikleik asitler, UV 151811 bazlarinin konjuge aromatik tabiatlarina bagl olarak
sogurmaktadir; seker-fosfat omurgasi bu sogurmaya Onemli bir katki saglamaz.
DNA’nin 1518 maksimum absorbans oldugu dalga boyu 260 nm’dir (Amax=260 nm).
Niikleik asitlerin absorbsiyon o6zellikleri teshiste, miktar tayininde ve safligin

degerlendirilmesinde kullanilabilir.

DNA bazlarinin  Ama’t  sabit olsa da, bazlarinin ekstinsiyon katsayisi

(£=absorpsiyon katsayis1) ortama baghdir. 260 nm’deki (Azs0) absorbans, izole edilmis
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niikleotitler i¢in en biiyiik, tek iplikli DNA (ssDNA) i¢in orta, ¢ift iplikli DNA (dsDNA)
icin ise en kiicliktiir. Bu etki hidrofobik bir ¢evrede bazlarin yiginlanmas ile fikse
edilmesinden kaynaklanmaktadir. Absorbansi bu degisikligi i¢in kullanilan klasik terim
hipokromisitedir, yani dsDNA, ssDNA’ya gore hipokromiktir. Alternatif olarak ssDNA,
dsDNA ile karsilastirildiginda hiperkromiktir denilebilir (108).

4.2.2.2. DNA Safhg

Tek iplikli DNA preparasyonlarinin yaklasik safligt 260 ve 280 nm’deki
absorbanslarinin  oran1  ile (Azeo/Azgo) belirlemek miimkiindiir.  Absorbsiyon
spektrumunun sekli ayn1 zamanda ekstinsiyon katsayisi, bazlarin dogasi ile degisiklik
arz eder. SOyle ki, saf dsDNA i¢in Aggo/Azgo=1,8 dir. DNA 6rneginde bu deger 1,8’den
biiylik ise, RNA kontaminasyonunu ve 1,8 den kiigiik ise protein kontaminasyonunu

isaret eder (108).
4.2.2.3. Termal Denatiirasyon

Birgok kimyasal madde niikleik asitleri denatiirasyon durumuna getirebilir. Isitma
da DNA’nin hidrojen baglarinin bulundugu ikili sarmal yapiin bozulmasina neden
olur. Denatiirasyon islemi ¢ift iplikli yapmin tek iplikli yapiya doniisiimiindeki
absorbans artis1 ile rahatlikla goriilebilir (Sekil 17). Bir DNA ¢ozeltisinin 1sitilmast
esnasinda degisen sicakliklarda DNA’nin 260 nm dalga boyunda absorbe ettigi
ultraviyole 1s1k Olgiiliirse sekil 17°de gosterilen erime egrisi elde edilir. Erime egrisinin

bazi1 6zellikleri tespit edilmistir. Bunlar;

1. 260 nm dalga boyundaki absorbans, dogada canli hiicrelerin kars1 karsiya
kaldig1 sicakligin ¢ok iistiindeki sicakliklara kadar degismemektedir. Bu sekilde normal
fizyolojik kosullarda bulunan canli sistemlerde DNA olduk¢a kararli durumda

bulunmaktadir.

ii. 260 nm’deki absorbans artis1 6-8 °C arasindaki dar bir aralikta meydana

gelmektedir.

iii. 260 nm’deki maksimum absorbans, baslangi¢ degerinden yaklagik %37

oraninda fazladir
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Sekil 17. DNA'nin denaturasyonu

Sekil 17°de ayrica erime egrisinin farkli bolgelerinde DNA molekiiliiniin durumu
gosterilmektedir. Artis baslamadan oOnce, molekiil tiimii ile ¢ift sarmaldir. Artis
bolgesinde, molekiiliin ¢esitli kisimlarindaki baz ¢iftleri ayrilmaktadir. Ayrilan baz ¢ifti
sayisi, sicaklik artisi ile artmaktadir. Erime gegisini tanimlamak i¢in kullanilan uygun
bir parametre, 260 nm’deki absorbans artiginin yarisinin tamamlandigi sicakliktir. Bu
sicaklik, erime sicakligt (Tm) olarak adlandirilmaktadir. Tm, sarmalin kararlihigi
konusunda 6nemli bir 6l¢lim parametresi saglar. Ciinkii, Tm Guanin-Sitozin (G, C) baz
cifti oranina baglidir. DNA molekiilii ne kadar ¢ok GC baz ciftine sahipse iki ipligin
ayrilmasi icin gereken enerji de o denli fazla olmaktadir. Tm, GC igeriginin her %]1°lik
artisinda yaklasik olarak 0,4°C artmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda c¢ozeltide
bulunan DNA’da Tm degeri genellikle 85-95 C arasindadir (106).

31



4.2.3. DNA ile Kii¢iik Molekiillerin Etkilesimi

Genetik bilginin tasiyicist olan DNA, hiicre biiylimesi ve bdliinmesinde ana
basamak olan DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna engel olabilme yeteneklerinden

dolayi ilag etkilesimlerinin ana hedefidir (109).

Baz1 kanser, viral ve paraziter hastaliklara karst kemoterapinin ve ilag
gelistirmenin en 6nemli yollarindan biri de niikleik asitlerle geri dontigiimlii olarak
etkilesen maddeler bulmayr gerektirir (110). Cesitli diisiik molekiiler agirlikl
maddelerin DNA ile olan etkilesimleri hiicresel dongiide dogal olarak uygun

mekanizmalardir ve bu ylizden tibbi tedavide de kullanilirlar (111).

Niikleik asitlerle etkilesebilen adrinamisin gibi dogal ve amsakrin gibi yapay
antibiyotikler, neoplastik hastalik tiirlerinin klinik tedavisinde biiylik o6lgiide

kullanilmistir.

Sentetik oligopeptitler ve niikleotitler, yiiksek sira 6zgiinliigiine sahip potansiyel
niikleazlar ve niikleik asit tantyan ilaglar gibi yeni olanaklar sunar. Niikleik asitlerle
kiigiik molekiillerin arasindaki iliski, niikleik asit baglanma 6zgiinliigii, ligand indiiklii
konformasyonel degisimler, baglanmadaki kooperativitenin molekiiler temelleri,
aminoasit yan zincirlerinin niikleik asitlerle olan etkilesimleri ve diger niikleik asit

etkilesimlerinin ve kimyasinin kritik 6zellikleri hakkinda bilgi saglamistir (110).

Molekiiller ve iyonlar, ¢ift zincirli DNA ile birbirinden olduk¢a farkli baslica 3
yolla etkilesirler (109)

I. Genel olarak non-spesifik ve esasen elektrostatik etkilesimler araciligi ile

sarmalin dis yilizeyi boyunca baglanma.

ii.  Nikleik asitlerin oluklarmin herhangi birinde baz ciftlerinin koseleri ile

baglanan molekiiliin spesifik oluga baglanma etkilesimleri.

iii. Baz ciftleri ile diizlemsel veya yaklasik olarak diizlemsel aromatik halka

sistemleri arasindaki interkalasyon etkilesimleri.
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Hem molekiilin hem de DNA’nin yapisal 6zelliklerine bagli olarak pek c¢ok
molekiil DNA ile birden fazla tiirde etkilesim gosterir. Cesitli baglanma sekilleri
olmasima ragmen DNA bosluklarinda esas olarak interkalasyon ve spesifik baglanma
etkilesimleri olmak tizere iki ¢esit baglanma tiirii vardir (116). DNA ile etkilesim yapan
cesitli ajanlar ve bu ajanlarin DNA ile ne tiir etkilesim yaptiklar1 sekil 18’de
gosterilmektedir (131).
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Sekil 18. DNA-interaktif ajanlarinin tiirleri ve onlarin DNA ile molekiiler etkilesimleri
a) DNA-interaktif ajanlarinin su ana kadarki kesif ve gelismeleri igin bir
zaman ¢izlgesi b) DNA {izerinde olusabilen modifikasyonlar c¢) DNA
modifikasyonunun farkl tiirlerinin ayrintili modelleri

4.2.3.1. Dis Elektrostatik Etkilesimler

Niikleik asitler, her fosfatta bir negatif ylikiin bulundugu yiiksek derecede yiiklii
polielektrolitlerdir. Bu nedenle hiicre i¢i ortamda iyonlarla 6zellikle de katyonlarla
kuvvetlice etkilesebilirler (110). Her ne kadar metal iyonlarinin DNA’ya baglanmasi
uzun yillardir arastirma konusu olmussa da baglanma mekanizmas: hala
bilinmemektedir. Pozitif yiiklii metal iyonlar1 yiiksek elektron yogunlugu veya
DNA’nin negatif yiiklii kalintilar1 olarak karakterize edilmis bolgeleri ile dogrudan ya
da dolayl olarak etkilesirler. Her iki zincirin omurgasinin fosfatlar1 ve bazlarin N ve O
gibi elektron verici atomlar1 gibi bolgeler negatif yiikle yiiklenmis olabilir. Baskin metal
baglanma modu guaninin N7 ve O6 ve adeninin N7 ve N1 ve de pirimidinlerin N3
atomlar1 iizerinden gerceklesir. Metal iyonlari ya kismi dehidratize ya da tamamen
hidratize olmus olarak DNA’ya sikica baglanabilirler ve bu baglanma dogrudan ya da

dolayl1 olabilir. Metal iyonlar1 viicutta ya bagli ya da serbest halde bulunurlar (112).
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Gegis metalleri kismi olarak dolu d—orbitallerine sahiptir. Boylece serbest radikal
olusturabilirler. Gegis metalleri ikiden daha fazla bolgesiyle DNA ile etkilesebilirler ve
bu etkilesimler ¢ok karmasiktir. Gegis metalleri, su molekiillerini kolaylikla verebilir ve
i¢ kiire koordine kompleksler olusturabilir. Gegis metalleri genellikle bazlarla dogrudan
etkilesirken fosfat gruplarina dolayli olarak baglanir. Gegis metallerinin ¢ogu, piirin
bazlarinin N7 ile veya pirimidin bazlarinin N3 atomu ile kimyasal olarak reaksiyona
girerler ve ¢ift sarmali bozarlar. Gegis metallerinin G—C bolgelerine baglanmalari, H,O,
kaynakl1 oksidasyonun sebep oldugu radikal olusumu iizerinden DNA’da hasara sebep

olur (112).

Su molekiilleri de niikleik asitlerin dis yiizeyi boyunca baglanir. Su molekiillerinin
yiikli fosfat gruplart ile spesifik etkilesimleri kadar, bazlardaki polar gruplarla ve
sekerlerle spesifik etkilesimleri de niikleik asit konformasyonlarmmin kararliligi i¢in
gereklidir. Niikleik asidin spesifik bir bolgesine bir ligandin giigliice baglanmas: ile
suyun saliverilmesi, baglanma serbest enerjisine hem uygun hem de uygun olmayan
katkilarda bulunur. Bu katkilarin bagil biiyiikliigii, saliverilen su molekiillerinin sayisina

ve kompleks olusumu boyunca kirilan etkilesimlerin tiiriine baghdir.
4.2.3.2. Oluga Baglanma Etkilesimleri

Oluga baglanma etkilesimleri, niikleik asitlerin biiylik veya kiigiik oluklarinin
birinde yer alan baz ¢iftlerinin oluga bakan yiizeydeki fonksiyonel gruplar ile diger
molekiillerin dogrudan etkilesimi seklinde gerceklesir (110). Oluga baglanma hayli
giiclii bir baglanma c¢esididir ve bu baglanma, bir molekiil, DNA’nin oluklarinin birine
uygun biiyiiklik ve sekilde ise gergeklesir (113). Oluga baglanma, interkalasyonun
aksine DNA’da biiyilk konformasyonel degisimlere yol ag¢maz ve ligand—
makromolekiiler baglanma i¢in standart Kilit-anahtar modeline benzer bir model goz
oniinde tutulabilir. Oluga baglanan molekiiller genellikle DNA’nin kiiclik oluguna
baglanan hilal seklindeki molekiillerdir. Molekiil i¢i etkilesimlerle tipik olarak kararl
kilinirlar (114). Belirgin bir bigimde, kiigiik oluga baglanan molekiiller donebilme
Ozelligine sahip baglarla baglanmis pirol, furan veya benzen gibi ¢esitli aromatik
halkalara sahiptirler. Bu durum uygun bir biikiilme ile bilesiklerin, suyun oluktan
cikarilmasinin ardindan kiiclik olugun kavisine girebilmesini saglar. DNA’ nin kiiciik

olugu genel olarak Adenin-Timin (A-T) zengin bolgelerinde, G-C bolgelerine nazaran
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daha dardir. Oluga baglanan molekiillerin interkalatorlerde olmayan bir yetenegi, bu
molekiillerin oluk boyunca baz ciftlerine uyabilmek i¢in genisledigi ve niikleik asitleri

cok yiiksek derecede sira spesifik taniyabilme 6zelligine sahip oldugudur (110).
4.2.3.3. interkalasyon Etkilesimleri ve DNA Kesme

1960’larin  baglarinda Lerman, diizlemsel aromatik katyonlarla DNA’nin
etkilesimleri iizerine bir takim c¢aligmalara rehberlik etti ve kendisinin “interkalasyon”
olarak adlandirdig bir siirecle diizlemsel aromatik molekiillerin DNA’ya dik bir sekilde
(Sekil 19) girerek kovalent baglar olusturmaksizin baglanabilecegini agikladi (109,
115). Interkalasyon siirecinde, aromatik bilesigi bazlar arasi bosluga uydurmak icin
seker—fosfat baglarina ait biikiilme acilarinda degisiklikler meydana gelir. DNA
omurgasindaki biikiilme, baglarin rotasyonunun bir sonucu olarak interkalasyon
bolgesinin olusumu, interkalasyon bolgesindeki helikal donmenin azalmasi ve cift

sarmalin uzamasi ile baz ciftlerinin ayrilmasina neden olur (109).

Klasik interkalatorler, yan zincirlerinde ve/veya halka sistemlerinin kendisinde
pozitif yilikle yiiklenmis yapisik halkali aromatik molekiillerdir. Tipik Ornekleri
proflavin kloriir (Sekil 20) iceren akridinyum tuzlar1 ve fenantridinum tuzlari, etidyum
bromiir ve propidyum iyodiirdiir. Interkalasyonun, baz ciftlerinin hidrojen baglarmna
engel olmaksizin gerceklestii bilinir. DNA, interkalatorlerle doyuruldugu zaman,
heliks tizerindeki her bir ikinci interkalasyon bolgesi bos kalir. “En yakin komsuyu
hari¢ tutma” prensibi, ¢ift zincir DNA ile diterkaliniyum kompleksinin interkalasyonu

ornek verilerek Sekil 21°de gosterilmistir (116).

Sekil 19. Etidyum bromiiriin interkalasyonu
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Proflavin kloriir ve propidyum iyodiiriin interkalasyonu kiiciik olukta
gerceklesirken, diterkalinyum kompleksinin interkalasyonu biiylik olukta gergeklesir.
(Interkalasyonun meydana gelmesi icin, baz ¢iftleri arasina giren diizlemsel ligand i¢in
bir kavite olusturmak iizere DNA baz ¢ifti 3.4 A° ayrilir. B—form DNA’nin normal bir
dontisii 36°°dir (10 baz giftinde 1 tam doniis saglar, 360° nin bir doniisiine 10 baz g¢ifti).
Ligand1 oluga sigdirmak i¢in bu donmede bir azalma meydana gelir (116).

Proflavin klorir

Sekil 20. interkalasyon yapan ajanlar

Diterkalinyum

Sekil 21. Diterkaliniyum kompleksinin yapisi ve interkalasyonun gdsterilmesi

Interkalasyon yapan kompleksler igin bilinen yapisal verilerin zenginligine
ragmen interkalasyon gii¢lerinin orijini tam olarak anlagitlamamustir. Interkalasyonda
genel olarak, hidrofobik bir molekiiliin —interkalatoriin—, iginde bulundugu hidrofilik
ortamdan, baz ¢iftlerinin hidrofobik ¢evresine —interkalatoriin— ¢ekilmesi sonucu
gerceklestigi goz Oniinde tutulmaktadir. Aromatik interkalator, bir katyon oldugunda
kompleks kararliliginda bir artis gozlenir (116). Klasik olmayan interkalasyonda
interkalatorler, belirgin bir bi¢cimde protonlanmig N atomlar1 igeren veya halka

sistemine bagli protonlanmis yan zincirlere sahip olan bitisik poliaromatik sistemlerdir.
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DAPI (4',6—diamidino—2—fenilindol) bilesigi bu sinif bir 6rnektir (Sekil 22). DAPI’'nin
baglanma seklinin DNA sira bagimli oldugu bulunmustur. DAPI, kiiciik oluk
bolgesinde lic ya da daha fazla ardistk AT baz ciftlerine ¢cok kuvvetlice baglanir.
Bununla birlikte daha az ardisik AT baz ¢ifti varsa veya ozellikle saf GC bdlgeleri
mevcutsa bu defa, DAPI interkalasyon yolu ile DNA’ya baglanir (116).

NH->
Sekil 22. DAPI’'nin kimyasal yapis1

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

olmasiyla, virlis enfeksiyonlarina kars1 hiicreyi koruyan restriksiyon enzimleridir.

Biyoteknoloji ve ila¢ sanayinde yapay kimyasal niikleazlarin gelistirilmesi son
derece Onemlidir. Se¢ici DNA kesme niikleazlarin dizayn edilmesi kemoteropik
ajanlarin ve antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesine onciiliikk edecektir (133, 134).
Bunun yani sira yapay niikleazlar biyologlar i¢cin DNA manipiilasyonu i¢in énemli ve
yeni araglar sunacaktir. Bu amagla gecis metal kompleksleri yapisal zenginligi ve
reaktivitesi nedeniyle son yillarda dikkat cekici bir rol almaktadir. Ornegin 1,10-
fenantrolinin bir bakir kompleksi DNA-protein etkilesimlerinin detayli bir sekilde
calisilmasi igin gerekli olan DNA-parmak izi deneyleri igin kullanilmaktadir (132).
Gecis metal kompleksleri ¢ok cesitli yapisal 6zellikleri ve kontrol edilebilir redoks
potansiyelleri nedeniyle yapay niikleaz uygulamalar1 i¢in ¢ok uygundur. Ayrica
ligandlar metalloproteinlerdeki aktif gruplara benzer sekilde biyolojik gruplar ve metal
iyonlar1 olacak sekilde tasarlanabilir. DNA kesmenin etkinligi, metal komplekslerini

DNA’ya ilgisini arttirarak genisletilebilir. Bu is i¢in uygun olan koordinasyon
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bilesiklerinin DNA’ ya baglanabilen bir gruba sahip olmasi gerekir. Boylelikle metal
kompleksin DNA’ya odaklanma yetenegi arttirilabilir (117).

DNA kesme mekanizmasi oksidatif ya da hidrolitik olabilir. Oksidatif kesme
seker veya niikleobazlarda meydana gelir. Buna karsilik hidrolitik kesme DNA nin
fosfodiester bagindan meydana gelir. [Fe(EDTA)].- veya [Cu(Phen)CHL;] gibi redoks
aktif metal kompleksleri ile tekli veya ¢ift sarmal oksidatif DNA kesmesi hidroksil
radikali veya singlet oksijen tiirleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusmasiyla baslar ve
Fenton tipi mekanizma ile yiirlir. Bu serbest radikallerin seker hidrojenlerini ayirarak
DNA kesmesini baslatir ve DNA kesme iirlinleri olusur. Ger¢ekte DNA sekerinden
cikarilan hidrojenin yeri kullanilan aktif metalloniikleaza baghidir. Bu tip
metalloniikleazlar, DNA’ nin secici olarak taninmast ve DNA parmak izi ajanlar1 gibi

uygulamalarda kullanilabilir (118).

DNA’nin omurgast biyolojik sistemlerde sik rastlanan bir kimyasal bag olan
fosfodiester zincirleriyle olusmustur. Bu yiizden DNA’nin hidrolizi ¢ok onemli bir
enzimatik reaksiyondur. Ancak DNA’nin hidrolize olan olagantistii kararlilig1 nedeniyle
bu reaksiyon oldukg¢a zordur. Fosfodiester baglarini hidroliz eden enzimler ¢ogunlukla
aktif bolgerinden Mg*?, Zn*?, Mn*?, Ca*? ve Fe*? gibi katalitik metal iyonlarim igerirler.
Bu yiizden metal kompleksleri fosfodiester baginin kesilmesi i¢in ¢ok uygun bir aragtir
(119).

Cift sarmalli (double stranded) DNA’nin fosfodiester baginin hidrolizi ile yiiriiyen
hidrolitik kesmesi, deoksiriboz seker kismindan veya guanin bazindan meydana gelen
oksidatif DNA kesmesi ile karsilastirildiginda hiicre acisindan ¢ok daha fazla
avantajlidir. Oksidatif kesme singlet oksijen (*O,), siiperoksit (O2) veya hidroksil
radikali (HO-) gibi aktif tiirler meydana getirir. Bu tiirler seker ve/veya baza zarar
vererek parcalanmis tiirler olusmasina neden olurlar. Buna karsilik bagka maddeler ilave
edilmedigi zaman meydana gelen hidrolitik kesmenin bu tip olumsuz yan etkileri

yoktur. Ciinkii kesme iiriinleri enzimatik prosesle bertaraf edilebilir.
DNA’nin kovalent modifikasyon mekanizmalar iki kategoride siniflandirilir:
I. Elektrofillerin DNA’nin niikleofilik kisimlariyla reaksiyonu

ii. Radikallerin DNA ile reaksiyonu.
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Elektrofiller, DNA yapisindaki farkl niikleofilik kisimlarla etkilesebilir. Kimyasal
yapilaria bagli olarak DNA’nin belli niikleofilik kisimlarina segicilik gosterirler. DNA
da guaninin N7, N3 ve ekzosiklik N2 amino grubu ile ile adeninin N7 ve N3 kisimlar1
dogal {riinlerle en ¢ok modifikasyona ugrayan kisimlaridir (120, 121). Piirin
kalintilarinin N7 ya da N3 pozisyonundan elektrofilik modifikasyonu glikozidik bagin
zayiflamastyla sonuglanir. Bunun sonucunda abazik bolge olusur ve nétral sartlarda bu
bolgeler hidrolizlenerek DNA kesimi gergeklesir (122, 123). DNA bazlarindaki
ekzosiklik azot ve karbonil oksijenleri ya da DNA omurgasindaki fosfat oksijenleri ile
elektrofilik tiirlerin reaksiyonu genellikle kararli tirlinler olusturur Bazi radikal tiirleri
DNA ile degisik pozisyonlarda etkilesirler. DNA’nin radikaller tarafindan hasara
ugratilmasinda en onemli yol deoksiribozdan hidrojen atomu kopartilmasidir (124).
Deoksiriboz sekerinden hidrojen atomu koparilmasi seker fosfat omurgasinin
kirtlmasina sebep olur (125). Seker fosfat omurgasina etkimeye ek olarak bazi radikaller
de DNA bazlan ile etkilesirler (126). Bu reaksiyonlar seker fosfat omurgasinin
kirilmasina sebep olmazlar fakat DNA yapisindaki modifikasyonlar biyolojik olarak
onemlidirler. Spesifik bir baglanma olmadigi zaman DNA kesimi genelde kiigiik
dizilerle ya da baz 6zgilinliigiiyle meydana gelir (127). Bunun aksine alkilleyici ajanlarla
DNA kesimi bir veya daha fazla DNA bazi i¢in selektivite gosterir. Ayrica, ¢ift zincirli
DNA matriksi i¢ine niikleobazlar dahil edildiginde metal iyonlarina karsi affinite
degistirilmis olur. Hg2+’nin AT’ nin zengin bolgelerini tercih ederken bir¢ok iki
degerlikli Mn?, Cu?* ve P?* gibi metal iyonlarinin G-C’nin zengin bdlgelerini tercih
ettigi goriilmektedir. (128, 129). Daha ayrintili bir sekilde aciklanirsa baz kalintilarina
baglanan metal sira bagimlidir, yani, belirli bir dizideki tiim guaninler ayni tip bir metal
iyonuna kargt ayni affiniteyi gostermezler (129, 130). Bunun bir sonucu olarak
DNA’nin belirli bir dizisine segici olarak baglanabilen metal kompleks tasarim

ongoriilmektedir.
4.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Biitlin canlilar i¢in vazgeg¢ilmez bir element olan oksijen; hidrojen, karbon, azot
ve kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin temel yap1 taglarini olusturur. Ancak aerobik
canlilarin tiim hiicrelerinde gergeklesen metabolik reaksiyonlar i¢in gerekli olan oksijen,

ayn1 zamanda c¢ok tehlikeli formlar olan serbest radikallere doniismektedir (135).
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Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olugmaktadir. Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig1 disiik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir.
Eslesmemis elektron bulunmasi kimyasal tiirlin reaktivitesini olaganiistii arttirdig igin,
radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir. Hiicrenin tiim bilesenleri ile
kolayca etkilesebilme 6zelligine sahiptirler. Pozitif yiiklii, negatif ytiklii veya elektriksel
olarak nétr olabilirler. Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipit

peroksit radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir (136, 137).

Viicutta bir¢ok reaksiyonda rol oynayan molekiiler oksijen, insanin da yer aldigi
aerobik organizmalar i¢in 6nemli bir molekiildiir ve yasam i¢in mutlak gereklidir (138).
Viicut siirekli bir sekilde enerji iiretim islemlerinin bir parcast olarak oksijenle
reaksiyona girer. Bu kimyasal reaksiyonlar molekiillerin oksidasyonunu ve
indirgenmesini  igerir. Reaksiyonun sonucunda iretilen serbest radikallerin,
organizmada var olan ve/veya gidayla alinan antioksidanlarla dengelenememesi
durumunda olusan 'oksidatif stres', DNA ve hiicre membranlari gibi duyarli biyolojik

yapilarin oksidatif hasarina neden olan radikalik zincir reaksiyonlarini baglatir.

Bunun sonucunda basta kanser olmak iizere, kalp-damar hastaliklar1 ve seker
hastalig1 gibi hastaliklara yol agar. Serbest radikallerin giderilmesi dokularin hasarini

onlemek i¢in 6nemlidir (136, 139).

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur. Hiicrede normal sartlar altinda prooksidan
ve antioksidanlar dengede bulunmaktadir. Ancak bu denge reaktif oksijen tiirlerinin
liretiminin artmasi veya antioksidan miktarindaki azalma nedeniyle prooksidanlar

yoniine kaymaktadir (140) (Sekil 23).
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Sekil 23. ROS miktari ile antioksidan sistemler arasindaki denge
4.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Birgok radikal tiiri olmasimna ragmen biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen
oksijenden olusan ve genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan
radikallerdir. Oksijenden {iretilen radikaller canli sistemlerde meydana gelen
radikallerin en 6nemli sinifim1 temsil ederler. ROS tanimina giren reaktif tiirleri Sekil

24°de gosterilmistir (140).

 Atmosferik oksijen, "O,"(diradikal)
* Siiperoksit anyon radikali, O,

« Hidroksil radikali, "OH

« Peroksil radikalleri, ROO®

Serbest Radikaller <

« Hidrojen peroksit, H,0,
Radikal olmayan « Organik peroksitler, ROOH
bilesikler « Lipid hidroperoksit, LOOH
« Singlet oksijen, 0,

Sekil 24. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) siniflandirilmasi

Oksijen kaynakli radikaller normal aerobik yasamin bir parcasi olarak devamli
tiretilmektedirler. Reaktif oksijen tiirleri mitokondride oksijenin elektron tagima zinciri
boyunca indirgenmesi veya ¢esitli enzimatik reaksiyonlar ile olusmaktadir. Nispeten

radikalik bir tir olamasina ragmen molekiiler oksijenin (O;) ardisik olarak
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indirgenmesiyle reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Bir ¢ kazanarak siiperoksit (Oz°)
radikaline, 2 e alarak hidrojen peroksite (H20,), 3 e alarak hidroksil (OHe) radikaline
dontigiir (141-143).

O+ ———» 0O,

Olusan siiperoksit anyonu "birincil" ROS olarak kabul edilir ve "ikincil" ROS
olusturmak i¢in diger molekiiller ile etkilesime girebilir (143). Siiperoksitlerin hidrojen
peroksite ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek bakirli bir enzim olan siiperoksit

dismutaz ( SOD) tarafindan gerceklestirilir.
Oy e+ 0Oy + 2H" —_—> H20,+ O3

SOD enzimleri biyolojik sistemlerde bu reaksiyonu hizlandirir. SOD tarafindan
katalizlenen bu tepkime dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir. SOD enziminin
yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde siiperoksit birikimine izin verilmez. Ancak
cesitli durumlarda siiperoksit yapiminin artmasiyla siiperokside 0Ozgii tepkimeler
goriilmeye baglar. Siiperoksit radikali, metal iyonlarimi indirgeyerek bagli oldugu
proteinlerden salinigina neden olabilir. Demir (III)’iin demir (II)’ye indirgenmesi Fenton

reaksiyonunu hizlandirmaktadir (143, 145).

H20, zayif bir oksidan ve gegis metali iyonlar1 yoklugunda nispeten kararli olan
zayif bir indirgen maddedir (146). Hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir; fakat
ROS olarak kabul edilir. Yiiksek konsantrasyonlarda giiclii oksijen radikallerinin ortaya
¢ikmasina yol agarak zararli etki gosterebilir. H,O, serbest radikal biyokimyasinda
onemli bir bilesiktir ve ¢ok kolay bozulur. Ozellikle ge¢is metal iyonlarinin varliginda

hidroksil radikali (OHe) iretilir (147).

Hidroksil radikali kaynagi biiylik olasilikla Haber-Weiss reaksiyonudur. Oa¢’
radikali hiicresel Fe*" ii Fez+’ye indirger. Bu sekilde Fe?* ve hidrojen peroksit arasinda

Fenton reaksiyonunu baglatir (148).
Oz + H,0; ——»  0Oy+°0OH + H;0 Haber—Weiss reaksiyonu
Oy + Fe®* —>  Fe*'+ 0,

Fenton Reaksiyonu
Fe®* +H,0, ——» Fe* +«OH+OH"

42



Canli sistemlerde ROS’un hem yararli hem de zararli etkileri vardir. ROS’un
yararl etkileri diisiik ve orta konsantrasyonlarda meydana gelir. Ornegin; enfeksiyonlu
maddelere karsi savunma etkisi goriilir (144). ROS ayrica enerji iiretimi, fagositoz,
hiicre bliyiimesinin diizenlenmesi ve hiicre i¢i sinyalizasyonda olumlu bir rol oynar.
Diger taraftan ROS proteinler, DNA ve lipidler gibi temel biyomolekiillere zarar verme
yetenegine sahiptir (149). Serbest radikallerin yararli ve zararl etkileri arasindaki hassas
bir denge canli organizmalarin ¢ok 6nemli bir yanidir ve "redoks diizenleme" olarak
adlandirilan mekanizmalar ile elde edilir. Redoks diizenlemesi yasayan organizmalari
cesitli oksidatif streslerden korur (144). Sekil 24’de ROS’un 6nde gelen radikal ve

radikal olmayan (non-radikal) 6rnekleri yer almaktadir.
4.3.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, yiyeceklerde veya viicutta diisiik derisimlerde bulundugunda,
oksidasyonu oOnemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir (150).
Organizmada olusan anabolik ve katabolik olaylar1 ve tiim metabolizmay: etkileyen ve
bir kismi1 enzimlerin aktif gruplarinda yer alan, yoklugu ve yetersizligi fizyolojik
fonksiyonlarin durmasina ya da onemli Ol¢lide azalmasina neden olan antioksidan

maddelere kars1 ilgi artmis ve bilimsel arastirmalara konu olmustur (136).

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenirler (Sekil 25).
Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) birinci
derece enzimatiklere, glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD)
ikinci derece enzimatiklere 6rnek gosterilmektedir (151, 152). Non-enzimatik olanlar
ise; Mineral (Se, Zn), vitamin (A, C, K ve E), karotenoitler (B-karoten, likopen, lutein,
zeaksantin), organosiilfiir bilesikleri (allium, allil siilfit, indoller), diisiik molekiil
agirlikli antioksidanlar (GSH-Px, iirik asit), antioksidan ko-faktorler (ko-enzim Q10) ve
polifenoller seklinde incelenmektedir (153).

Antioksidan aktivitesi olan dogal gidalarin tiiketimi hastaliklarla miicadelede en
etkili silahlardan biri olarak kabul edilir. Antioksidan etki giiciinii 6lgmek gida kalitesini

degerlendirmek ve hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in dnemli bir basamaktir (154).

Singlet oksijenin eliminasyonunda (siipiiriilerek temizlenmesinde) f-karoten ve

oteki karotenoidler kadar vitamin A ve diger retinoidler etkili olurlarken, hidrojen
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peroksit Se iceren GSH-Px enzimi tarafindan, sliperoksit anyon radikali ise bakir (Cu)
ve ¢inko (Zn) iceren sitoplazmik enzimler ya da mangenez (Mn) igeren mitokondiriyal
SOD tarafindan etkili bicimde elimine edilmektedir (155). Oksidatif strese bagli olarak
lipidler, proteinler, enzimler, karbonhidratlar, ve DNA zarar gorebilmekte,
membranlardaki hasarin neticesinde DNA zincirlerinde rastgele kirilmalar ve
baglanmalar meydana gelebilmekte, enzim ve yapisal proteinlerin zarar gdrmesi
hiicrenin 6lmesiyle sonlanabilece§i gibi bu olgular kanser, noérodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar ile diyabet ve otoimmiin bozukluklarin gelisiminde
molekiiler temeli olusturmaktadir. Bazi norodejeneratif hastaliklarda 6nemli oranda

kan-beyin engelini asabilen antioksidanlara ihtiyag¢ vardir (156).

SOR (serbest oksijen radikalleri) eliminasyonunda, endojen antioksidan enzimler
(GSH-Px, SOD, CAT) ve bazi vitaminler (vitamin A, C ve E) islevsel olabildikleri gibi
eksojen antioksidanlar (likopen, resveretrol) ile antioksidan 6zellige sahip 6n maddelere
(benzoik, gallik, vanilik asit) de gerek duyulmaktadir. Vitamin B hiicre
metabolizmasinda Onemli rolleri olan, kimyasal olarak ayri bir vitamin grubunu
olusturmaktadir. Sigara, alkol ve yaslanmanin zararli etkilerine karsi antioksidan gibi
bir gdrevi iistlenen tiamin (Vit. B1) bir B grubu vitaminiyken, benzeri vitaminler gibi
antioksidanlar arasinda siniflandirilmamakta, ancak bunlarin rollerine besinsel faktorler
olarak vurgu yapilmaktadir. Bu baglamda, folik asit (Vit B9), kobalamin (Vit B12) ve
¢inko (Zn) hiicrelerde DNA’nin tamirinde ve metabolizmasinda énem arz eden diger
besin O6geleridir. Folik asit, 6zellikle purin ve primidin niikleotidlerinden timidinin
sentezinde rolii oldugu gibi, SOR veya genotoksik bilesiklerin DNA’ya erisiminin
engellenmesi ve DNA’nin stabilitesinin saglanmasinda da 6nem arz etmektedir (158,
159).

Kanser baslangicinda; radyasyon, tetraklorodibenzodioksin (TCDD), benzen
tiirevleri, poliaromatikhidrokarbonlar (PAH) ve aroklor gibi baz1 kimyasallar ve yetersiz
antioksidan tiiketimi onem arz etmektedir. Yeterli diizeyde ve devamli bitkisel
antioksidan (karotenoid, vitanmin C, folik asit, retinol) tiikketimi oksidatif stresin DNA
hasarmi engellerken, gelismis hasarli hiicrelerin  biiylimelerini, tlimoral yap1

kazanmalarin1 ve metastazini da engellemektedirler (158, 160).
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ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidan

Birincil Enzimler Mineraller Vitaminler
(SOD, Katalaz, GSH-Px) (Cinko, Selenyum) (C., A, E vitamini)

Karatenoidler
Organosiilfiir

Lo . fB-Karoten, .

Ikineil Enzimler LikopenLutein, Bllf:$lklf:]’

(Glutatyon rediktaz) Zeaksaniin) f‘.aiﬂfu{n. Allil T’S':'i{ﬁ!.

: Indoller)

Diisiik Molekiil
Agirhkh Antioksidan

Antioksidanlar Kofaktdrleri
(GSH-Px, Urik asit) (Ko-enzim O 10)

Polifenoller
Flavonoidler Fenolik Asitler
[zoflovonoidler (Genistein)
Flavanoller (Kaemferol, Katesin) Hidroksi-sinnamik Asitler
Antosiyanidinler (Sivanidin) (Ferulik asit, p-kumarik asit)
Flavanonlar (Hesperidin) Hidroksi-benzoik Asitler
Flavonlar (Krisin) (Gallik asit, Ellagik asit)

Sekil 25. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Bazi gida antioksidanlarinin oksidasyonu engelleyerek, arteroskleroz, malarya,
romatoid artrit ve diyabette faydali olabilecegi (161), antitimoral, antimutajenik,

antimetastatik, antitrombik, antiiilser, antikarsinojenik ve antihipertansif (162) ayrica
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antibakteriyel, antifungal (163), antiviral, antiaging etkileri de oldugu yapilan in-vivo

calismalarla belirlenmistir (161).
4.3.3. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal olusumunu engellenmesi (baslatici
reaktif tiirevleri uzaklastirici etki, oksijeni uzaklastiric1 veya konsantrasyon azaltici etki,
katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etki) ve olusan serbest radikallerin etkisiz hale
getirilmesi (toplayict etki, bastirici etki, onarici etki, zincir kirici etki) olmak tizere iki
sekilde gosterirler. Antioksidanlarin viicuttaki aktivitesi, ortamdaki oksijen miktari,
sicaklik, konsantrasyon miktari ve substrat cesidi gibi Ozelliklere baglh olarak

degiskenlik gosterir (165).

Antioksidanlar mekanizmalarina gore genel olarak iki sinifa ayrilirlar. Bunlardan
birinci sinif olan ‘Birincil Antioksidanlar’; radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha
zararli formlara doniismesini ve yeni serbest radikal olusumunu 6nleyen bilesiklerdir
(6rn; katalaz, peroksidaz, transferin). Ikinci grup olan ‘ikincil Antioksidanlar’ ise;
oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarini kiran bilesiklerdir (6rn;

askorbik asit, E vitamini, polifenoller) (164).

Antioksidan aktivitesini hesaplama yontemleri iki temel prensibe dayanir.
Bunlardan birincisi, ‘Hidrojen Atom Transferini’ (HAT) temel alan analizler, ikincisi
ise ‘Tek Elektron Transferini’ (SET) temel alan analizlerdir. HAT reaksiyon
mekanizmasina dayali baslica analizler oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ve
radikal-tutuklama antioksidan parametresi (TRAP)’ dir. SET reaksiyon mekanizmasina
dayali baslica analizler ise, Troloks esitligi antioksidan kapasitesi yontemi (TEAC),
demir iyonlarini indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) ve DPPH (% serbest radikal
yakalama aktivitesi) yontemi ve toplam fenolik madde miktar1 analizi igin Folin-

Ciocalteu yontemidir (165).

Antioksidan aktivitesi hesaplamada tercih edilen yontemlerinin basinda DPPH
serbest radikal yakalama yoOntemi gelmektedir. Yontemde DPPH, antioksidan
molekiilleriyle etkileserek hidrojen vererek indirgenir ve bdylece absorbansin
diismesine neden olur. Absorbanstaki azalma ne kadar yiiksek olursa radikal yakalama

aktivitesi o kadar ytiksektir (165).

46



Antioksidan aktivitesi hesaplamada siklikla tercih edilen diger bir yontem olan
ABTS metoduyla antioksidan aktivitesi yontemi, ABTS (2,2’-Azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)’ nin potasyum persiilfatla reaksiyonu sonucu olusan
mavi/yesil renkli ABTS"’nin Troloks esitligine dayanarak hesaplanmasina dayanur.
Metodun en Onemli avantaji hem hidrofilik hem lipofilik bilesiklere uygulanabilir

olusudur (165).

Ayrica, ortamda bulunan serbest radikalleri yakalama aktivitesine dayanan
yontemlerde, son zamanlarda antioksidan kapasitesini belirlemede yaygin
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan siiperoksit anyon yakalama aktivitesi,
fenazinmetosiilfat-NADH sisteminde NADH’in oksidasyonu ve NBT’deki indirgenme
sonucu enzimatik olmayan bir sekilde siiperoksit radikallerinin olusmasi, ortama
fenozin metasiilfat (PMS) ilavesiyle baslayan reaksiyonla absorbanstaki azalmanin
hesaplanmas1 esasina dayanir. Burada diisiik absorbans yliksek yakalama aktivitesine
isarettir. Siiper oksitin biyolojik olarak Onemi, ortamdaki yiiksek oksidatif tiirleri
(hidroksil radikalleri vb.) ayristirabilmesidir (165).

Serbest radikalleri yakalama aktivitesi esasina dayanan diger yontemlerden biri
olan indirgeme potansiyeli metodunda yiiksek absorbans, yiliksek indirgeme

potansiyelini gosterir (166).

Bir diger metot olan metal selatlama aktivitesi, ortamda bulunan Fe*? iyonlarinin
inhibisyonuna dayanir. Aktivite kendini selat ajanlarinin demir iyonlarini selatlamasi
sonucu kirmizi renkteki azalmayla goOsterir. Metal selatlama aktivitesi lipit
peroksidasyonundaki katalize olmus gecis metallerini indirgedigi i¢in Onem
tasimaktadir. selatlama ajanlar1 redoks potansiyelini indirgeyerek metal iyonlarinin
oksidasyonunu stabilize edebilirler. Bu nedenle selatlama ajanlar1 ikincil

antioksidanlardir (166).

Ortamda bulunan lipit peroksidasyonunun inhibisyonuna dayanan ve tiyosiyanat
metodu olarak da bilinen linoleik asit emiilsiyon sisteminde antioksidan aktivitesi
metodunda gozlenen diisiik absorbans degeri yiiksek lipit peroksit inhibisyonunun

gostergesidir.
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Bir diger yontem olan hidroksil radikal yakalama aktivitesinin Ol¢iimii
deoksiriboz metoduyla yapilmaktadir. Bu yonteme gore; diisiik absorbans degeri yiiksek
deoksiriboz par¢alanmasinin inhibisyonu anlamindadir. Yiiksek oranda reaktif hidroksil,
DNA, yaglar ve proteinler iizerinde oksidatif zararlara neden olabilmektedir. Hidroksil
yakalama aktivitesi yiiksek olan iiriinler, -OH grubunu nétralize edip hidrojen atomuna

dontistiirerek inaktif hale getirdikleri i¢in 6nemlidir (166).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Ad1 Model Firma
Su banyolu ¢alkalayici WNB 7-45 MEMMERT
Vorteks WM-10 WISD WISEMIX
Terazi PA 2140 OHAUS
Yatay DNA elektroforezi Wide Mini-Sub Cell GT System BIORAD
Giig kaynag1 Bio Rad Power Pac™ Basic BIORAD
Isttict MSH-20A WiSD HOTPLATE
Buzdolab1 190507962400 INDESIT
Istticil sallayict kuru blok MS-100 THERMO-SHAKER
Spektrofotometre UV-1800 SHIMADZU
Jel goriintilleme sistemi Universal Hood imager gel doc™ BIORAD
Saf su cihaz 61316 BIOTECH
pH metre Starter 3000 OHAUS
Steril kabin MN120 BiO RAD
Magnetik karistirict MS-H-Pro DRAGON LAB
UV kabin lamba CAMAG

5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan tiim kimyasallar Sigma’dan temin edildi. DNA baglanma

calismalarinda kullanilan dana timusundan elde edilmis DNA (CT-DNA) ticari olarak

satin (Sigma) alindi. DNA kesim aktivitesi denemelerinde de ticari olarak satin alinan

(Thermo Scientific) %90’dan fazlas1 siipersarmal formda oldugu bilinen, 4361 baz ¢ifti

iceren, 2,83x106 Da molekiiler agirliginda olan ¢ift sarmal kapali halkali pBR322

plazmid DNA’s1 kullanildi. Bu c¢alismada incelenen ligand ve kompleksler Recep

Tayyip Erdogan Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii 6gretim iiyesi

Prof. Dr. Kerim Serbest ve grubu tarafindan sentezlendi. Incelenen ligand ve

komplekslerin, isimleri, kimyasal yapilari, molekiiler agirliklar1 ve kisa kodlari tablo 3’

de verilmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan ligand ve komplekslerin kisa kodlar1, molekiil formiilleri,
molekiil agirliklar1 ve kimyasal yapilari

Kisa Kod Molekiil formiilii ve Agirhgi Kimyasal Yap1
(gr/mol)
OH
- iy
OH
N—N 7
L2 CigH1gFeN,O
332.17744
@
OH
L3 CigHy5BrFeN,O Br
411.0735 £
~ "N
N | . N—N 2N
La Ci7H1sFeN;
317.1661 F
OH
O- +/©1¢ N—NZ N
L5 CisH15FeN;0;3 N\\

332.17744 o)
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Tablo 3’iin devami

C3sH30CuFe,N,O,
K1
725.885
C44H34F€2CUN402
K2 826.00236
K3 C36HsBr,CuFe;N,O,
883.67712

N Fe
={ @)
@] CU\O
@~
\// N
X
Fe
© )
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Tablo 3’iin devami

C2oH2Cu,N,4Og
K4 573.50268
C1sH14Cu,N,O
K5 18M14CU2N401
573.41656

\ /o NO,

OzN OY

5.1.3. Cozeltiler

CT-DNA Cozeltisi: DNA stok ¢ozeltisi 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2)

icerisinde 3 giin boyunca 4 °C’de yavasca karistirilarak hazirlandi ve 4 °C’de

saklanarak bir hafta i¢inde tiiketildi. Konsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in, 260 nm’de

molar absorblama katsayist (g260) 6600 M™cm™? olarak alinarak absorbans olgiimii

yapildi. Ayrica DNA’nin yeterli diizeyde protein safsizligindan uzak oldugunu ortaya

koymak amaciyla 280 nm’deki absorbans olgiimii yapilarak 260 ve 280 nm’lerdeki

absorbans degerlerinin 1.8-1.9:1 oranini verdigine dikkat edildi.
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Etidyum Bromiir (EB) (ozeltisi: Yarismali EB baglanma ¢alismasinda
kullanilmak iizere 0.3 M stok EB c¢ozeltisi su igerisinde hazirlandi. Agaroz jel
elektroforezi ¢alismalarinda ise 5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan stok cozelti

kullanildi.

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

%0.2 ksilen siyanol ve %30 oraninda gliserol icerecek sekilde hazirlandi.

Jel Hazirlama ve Yiiriitme Tamponu (10X TAE): 48.4 g Tris, 11.2 mL asetik asit,
20 mL 0.5 M EDTA (pH 8) son hacim 1 L olacak sekilde su igerisinde ¢oziildii. Agaroz
0.8 g tartilarak 100 ml seyreltilmis TAE icinde, 7ul EB (5mg/mL) ilavesi ile hazirlandu.

5.2. Yontem
5.2.1. DNA Baglanma Deneyleri
5.2.1.1 UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonlari

DNA ile metal komplekslerinin etkilesimini incelemek i¢in ¢esitli teknikler
kullanilmaktadir. Bunlar UV-spektrofotometri, floresans ve sirkiiler dikromizm
spektroskopileri gibi molekiiler spektroskopi teknikleri ve X-ray difraksiyonu, dinamik
viskozite 6lgtimleri ve yiliksek performansli sivi kromatografisi gibi diger tekniklerdir.
Cok sayidaki bu araglarin arasindan UV-spektrofotometri, floresans metodu, dinamik
viskozite Ol¢limleri ve termal denatiirasyon g¢aligmalari, kiiclik molekiillerin DNA ile
etkilesimlerinin ~ spektroskopik  pik  cevaplarindaki  yogunluk ve  pozisyon
degisiklikleriyle veya dinamik viskozite ve DNA’nin erime sicakligindaki degisimlerin

deneysel olarak takip edilebilmesinden dolay1 tercih edilmektedir.

Cogu durumda DNA kesimi i¢cin DNA baglanmas1 kritik adimdir. Bu yilizden
oncelikle komplekslerin CT-DNA’ya baglanmasi UV/Vis absorbsiyonu kullanilarak
caligildi.

DNA baglanma deneylerinin yapilabilmesi i¢in uygun metod UV-absorpsiyon
metodu olarak belirlenmistir. Bu metod, DNA-ligand/kompleks etkilesimlerinin
belirlenmesinde en etkili yollardan birisidir. Optimum kosullar1 belirlemek, ¢ozeltileri

ve yontemin uygulanabilirligini test etmek acisindan, bazi ligand ve komplekslerle 6n
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denemeler yapilmigtir. Bu 6n denemeler sonucunda deneylerin tris-HCI tamponu pH

7.2’de yapilmasina karar verilmistir.

Komplekslerin CT-DNA ile etkilesimini i¢eren tiim ¢alismalar 5 mM Tris-HCI/50
mM NaCl (pH 7.2) iginde, DMF igersinde hazirlanan stok ligand ve kompleks
cozeltileri DMF nihai konsantrasyonu %10’u  gegmeyecek sekilde sabit
konsantrasyonda (25 uM) tutularak ve CT-DNA konsantrasyonu degistirilerek (2.5-15
uM) gergeklestirildi. Bu amagla ilk olarak 25 uM konsantrasyonda olacak sekilde,
alinan ligand yada kompleks ¢ozeltisinin 200-600 nm araliginda UV spektrumu 0,5
nm’de bir deger Olciilebilecek sekilde kaydedilmistir. Ardindan ilk CT-DNA ilavesi
yapilmis (nihai 2.5 pM olacak sekilde), oda sicakliginda 10 dakikalik inkiibasyonun
ardindan, belirtilen dalga boyu araliginda absorbsiyon spektrumu kaydedilmistir. Bu
islem yapilirken referans ¢ozelti lizerine de esit miktarda CT-DNA ilave edilerek CT-
DNA’nin absorbansi elimine edilmistir. Bu isleme DNA konsantrasyonu asamali olarak
artirilarak son konsantrasyon 15 uM oluncaya kadar (daha fazla degisiklik olmayincaya

kadar) devam edilmistir.

Absorbans siddetindeki degisim (%H) ise yiizde oranlariyla verilmis ve Denklem
5.1.” deki esitlik kullanilmistir. Bu esitlikte ise Ai, DNA eklenmeden 6nce bilesigin
absorbans siddetini ifade ederken, As ise maksimum konsantrasyonda DNA ilave

edildikten sonra bilesigin absorbans siddetini gosterir.
%H=[(Ai-As) / (Ai)] x 100 (5.1)
5.2.1.2. UV ile Yarismah Etidyum Bromiir (EB) Baglanmas1 Calismalari

Komplekslerin DNA ile etkilesimini daha ileri diizeyde ortaya koymak amaciyla
Iyi bilinen bir interkalator olan etidyum bromiir (EB) kullanilarak yarigmali baglanma
denemesi gerceklestirildi. 480 nm civarinda absorpsiyon maksimumuna sahip olan
serbest EB’nin DNA ile etkilegsmesi sonucu absorbanstaki diismeyle beraber absorbansi
daha yiiksek dalga boyuna kaymaktadir. Bu durum EB’nin DNA baz yiginlan

arasinainterkalasyonunun bir delilidir.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan ¢alismada konsantrasyonu sabit tutulan EB’nin
(40 uM) maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunun ve absorbansinin énce DNA

ilavesiyle (40 uM) daha sonra DNA ve kompleksin (5-30 uM araliginda) ayni anda
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ilavesiyle ne yonde degisecegi incelenmistir. Bu ¢alisma 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl
(pH 7.2) tamponu igerisinde gergeklestirilmistir.

5.2.1.3. DNA Erime Sicakhiginin Belirlenmesi

DNA erime c¢alismalart komplekslerin DNA sarmalina interkalasyonunun ileri
diizeyde bir kanitidir. DNA erime denemeleri farkli baglanma modlarmi (interkalasyon
yada harici baglanma) ayirt etmek i¢in uygulanir. Kiigiik molekiillerin DNA ¢ift
sarmalina interkalasyonun sonucunda c¢ift sarmalin tek zincirli DNA’ya denatiire
olmasiyla erime sicakliginin yiikseldigi bilinmektedir. Sarmalin erimesi 260 nm’de
DNA bazlarinin molar absorblama katsayisinin ¢ift sarmal formda tek zincirli forma
gore daha diislik olmas1 sebebiyle 260 nm’de absorpsiyonun artisina yol acar. Boylece,
DNA sarmalinin bobine doniisme sicakligi 260 nm’de DNA bazlarinin absorbansinin

sicakligin bir fonksiyonu olarak izlenmesiyle belirlenebilir.

Bu bilgiler 1s13inda planlanan termal denatiirasyon ¢aligmalar1 Varian Cary
Temperature Controller tinitesine sahip Cary 100 Bio UV-Visible Spectrophotometer
cihazi kullanilarak ve [DNA]/[ligand/kompleks] orami farkli olacak sekilde cesitli
denemeler yapilarak gerceklestirildi. Denemeler, 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2)

tamponu icerisinde yapildi.

Termal erime programi kullanilarak kiiveti iceren hiicrenin sicakligi dakikada 1
°C arttirilarak 50-100 °C araliginda her 0.5 °C’de 260 nm’de absorbans 6l¢iildii. CT-
DNA’nin ligand/kompleks varliginda ve yoklugunda 260 nm’deki absorbansina bagh
olarak ¢izilen t(°C)-Absorbans egrisinden Tm degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak

hesaplandi.
5.2.2. DNA Kesim (Niikleaz) Aktivitesi

Yukaridaki metodlarin yaninda komplekslerin DNA ile etkilesimleri siipersarmal
pBR322 plazmid DNA’sinin kesim denemesiyle de incelendi. Kesim reaksiyonu jel
elektroforezi teknigiyle izlendi. Dairesel pBR322 plazmid DNA’s1 elektroforeze maruz
birakildiginda, bozulmamis siipersarmal form (Form I)’un kismen hizli gb¢ ettigi
gozlenmektedir. Cesitli maddelerle etkilesimi sonrasinda tek bir zincirde kesim
gerceklesirse (kirilma), siipersarmal form daha yavas hareket eden kirik form (Form

IT)’u olusturmak tizere gevsemektedir. Her iki zincirin de kesildigi durumlarda Form |
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ve Form II’nin arasinda go¢ eden lineer form (Form I11) olusmaktadir. Komplekslerin
DNA zincir kesimi i¢in niikleaz aktivitelerini degerlendirmek amaciyla pBR322
plazmid DNA’s1 belirlenen uygun reaksiyon kosullarinda komplekslerle inkiibe edildi.

5.2.2.1. pBR322 Plazmid DNA’sinin Hidrolitik Kesimi

Plazmid (pBR322) DNA’sinin kesim aktivitesinin ¢esitli kosullara bagliligini
degerlendirmek {iizere herhangi ilave bir ajan olmaksizin hidrolitik kosullarda su

denemeler gergeklestirildi.
5.2.2.2. pH’min DNA Kesim Aktivitesine Etkisi

Plazmid DNA’nin kompleksler tarafindan kesimi igin optimum sartlar1 belirlemek
icin pH 5-9 araliginda ise Tris-HCI (50 mM) tamponlar1 kullanilarak her bir kompleks
icin kesimin en etkin oldugu pH degeri belirlendi. 250 ng pBR322 kullanilarak DMF
igerisinde hazirlanmigs komplekslerin uygun konsantrasyonlarmin (100 uM olacak
sekilde) ilavesiyle 1 saat siireyle 37 °C’de gergeklestirilen kesim reaksiyonu sonrasinda
reaksiyonlar jel yiikleme boyasi ilave edilerek durduruldu. Karigim % 0.8’lik agaroz jele
(0.25 pg/mL EB igeren) yiiklendi ve 90 dakika siireyle 100 voltluk akim uygulanarak
yirlitme tamponu (1X TAE) igerisinde elektroforeze maruz birakildi. Elektroforez

isleminin bitiminde jel UV 15181 altinda goriintiilendi ve fotografi kaydedildi.
5.2.2.3. Konsantrasyonun DNA Kesim Aktivitesine EtKisi

DNA kesiminin kompleks konsatrasyonuna bagliliginin ortaya konulabilmesi
amaciyla her bir kompleks icin belirlenen optimum pH degerlerinde, farkli kompleks
konsantrasyonlart kullanilarak (0-100 pM) kesim denemeleri gergeklestirildi.
Reaksiyonlarin gergeklestirilmesinde, pH denemesinde ayrintili bir sekilde izah edilen

yontem takip edildi.
5.2.3. Iyonik Siddetin DNA Kesim Aktivitesine EtKkisi

DNA kesimine elektrostatik katkiyr belirlemek amaciyla, reaksiyon ortamina
farkli konsantrasyonlarda NaCl (0-100 puM) ilave edilmesiyle iyonik siddet artirilarak
kesim tzerindeki etkinlik incelendi. Reaksiyonlarin gergeklestirilmesinde, pH

denemesinde ayrmtili bir sekilde izah edilen yontem takip edildi.
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5.2.3.1. pBR322 Plazmid DNA’sinin Oksidatif Kesimi

Komplekslerin hidrolitik kesim aktivitelerinin ortaya koyulmasini takiben ¢esitli
yardimci reaktiflerin (H20,, AA, merkaptoetanol (ME)) nihai konsantrasyonlar1 sirasi
ile 0.4 M, 2.5 mM ve 0.4 M olacak sekilde ortama ilave edilmesiyle 50 mM Tris-HCI
(pH 7) tamponu igerisinde 250 ng pBR322 plazmid DNA’s1 varliginda 1 saat siireyle 37

°C’de gerceklestirilen reaksiyonlar sonrasinda oksidatif kesim etkinlikleri incelendi.
5.2.3.2. pBR322 Plazmid DNA’sinin Isikla indiiklenmis Kesimi

Incelenen komplekslerin fotodinamik terapide kullanilabilme potansiyellerini
degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismada pBR322 plazmid DNA’sinin komplekslerle
kesimine UV 1s1gmin etkisini gozlemleyebilmek amaciyla 50 mM Tris-HCI (pH 7)
tamponu igerisinde 250 ng DNA ve 100 uM kompleks konsantrasyonunun
saglanmasiyla olusturulan karisim 30 dakika siireyle 366 nm’de UV 1s18ina maruz

birakildi.

Bu siirenin sonunda karigimlar 1 saat siireyle 37 °C’de karanlikta inkiibe
edildikten sonra yukarida izlenen yontemlerle reaksiyonlar durduruldu ve kesim

tiriinleri agaroz jel iizerinde UV 15181 altinda incelendi.
5.3. Antioksidatif Aktivite Calismalari

Literatiirde bazi gecis metal komplekslerinin antioksidan aktivite gosterdikleri
rapor edilmisti. Bu sebeple incelenen ligand ya da komplekslerin radikal siipiirme
ozelliklerine sahip olup olmadiklarini incelemek iizere bir ¢aligma yapildi. Bu amagla
ligand ve komplekslerin siiperoksit ve DPPH siipiirme aktiviteleri UV-spektrofotometre

kullanilarak incelendi.
5.3.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapilar1 tamamiyla dogal enzimden farkli olsa bile 6zellikle Mn, Cu veya Zn gibi
cesitli gecis metallerinin karigik ligandli kompleksleri metal merkezinin etrafindaki
esnek geometrik doniisiimleri ile SOD aktivitesi sergilemektedirler. Bu bilgiden
hareketle ligand ve komplekslerin siiperoksit radikallerini siipirme yetenekleri sigir
eritrositlerinden elde edilmis olan ticari olarak temin edilen SOD enzimi ile

kiyaslanarak incelendi.
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SOD aktivitesinin belirlenmesi amaciyla tarafindan nitro mavisi tetrazolyum
(NBT) indirgeme metodu kullanildi. O, nin miktar1 ve baskilanma orani 560 nm’deki
absorbans oOl¢iilerek belirlendi. Siiperoksit radikalleri, 0.1 mM EDTA, 2 uM riboflavin,
13 mM L-metiyonin ve 75 uM NBT i¢eren 50 mM fosfat tamponundan (pH 7.8) olusan
sistem ile uretildi. Komplekslerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltileri
radikal tireten bu ¢ozelti sistemlerine ilave edilerek her bir reaksiyon karigimi 5 dakika
floresan 1s181nda inkiibe edildikten sonra 6rneklerin absorbansi 560 nm’de 6l¢iildii. Test
edilen kompleksi igermeyen karistmin absorbanst kor olarak kullanilarak NBT

indirgenmesinin yiizde siipiirme kapasitesi (% SC) asagidaki denklemden hesaplandi,
%SC = ((Akor-Aornek)100/Akor) (5.2)

Calisilan her bir konsantrasyon i¢in radikal siipirme kapasite degerleri elde
edilerek (Ligand/Kompleks) Konsantrasyon / %SC egrileri ¢izildi. Bu egriler sayesinde
SCs degerleri hesaplandi. Ayni denemeler dogal SOD enzimi ile de yapilarak elde
edilen SCsy degeri incelen 6rnekler igin elde edilen degerle karsilastirilarak kompleksin

SOD esdegeri olup olamayacag: degerlendirildi.
5.3.2. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

2,2-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal siipiirme aktivitesi’nin tespiti
bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla yaygin olarak olarak
kullanilan basit, hizl1 ve uygun bir metoddur. DPPH bir elektron ya da hidrojen radikali
kabul edebilen ve boylece kararli diyamagnetik bir molekiile doniisebilen kararli bir
serbest radikaldir. DPPH tek bir elektrona sahiptir bu ylizden 517 nm’de giiglii bir
absorbsiyon bandina sahiptir. Bu elektron serbest radikal siipiiriiciiniin varliginda
eslesir, bu absorbsiyon kaybolur ve alinan elektronlarin sayisinin stokiyometrisine gore
renk agilmasiyla sonuglanir. Absorbanstaki boyle bir degisiklik SR (Serbest Radikal)
stiptiriicli olarak rol oynayan ¢esitli molekiillerin kapasitelerini test etmek igin yaygin
olarak kullanilabilir. Absorbansin hizli diismesi, bilesigin antioksidan aktivitesinin fazla

oldugunu gosterir.

Bu ¢alismada incelenen ligand ve komplekslerin DPPH serbest radikalini siipiirme
aktivitesini test etmek icin 0.4 mM DPPH ¢6zeltisi kararli radikal olarak kullanildi ve
ImL DPPH c¢o6zeltisinin 517 nm’deki absorbansi olgiildii (Akdr). DPPH ¢ozeltisi

58



tizerine degisik konsantrasyonlardaki kompleks ¢ozeltilerinden son hacim ayni olacak
sekilde (0.2 mL) ilave edilerek karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun
ardindan 517 nm’de absorbans oOlc¢iildii (Adrnek). DPPH serbest radikal siiplirme
aktivitesi, DPPH radikallerinin siipiirme kapasitesi (%SC) seklinde farkli kompleks

konsantrasyonlari i¢in agagidaki denklemden hesaplandi.
%SC = (Axsr-Asmex) 100/ Agsr) (5.3)

SCso degerleri, kompleks konsantrasyonuna karsi radikal siiplirme kapasite
degerleri grafige gegirilerek hesaplandi. Ayrica bilinen antioksidanlardan AA ve BHA
ile de aymi testler gerceklestirilerek bunlara ait SCsp degerleri de hesaplandi ve bu

degerler komplekslerin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kullanilda.
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6. BULGULAR
6.1. DNA Baglanma Calismalari
6.1.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonlari

Tez kapsaminda incelenen ligand ve komplekslerin CT-DNA’ya baglanmasi
UV/Vis absorbsiyonu kullanilarak ¢alisildi.  Sabit konsantrasyonda tutulan
ligand/kompleks ¢ozeltisi iizerine asamali olarak artirilarak CT-DNA c¢ozeltisi ilave

edildi ve absorbsiyon spektrumlarindaki degisiklikler kaydedildi (Sekil 26) (Tablo 4).

Bu islem yapilirken referans ¢ozelti lizerine de esit miktarda CT-DNA ilave
edilerek CT-DNA’nin absorbansi bertaraf edilmistir. Bu isleme DNA konsantrasyonu
asamal1 olarak artirilarak daha fazla degisiklik olmayincaya kadar devam edilmistir.

Absorbsiyon spektrumlar1 kaydedilmistir.
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Sekil 26. Kompleks ve ligandlarin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu
varliginda absorbsiyon spektrumlari. (|) Artan kompleks konsantrasyonunu

gosterir.
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Tablo 4. Ligand ve komplekslerin DNA ile etkilesimi ve gozlenen degisimler

Kisa Kod. Al (nm) Dalga boyundaki degisim Kaymanin yonii %H
K1 0 247 - 20
1 307-308 Kirmizi 22

K2 1 335-334 Mavi 55
1 415-414 Mavi 49

K3 0 305 _ 42
1 405-403 Mavi 18

K4 3 342-345 Kirmizi 12
K5 1 297-296 Mavi 23
1 383-384 Kirmizi 23

L1 17 335-352 Kirmizi 13
L2 0 335 _ 35
0 396 _ 39

L3 7 306-299 Mavi 64
2 353-355 Kirmizi 59
L4 50 310-360 Kirmizi 0
L5 10 312-302 Mavi 65

6.1.2. UV ile Yarismah Etidyum Bromiir Baglanmasi Calismalari

UV-Vis absorpsiyon titrasyonlari sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda
ligand ve komplekslerin DNA ile interkalasyon yoluyla etkilestikleri, iyi bilinen bir
interkalator olan EB’{in kullanilmasiyla gerceklestirilen yarigsmali baglanma ¢aligmalari
ile desteklendi. Gergeklestirilen deneme sonucu literatiirden elde edilen bilgilerle ayni
dogrultuda olacak sekilde, serbest EB’{in 480 nm’deki absorbsiyon maksimumunun CT-
DNA ile etkilesimi sonucu absorbanstaki diismeyle birlikte daha yiiksek dalga boyuna
(482 nm) kaydig1 gozlendi (Sekil 27).
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Ligand ve komplekslerin ilavesi sonucunda ise bu maddelerin DNA ile baglanmak
icin EB ile yaristigin1 gosterecek sekilde absorbsiyon yogunlugunda farkli oranlarda
artis gozlendi (Sekil 27).
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Sekil 27. EB’iin DNA baglanmasinin ligand yoklugunda ve artan ligand
konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu. M: Ligand
konsantrasyonunun artig yoniinii gostermektedir.
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6.1.3. DNA Erime Sicakhiginin Belirlenmesi

DNA erime sicakligi (Tm)’nin belirlenmesi denemeleri baglanma modunu
(interkalasyon ya da harici olarak) ve kismi baglanma giiciinii anlamak i¢in kullanilir.
Tm, cift sarmalin kararlilig1 ile son derece iligkilidir ve kimyasallarin DNA ile etkilesimi

Tm’yi degistirebilir.

Bu bilgiler 15181nda planlanan termal denatiirasyon caligmalari sirasinda termal
erime programi kullanilarak kiiveti igeren hiicrenin sicakligi dakikada 1 °C arttirilarak
50-100 °C arahiginda her 0.5°C’de 260 nm’de absorbans olgiildii. CT-DNA’nin
ligand/kompleks varliginda ve yoklugunda 260 nm’deki absorbansina bagli olarak
cizilen t(°C)-Absorbans egrisinden Tm degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak
hesaplandi. Hesaplanan Tm degerleri Tablo 5°de verilmistir. Bu denemede kompleks ve
DNA farkli oranlarda (1:1, 1:2 ve 2:1) kullanilarak deneme birkag¢ kez tekrar edildi.

Tablo 5. Komplekslerin ve Ligandlarin Ty, degerleri

Kompleks Kisa Kod Tm Ligand Kisa Kod Tm

CT-DNA 75.57 CT-DNA 75.57
CT-DNA+K1 82.82 CT-DNA+L1 77.12
CT-DNA+K2 79.62 CT-DNA+L2 76.77
CT-DNA+K3 76.47 CT-DNA+L3 73.67
CT-DNA+K4 77.12 CT-DNA+L4 76.35
CT-DNA+K5 85.77 CT-DNA+L5 86.52

6.2. DNA Kesim (Niikleaz) Aktivitesi

Calismanin bu asamasina kadar yapilan incelemeler neticesinde incelenen
komplekslerin CT-DNA ile baglanma egilimlerinin ortaya konulmasinin iizerine
metaloniikleaz olarak etki etme yeteneklerini degerlendirmek i¢in galigmalar yapilarak
komplekslerin DNA kesim etkinligi DNA-baglanma yetenekleri ile kiyaslandi. Bu
amagla agaroz jel elektroforezi teknigi kullamildi. Uygun sartlarin saglanmasiyla
gerceklestirilen kesim reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen kesim iirtinleri jel tizerinde
elektroforetik ayirmaya maruz birakildi ve jeller EB boyamasindan sonra UV 15181

altinda analiz edildi. Metaloniikleaz aktivitesinin varligit DNA’nin Form I (slipersarmal
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form)’den Form II (kirik dairesel form) veya Form III (lineer form)’e doniisiimiiyle
tespit edildi. Niikleaz etkinliginin bagli oldugu faktorleri belirlemek igin farkli
kosullarda (hidrolitik, oksidatif, foto indiiklenmis) denemeler gergeklestirildi.

6.2.1. pBR322 Plazmid DNA’simin Hidrolitik Kesimi

Herhangi bir ilave ajan ve 1s1k gerektirmedigi i¢in DNA’nin hidrolitik kesimi
biyolojik olarak Oneme sahiptir. Bu amacgla komplekslerin DNA’y1 fosfodiester
baglarinin hidrolizi yoluyla kesebilme etkinligini degerlendirmek i¢in denemeler

yapildi.

Komplekslerin hidrolitik DNA kesim kabiliyetini arastirmak igin siipersarmal
pBR322 DNA’s1 sulu tampon ¢ozelti i¢inde herhangi bir indirgeyici/yliseltgeyici ajan
ilave etmeksizin kompleks ile inkiibe edildi. Komplekslerin kesim yetenegi ilk olarak
siipersarmal formun kirik dairesel ya da lineer agik dairesel DNA sekline doniistiigi

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

Plazmid DNA’nin kompleks tarafindan kesiminin optimal sartlarini belirlemek
icin kesim reaksiyonlarinin pH bagimlilig1 incelendi. Bu amagla her bir kompleks i¢in
pH 5-9 araliinda Tris-HCl (50 mM) tamponlar1 kullanilarak ve diger biitlin
parametreler ayni tutularak kesimin en etkin oldugu pH degeri belirlendi. Bu c¢alisma
sirasinda kompleks konsantrasyonlar: 100 uM; DNA konsantrasyonu ise 250 ng olarak
belirlendi. Kompleksler i¢in biitiin ¢aligmalarda standart sartlar da (37 °C’de bir saat
inkiibasyonun ardindan 100 volt altinda 90 dakika) elektroforez islemi gergeklestirildi.
Kesim iiriinlerinin UV 15181 altinda elde edilen goriintiileri Sekil 28’de gosterilmektedir.
Komplekslerin pH bagimli niikleaz denemesinde K2, K3, K4 ve K5 i¢in optimum pH 7,
K1 i¢in pH 5 olarak belirlenmistir. Bundan sonraki c¢alismalarda belirlenen pH daki

tamponlar kullanilmustir.
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Sekil 28. Komplekslerin pH’a baglh kesim aktiviteleri
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Kuyu igerikleri:

a: DNA kontrol: 9.5 uL Tris-HC1 +0.5 uL DNA.

: DNA kontrol: 7.5 pL Tris-HCI (pH 7) +2 uL DMF +0.5 uL. DNA.
: 7.5 uL Tris-HCI (pH 5)+ 2 uL kompleks (100 uM) +0.5 uL. DNA.
: 7.5 uL Tris-HCI (pH 6)+ 2 pL kompleks (100 uM)+0.5 pL DNA.
: 7.5 uL Tris-HCI (pH 7)+ 2 uL kompleks (100 uM) +0.5 uLL. DNA.

S w N [l o

: 7.5 uL Tris-HCI (pH 8)+ 2 puL kompleks (100 uM)+0.5 pL DNA.
5: 7.5 uL Tris-HCI (pH 9)+ 2 uL kompleks (100 uM)+0.5 uL DNA.

6.2.1.2. Kompleks Konsantrasyonunun DNA Kesim Aktivitesine Etkisi

Kompleks konsantrasyonunun niikleaz etkinligi lizerine etkisi, calismada bir
onceki asamada her bir kompleks icin bulunmus olan etkin pH’y1 saglayan tampon
sistemlerinin i¢inde pBR322 plazmid DNA’sin1 ve farkli konsantrasyonlarda kompleks
bilesenlerini icerecek sekilde olusturulan reaksiyon karigimlarinin 37 °C’de 1 saatlik
slire sonunda kesim triinlerinin incelenmesiyle degerlendirildi. Yapilan 6n ¢alismalar
incelenen maddelerin hangi konsantrasyon araliginda etkin oldugu sonucununa
ulagilmasini sagladigi i¢in bu denemede komplekslerin her biri i¢in 1, 10, 25, 50, 100,
250 uM konsantrasyonlarini igeren Ornekler c¢alisildi. Kesim {iriinlerinin UV 15181
altinda elde edilen goriintileri Sekil 29’da gosterilmektedir. Goriintiilerin  detayli
incelenmesi sonucu; K1 diisiik konsantrasyonlarda yiiksek niikleaz aktivitesi géstermis;
K2 denenen her konsantrasyon degerinde lineer form olusturmus, bunlarin iginden en az
stipersarmal formun kaldigi goriintii seg¢ilmistir. K3 her konsantrasyon araliginda
yiiksek kesim aktivitesi gostermis, kullanilan plazmid DNA’nin bilesimi dikkate
alinarak makul oranda siipersarmal form kalmis olan goriintii secilmistir. K4’de en
belirgin lineer form goriintii olusturmus konsantrasyon segilmistir. K5 ise yliksek
konsantrasyonda lineer form olusturmustur. Bu bilgiler 1s1ginda kompleksler igin

secilen optimum konsantrasyonlar sirasi ile 1, 25, 25, 10, 250 uM ’ dir.
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Sekil 29. Komplekslerin konsantrasyona bagli kesim aktiviteleri
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Kuyu igerikleri:
a: DNA kontrol: 9.5 puL Tris-HC1 +0.5 uL DNA
b: DNA kontrol: 7.5 uL Tris-HC1 +2 uL DMF +0.5 uL. DNA
1: 7.5 pL Tris-HCI+ 2 puL kompleks (1 uM) +0.5 uL DNA
2:7.5 uL Tris-HCI+ 2 puL kompleks (10 uM)+ 0.5 uL DNA
3: 7.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks (25 uM)+ 0.5 uLL DNA
4:7.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks (50 uM)+ 0.5 uL DNA
5:7.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks (100 uM)+ 0.5 uL DNA
6: 7.5 uL Tris-HCI+ 2 puL kompleks (250 uM)+ 0.5 uL DNA

6.2.1.3. Iyonik Siddetin DNA Kesim Aktivitesine Etkisi

DNA kesimine elektrostatik katki iyonik gii¢ calismasiyla incelenmistir. Bu
asamaya kadar gergeklestirilen denemelerde elde edilen optimum pH ve etkin
konsantrasyon degerleri kullanilarak her bir ligand ve kompleks i¢in reaksiyon ortamina
ilave edilen tuz (NaCl) konsantrasyonu degistirilerek (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 100 uM),
sabit pBR322 konsantrasyonu ile olusturulan reaksiyon karigimlart 37 °C’de 1 saat
stireyle inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda elde edilen kesim {iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi ile incelenmesiyle elde edilen sonuglar Sekil 30’da verilmektedir.
Gorlintlilerin -~ ayrintili  incelenmesi  sonucunda;  komplekslerin  diisiik  tuz
konsantrasyonlarinda sinirh aktivite gosterdigi, K3’ iin en yiikksek NaCl’ ye bagh
niikleaz aktivitesine sahip oldugu gozlendi. Goriintiilerin ayrintili  incelenmesi
sonucunda; komplekslerin diisiik tuz konsantrasyonlarinda sinirli aktivite gosterdigi,

K3’ iin en yiiksek NaCl’ ye bagl niikleaz aktivitesine sahip oldugu gozlendi.
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Sekil 30. Komplekslerin niikleaz etkinlikleri iizerinde tuz konsantrasyonunun etkisi.
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Kuyu igerikleri;

a: DNA kontrol: 9.5 uL Tris-HCI+ 0.5 uL DNA

b: DNA kontrol: 7.5 uL Tris-HCI+ 2 uL DMF+ 0.5 uLL DNA

1: 5.5 pL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 0.5 uL DNA

2: 5.5 uL Tris-HCI+ 2 uL kompleks+ 2 uL NaCl (2,5 uM)+ 0.5 uL DNA
3: 5.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 2 uL NaCl (5 uM)+ 0.5 uL DNA
4:5.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 2 pLL. NaCl (10 uM)+ 0.5 uL DNA
5:5.5 uL Tris-HCI+ 2 puL kompleks+ 2 uL NaCl (20 uM)+ 0.5 uL DNA
6: 5.5 uL Tris-HCI+ 2 puL kompleks+ 2 pL NaCl (40 uM)+ 0.5 uL DNA
7: 5.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 2 pLL. NaCl (80 uM)+ 0.5 uL DNA
8: 5.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 2 pL NaCl (100 uM)+ 0.5 uL DNA

6.3.1. pBR322 Plazmid DNA’simin Oksidatif Kesimi

Komplekslerin hidrolitik kesim aktivitelerinin belirlenmesinin ardindan oksidatif
kesim kabiliyetlerinin arastirilmasi amaciyla kesim reaksiyonlari hidrojen peroksit (H20,)
(0.4 M), askorbik asit (AA) (2.5 mM), merkaptoetanol (ME) (0.4 M) ilave ajanlarin
varliginda 50 mM Tris-HCI (Optimum pH) tamponu icerisinde 250 ng DNA varliginda
optimum konsantrasyonlarda kompleks ilavesiyle 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibasyonun
ardindan gerceklestirildi ve bu ilave ajanlarin kesime aktivator niteliginde etkisi olup

olmadig1 Sekil 30°de gosterilen jel goriintiilerinin incelenmesiyle ortaya konuldu.

Bu calisma sirasinda H,O,, ME, AA’ in yalniz basina oldugu durumlarda DNA’ya
etki edip etmediginin incelenmesi sebebiyle sadece DNA {izerine bu bilesenlerin ilave
edilmesiyle ayni sartlarda gergeklestirilen kontrol denemesi sonucunda elde edilen
goriinti de Sekil 31’de verilmistir. Kontrol denemesi ile ortamda kompleksler

olmadiginda bu bilesenlerin DNA kesimini indiikleyici bir etkilerinin olmadig1 belirlendi.

Komplekslerin goriintiileri incelendiginde H,O;’ in indiikleyici etkisinin en fazla
K3 ve K5 de oldugu, K4’iin kesim aktivetesi tiizerinde higbir etkisi olmadigi
gozlenmistir. Merkaptoetanol’iin indiikleyici etkisinin K2 ve K5 de esdeger olciide
etkili, K1, K3 ve K4 de etkili olmadig1 gozlenmistir. Askorbik asit, K4 hari¢ biitiin
komplekslerde indiikleyici etki gostermistir. Indiikleyici ajanlar arasinda siralama

yapildiginda ME’iin az etkili aktivator ajan oldugu sdylenebilir.
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Sekil 31. Komplekslerin indiikleyici ajan varliginda oksidatif kesimi
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Kuyu igerikleri:

a: DNA kontrol: 9.5 pL Tris-HCI+ 0.5 uL DNA

b: DNA kontrol: 7.5 pL Tris-HCI+ 2 uLL DMF+ 0.5 pL DNA

1: 6.5 pL Tris-HCI+ 2 uL DMF+ 1 pL H202+ 0.5 pL DNA

2: 6.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 1 pLL HoO»+ 0.5 pL DNA
3: 6.5 uL Tris-HCI+ 2 pL DMF+ 1 uL ME+ 0.5 uL DNA

4: 6.5 pL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 1 uL ME+ 0.5 uL. DNA
5: 6.5 uL Tris-HCl+ 2 pL DMF+ 1 pL AA+ 0.5 uL DNA

6: 6.5 uL Tris-HCI+ 2 pL kompleks+ 1 uLL AA+ 0.5 uL DNA

6.3.2. pBR322 Plazmid DNA’simin Isikla Indiiklenmis Kesimi

Plazmid DNA’nin kompleksler tarfindan kesim etkinligine cesitli kimyasallarin
aktivator niteligindeki etkilerinin ortaya konuldugu c¢alismanin ardindan 1sikla
indiiklemenin de katkisinin olup olmayacagi incelendi. Bu amagla 50 mM Tris-HCI (pH
7) igerisinde hazirlanan komplekslerin 100uM kompleks konsantrasyonu ile DNA’nin
bulundugu karisim baska hi¢bir ilave ajan olmaksizin UV 15181 altinda inkiibe edildikten
sonra standartize edilen yol takip edildi ve reaksiyon iriinlerinin incelenmesi
neticesinde UV 1g1ginin K1, K2 ve K5 de kesimi indiikledigi belirlendi (Sekil 32).
Yapilan denemelerde pBR322 plazmid DNA’sinin kompleksler tarafindan kesim
aktivitelerine K3 ve K4 de UV 1s1gmin etkisinin, DNA’nin yalniz basina kullanildigi

kontrol denemelerinde olusturdugu etkiden fazla olmadigi tespit edilmistir.
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1 2 3 4 5
Sekil 32. Komplekslerin niikleaz etkinliklerinin UV 15181 altindaki degigimi

Kuyularin igerikleri:

a: DNA kontrol: 9.5 pL Tris-HCI+ 0.5 uL DNA

b: DNA kontrol: 9.5 uL Tris-HCI+ 0.5 uL DNA (UV)

c: DNA kontrol: 7.5 pL Tris-HCI+ 2 uL DMF+ 0.5 uLL DNA

d: DNA kontrol: 7.5 pL Tris-HCI+ 2 uL. DMF+ 0.5 uL DNA (UV)
1: 7.5 uL Tris-HCI+ 2 pL (K1)+ 0.5 uL DNA

2:7.5 uL Tris-HCI+ 2 uL (K2) + 0.5 uL DNA

3:7.5 uL Tris-HCI+ 2 pL (K3) + 0.5 uL. DNA

4:7.5 uL Tris-HCI+ 2 uL (K4) + 0.5 uL DNA

5:7.5 uL Tris-HCI+ 2 pL (K5) + 0.5 uL. DNA

Kompleksler UV 15181 altinda ve karanlikta ayr1 ayr inkiibe edilip elektroforeze
tabi tutulmustur.
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6.3.3. Antioksidan Aktivite

Simdiye kadar gerceklestirilen DNA etkilesme c¢alismalar1 ile incelenen
komplekslerin iyi derecede DNA baglanma yetenegi ve iyi derecede kesim aktivitesi
gosterdiginin ortaya konulmasi sebebiyle bu bilesiklerin antioksidan aktiviteleri
calismaya deger gorilmiistir. Bu yiizden ligand ve komplekslerin antioksidan
potansiyellerini incelemek igin deneyler gergeklestirildi. Bu amagla ligand ve

komplekslerin siiperoksit ve DPPH radikal siipiirme aktiviteleri incelendi.
6.3.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

incelenen komplekslerin ve ligandlarm antioksidan etkinliklerini ikinci bir yolla
ortaya koymak amaciyla, hizli, basit ve uygun bir yontem olmasi Sebebiyle DPPH
radikallerini siipiirme aktivitesi de incelendi. Bu amagla metanol igerisindeki DPPH
¢oOzeltisinin absorbasindaki diisme kompleks ilavesiyle takip edildi. Absorbansin %50
oraninda diismesini saglayan kompleks konsantrasyonu SCs, olarak degerlendirildi ve
bu deger aynmi sartlarda bilinen antioksidan maddeler olan AA ve BHA i¢in yapilan
denemeden elde edilen SCsy degeriyle Karsilastirildi (Tablo 6). Bu Karsilastirma
sonucunda K1, K2 ve K3 ve ligandlarin tamaminin BHA’ya gore daha diisiik SCso
degerine sahip oldugu yani DPPH radikallerini giderme etkinliginin daha yiiksek oldugu
ortaya konuldu. AA ile kiyalandiginda ise L1, L2, L3 ve L4’iin daha fazla aktivite
gosterdigi tespit edildi (Sekil 33).
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6.3.3.2. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kompleksler NBT testi ile SOD aktivitesi i¢in biyolojik pH (pH=7.8)’da
incelendi. Yapilan ¢aligmalar sonrasinda ortamda olusturulan siiperoksit radikallerinin
%350’sini stipliren kompleks konsantrasyonlari hesaplanarak ayni yontemle test edilen
ticari SOD enzimi igin hesaplanan SCsq degeri ile karsilastirilmistir (Sekil 34). Elde

edilen degerler Tablo 6’da 6zetlenmistir.
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Tablo 6’da goriidiigii gibi Siiperoksit radikallerini siipiirme aktivitesi en fazla

olan kompleks K1 dir.
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Tablo 6. Kompleks ve Ligandlarin radikal siipiirme kapasiteleri ( SCso uM)

KOMPLEKS DPPH SoD LiIGAND DPPH SoD
KOD. SCs (M) SCs (M) KOD. SCso pM SCso (M)
K1 56.3 3.1 L1 13.6 6.9
K2 53.7 20.7 L2 26.4 12.7
K3 98 11.4 L3 21.4 12.1
K4 321.9 10.7 L4 13.5 6.3
K5 558.9 18.2 L5 46.7 12
SoD 0.025
AA 27.05
BHA 147
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7. TARTISMA ve SONUC

DNA ¢ogu antikanser ilacinin birincil hiicre i¢i hedefidir (167). DNA ile metal
komplekslerinin etkilesimi DNA hasarin1 indiikleyerek hiicre béliinmesini engeller ve
neticede hiicre 6liimiine yol acar (168). DNA baglanmasi ¢ogu durumda DNA kesimi
icin kritik adimdir ve kanser tedavisi i¢in tiimdriin yerlesim mekanizmasinin
anlasilmasinda muazzam 6neme sahiptir (169). Bu sebeple, DNA-baglanma ¢alismalari
DNA’y1 hedefleyen yeni ve daha etkili ilaglarin dizayni1 i¢in 6nemlidir (170). Bu yiizden
tez kapsaminda incelenen ligand ve komplekslerin DNA’ya baglanma tiirii ve egilimi

farkli deneysel tekniklerin yardimiyla analiz edildi.

Spektrumda gozlenen degisiklikler etkilesimin varligi ve tiirii konusunda kanit
sagladigi icin (171), UV spektroskopik titrasyon DNA’nin metal komplekslerle
baglanma modunu arastirmak i¢in etkili bir metoddur (172). Ayrica bakir (II)
komplekslerinin DNA etkilesimi gosterdikleri bilindigi i¢in (170, 173, 174) tez
kapsaminda incelenen ferrosen ligandlarinin ve bunlarin bakir komplekslerinin DNA ile

etkilesip etkilesmedikleri UV/Vis absorbsiyon spektrofotometresi kullanilarak ¢alisildi.

Spektral degisiklikler ilacin DNA’ya baglanmasini takiben DNA’nin yapisinda ve
konformasyonunda meydana gelen degisiklikleri yansitir (175). Metal komplekslerinin
DNA ile cesitli tiirlerde etkilesimleri rapor edilmistir. DNA ¢ift sarmalinin dis
kismindaki negatif yiiklii fosfatlar boyunca gerceklesen elektrostatik etkilesim, DNA
oluklar ile etkilesim ve interkalasyon yapan ajanin katlanmamis DNA’nin baz ciftleri

arasina yerlestigi interkalasyon modeli 6nemli baglanma tiirlerinden bazilaridir (176).

Gecis metal komplekslerinin bir¢ok yararli uygulamalar1 komplekslerin DNA ile
interkalasyon modu yoluyla baglanmalarini gerektirmektedir (177). Interkalatdrler DNA
cift sarmalinin baz ciftleri arasina girebilecek ve etkilesebilecek diizlemsel aromatik
heterosiklik bir fonksiyonel grup iceren kiigiik molekiillerdir (177). Interkalasyon
yoluyla baglanan bilesikler interkalasyon diizlemsel aromatik kromofor ile DNA’nin
baz ciftleri arasinda giiglii bir etkilesim igerdigi icin genellikle absorbsiyon
spektrumunda kiigiik bir kirmizi ya da maviye kaymayla birlikte ya da kayma
olmaksizin hipokromizm ile sonuglanir (178). Hipokromizm DNA’nin sarmal ekseni
boyunca kisalmasi ve aym1 zamanda konformasyon degisimi sonucunda meydana

gelirken, hiperkromizm DNA ¢ift sarmalinin zarar gérmesinden kaynaklanir (175).
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Genelde hiperkromizm ve hipokromizm DNA’nin ¢ift sarmal yapisindaki
degisikliklerle ilgili spektral ozelliklerdir. Hiperkromizm DNA’nin ikincil yapisinin
kirilmas1 anlamina gelirken hipokromizm kompleksin DNA’ya elektrostatik etki ile
veya sarmali kararlastirabilen bir etkilesim tiirii olan interkalasyon ile baglandigim

gostermektedir (179, 180).

Metal interkalatérlerin DNA’ya baglanma giiciiniin, etkilesen aromatik halkanin
biiyiikliigii ve elektron yogunluguna bagli oldugu kadar ayn1 zamanda hidrofobik ve
hidrofilik etkilesimlerin birlesmis etkisine de bagli oldugu tahmin edilmektedir (181).
Interkalator bilesigin koordine aromatik halkalarmmn diizlemselligi ve ayrica istiflenme,
hidrojen bag1 ve elektrostatik etkilesimler arasindaki kooperativite tarafindan saglanan
ilave kararlihk da DNA baglanma ilgisini etkileyecektir (182). Ozetle sdylenecek
olursa, genel olarak interkalasyon DNA’ya baglanan bilesik {izerinde kismi bir
hidrofobik, polar ve diizlemsel bolge gerektirmektedir ancak interkalatér ile DNA
arasindaki elektrostatik, dipoldipol ve H-bagi etkilesimleri de 6nemlidir (114).

Calisilan komplekslerin absorbsiyon spektrumlarinda artan CT-DNA ilavesiyle
meydana gelen spektral degisiklikler incelendiginde tiim komplekslerin maksimum
absorbanslarinda diisme (hipokromizm) gozlendi. Ancak maksimum absorbansin
oldugu dalga boyunda bazi1 komplekslerde kirmiziya (yiiksek dalga boyu, batokromik),
bazi1 komplekslerde ise maviye (kisa daga boyu, hipsokromik) kayma gozlenirken
bilesiklerin sadece dort tanesinde de (K1, K3 ve L2) absorbansta sirastyla %20, %42,
%39 ve %20 oraninda dikkate deger olgiide azalma gdzlenmesine ragmen herhangi bir
kayma gozlenmedi. Bu tiir spektroskopik degisiklikler kompleksin DNA ile
interkalasyon yolu ile etkilesim yaptigi anlamina gelmektedir. Kompleks/ligand
DNA’nin baz ciftleri ile interkalasyon etkilesimi yaptiginda ligand/kompleks’in
aromatik halkasinin ©* orbitali, baz ciftlerinin orbitalleri ile ciftleserek n-n* geg¢is
enerjilerini diisiiriir (183). Boylece dalga boyunda kayma gerceklesir. Ote yandan
ortiisen 7 orbitali kismen elektronlarla doludur boylece gecis olasiliklarinda diismeyle
birlikte beraberinde hipokromizm ile sonuglanir (184). Genellikle interkalasyon yoluyla
baglanmanin giicii hipokromizmin biiyiikligli ile paralel oldugu igin (185) calisilan
bilesiklerler arasinda en giiclii etkilesimi L3 ligandinin yaptig1 sdylenebilir.
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Komplekslerin DNA ile etkilesimini daha ileri diizeyde ortaya koymak igin iyi
bilinen bir interkalatdr olan etidyum bromiir (EB) (188) kullanilarak absorbsiyon
spektroskopisi teknigiyle (189) yarismali baglanma denemesi uygulandi. 480 nm
civarinda absorbsiyon maksimumuna sahip olan serbest EB, DNA ile etkilestiginde
maksimum absorbansi, absorbsiyondaki azalmay1 takiben daha yiiksek dalga boyuna
kaymaktadir. Bu durum EB’nin DNA baz yi8inlar1 arasina interkalasyon yaptiginin bir
kanitidir (190). Sekil 27°de goriildigli gibi serbest EB’nin absorbsiyon maksimumu
(480 nm) DNA varliginda 482 nm’ye kaymis ve absorbsiyon yogunlugu azalmistir.
Ancak EB-DNA ¢ozeltisine komplekslerin ilavesiyle komplekslerin DNA’ya
baglanmak i¢in EB ile yarigtiginin gostergesi olacak sekilde absorbsiyon yogunlugunda
artis gézlenmistir. Absorbsiyon spektrumunda gozlenen bu degisikliklerin iki nedeni
oldugu diisiiniilmektedir. Ilki; EB komplekslere kuvvetlice baglanir bu durumda DNA
ile interkalasyon yapan EB miktarinin azalmasina yol acar. Digeri ise DNA ile
interkalasyon yapmak icin komplekslerle EB arasinda bir yarig vardir ve DNA-EB

sisteminden bir miktar serbest EB salinir.

Yeni bir absorbsiyon piki olusmadigi igin ilk varsayim daha az desteklenmektedir
(191). Calismada incelenen tiim komplekslerin benzer egilimler gosterdigi gozlemlendi.
Yukardaki bilgiler 1s1ginda elde edilen sonuglar komplekslerin DNA ile interkalatif
yolla etkilestigini agikca goOstermektedir. EB ile yarigmali baglanma calismalari
literatiirde yaygin bir sekilde floresans spektroskopisi ile incelenmesine ragmen (192,
193) absorbsiyon spektroskopisi teknigiyle yapilan ve sonuglarin benzer sekilde

yorumlandigi ¢ok sayida ¢alisma da bulunmaktadir (189, 192, 195).

DNA erime profili sarmal kararliligi hakkinda oldukga bilgi verici (196) oldugu
icin farkli baglanma modlarin1 ayirt etmek amaciyla DNA erime denemeleri
uygulanmaktadir (195). Bu amagla ¢ift sarmal DNA’nin tek zincirli niikleik asitlere
dontisiimiinti karakterize eden DNA’nin erime sicakligi (Ty) 260 nm’de sicakligin
fonksiyonu olarak absorbansi takip etmekle belirlenmektedir (197). Tr,, DNA’daki baz

ciftlerinin yarisinin eslesmemis oldugu sicaklik olarak tanimlanmaktadir (198).

Tm, ¢ift sarmalin kararliligiyla kesinlikle iligkilidir ve kimyasallarin DNA ile
etkilesimi Tm’yi degistirebilir (182). Bu degisiklik 260 nm’de ¢ift sarmal formdaki

DNA bazlarinin molar absorblama katsayisinin tek zincirli formdakinden daha diisiik
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olmasi sebebiyle 260 nm’de absorbanstaki artis nedeni ile iliskilidir (41, 199-201).
Literatiire gore dogal ya da sentetik bilesiklerin DNA ile etkilesimi, istiflenme
etkilesimlerini kararlagtirmasi sebebiyle, ¢ift sarmalin kararliligiyla sonuglanir ve
DNA’nin erime sicakliginda bir artisa neden olur (202, 203). Bir tampon c¢ozelti
icerisindeki DNA’nin erime sicakligi ile DNA bir kimyasal ile birlikte oldugu
durumdaki erime sicakliklar1 arasindaki farklilik bilesigin DNA’ya baglanmasi
interkalasyon ile gerceklesirse genellikle biiyiiktiir. Ote yandan, DNA’ya baglanma
sekli interkalatif degilse erime sicakliklar1 arasindaki farklilik genellikle daha kiiciiktiir
(196). Try’deki artis DNA’daki interkalasyon bolgelerinin sayisiyla dogrudan orantilidir
(204).

UV-Vis absorbsiyon titrasyonlar ile interkalasyon yoluyla etkilestigi diistiniilen
tez kapsaminda incelenen komplekslerin yarigsmali EB baglanma ¢aligmalar1 sonucunda
da DNA’ya interkalasyon yoluyla baglandiklar1 gosterilmistir. Bu diisiincelerin farkli
bir teknikle bir kez daha desteklenmesi amaciyla CT-DNA’nin ligand ve kompleksler
olmaksizin ve onlarin varliginda termal erime egrilerinin ¢izilmesiyle elde edilen Tm
degerleri incelendi. Literatiirden elde edilen bilgiler 1s18inda erime sicakligindaki 5-12
C® arasindaki artislarin DNA ile interkalasyon tiirii baglanmaya isaret ettigi
belirlenmistir (205). Incelenen kompleks ve ligandlarin Ty, degerlerindeki artis, K5 igin
10.2, L5 igin 10.95, K1 igin 7.25 C° olarak belirlenmis olup bilesiklerin CT-DNA ile
kararl sekilde istiflenerek interkalasyon yoluyla etkilestigini desteklemektedir (182).
K2 igin Ty, degeri 4.05 C” dir ve kompleksin parsiyel interkalasyon baglanma ile CT-
DNA ile etkilestiginin gostergesidir. Diger bilesiklerde gozlenen erime sicakligindaki
kiiciik artiglar kompleksin DNA ile interkalasyon disindaki baglanma tiirleri ile
etkilestigini gostermektedir (206).

Kimyasal niikleazlar DNA’y1 oksidatif bir yolla kesebilen redoks aktif
koordinasyon komplesleridir (184). Sentetik metaloniikleazlar, metal iyonunu etkili bir
sekilde DNA kalibinin yakinina ulastiran ligandlara gereksinim duyarlar (173). Gegis
metal kompleklerinin niikleaz etkinligini ortaya koyabilmek i¢in jel elektroforezi yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir; bu metodda molekiillerin izolasyonu bir jel aracililigiyla
elektrik alam etkisi altinda hareketlerinin kismi hizina bagl olarak gerceklesmektedir.

DNA negatif yiiklidiir ve elektrik alana yerlestiginde anota dogru hareket eder,
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DNA’nin goglinin boyutuna, elektrik alanmin gilici, tampon ve agaroz jelinin
yogunlugu ile DNA nin biiytlikliigiine bagli olarak karar verilir. Dogal olarak elde edilen
plazmid DNA baslica kapali ¢emberimsi siipersarmal formda (Form I) oldugu kadar,
kirik (Form II) ve kii¢iik pargaciklar halinde lineer form (Form III)’dadir. Kiiglik
molekiillerin plazmid DNA ile interkalasyonu silipersarmal formdaki DNA’y1
gevsetebilir veya kesebilir bu durum hareket hizin1 azaltir bdylece agaroz jel
elektroforez metodu ile ayr1 ayr1 goriintiilenebilirken, kii¢iik molekiillerin DNA ile basit
elektrostatik etkilesimi plazmid DNA’nin siipersarmal formunu o6nemli derecede
etkilemez bdylece siipersarmal DNA’nin hareketi degismez (207). Bu ¢alismanin
baslica amaglarindan biri incelenen metal komplekslerinin antikanser bilesik olarak
degerlendirilip degerlendirilemeyecegini ortaya koymaktir. Genel olarak metal
komplekslerinin biyolojik aktivitelerinin, bu metal komplekslerin DNA’ya baglanma,
DNA’nin yapisina zarar verme ve fonksiyonunu bozma oOzellikleriyle yakin sekilde
iliskili olduguna inanilmaktadir (208). DNA fonksiyonunun bozulmasi replikasyon ve
transkripsiyon islemlerinin inhibisyonuna yol acar. Eger DNA lezyonlar1 cabuk ve
uygun bir sekilde onarilmazsa neticede hiicre 6liimii ile sonuglanir (193). Bu nedenle
metal iyonlar1 ile aktive edilen DNA’nin endoniikleolitik kesim reaksiyonlarina oldukca
ilgi vardir (209-211). Bu bilgiler 15181nda eger incelenecek komplekslerin DNA kesim
aktivitesi gosterdigi ortaya konulursa kanser tedavisinde terapotik amacla
kullanilabilme imkani bulacagi agiktir. DNA kesimi oksidatif veya hidrolitik yolla
gerceklesmektedir (212, 213). DNA’nin hidrolitik kesimi fosfodiester baginin
hidrolizini icerir ve daha sonra tekrar birlesen pargalar olusturarak bu islemi genomik
arastirmalarda 6nemli hale getirir. Aksine DNA’nin oksidatif kesimi seker ve/veya
bazin yikimina yol agarak bu islemi sira analizi ve terapdtik uygulamalar i¢in uygun
kilar. DNA’nin fotokimyasal yolla oksidatif kesimi farkli dalga boylarindaki 15181
kullanarak kanserin fotodinamik terapisinde uygulama alani bulur. Bu nedenle bu

calismada farkli kosullar saglanarak farkl tiir kesim aktivitelerinin varlig1 incelendi.

Plazmid DNA’nin herhangi bir ilave ajan ve 1s1k gerektirmeyen bir yolla
kesiminin ortaya konuldugu c¢aligmalar biyolojik olarak 6neme sahiptir (189). Hidrolitik
kesim etkinliginin en etkin oldugu kosullar1 belirlemek icin yapilan incelemeler

sonucunda c¢alisma kapsaminda incelenen tiim komplekslerin DNA’y1 herhangi bir
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indirgeyici ajan olmadan kesebilme yetenekleri oldugu i¢in hidrolitik kesim aktivitesi

gosterdigi ortaya konuldu.

Son zamanlarda, geg¢is metal bilesiklerinin in vitro ortamda DNA ile reaksiyonlari
yaygin bir sekilde calisilmaktadir. Fakat bu calismalarin biiyiik bir kismi hidrojen
peroksit (214), askorbik asit (215), merkaptopropiyonik asit (216) veya potasyum
monopersiilfat (217) gibi redoks kofaktorlerinin varliginda gereklestirilmektedir. Canli
organizmalarin metal kompleksleri ile katalizlenmis DNA hasari tretebilmeleri igin
yeterli redoks kofaktorii temin etmeleri ¢ok zor oldugu igin (218) herhangi ilave redoks
kofaktorii olmaksizin ge¢is metal bilesiklerinin DNA kesim caligmalar1 daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bu sebeple incelenen komplekslerin hidrolitik kesim kabiliyetine sahip

olmalar1 olduk¢a 6nemlidir.

Literatiire gore, hidrolitik yol icin kesin olmayan bir mekanizma Onerilebilir.
Metal atomu ile ligandin oksijen atomu metallerin yiikseltgenmis hallerindeki kuvvetli
asit Ozelligi sayesinde DNA iskeletinin fosfat grubunun oksijeni ile koordinasyon
yapabilir ve DNA’nin fosfodiester baginin kirilmasina yol acabilir (189). Baska bir
deyisle, hidrolitik mekanizma genellikle yiik nétralizasyonu araciligiyla niikleofilik
saldir1 yoluyla fosfodiester baglarini aktiflestirmeye yardim eden ve bodylece diester
baglarinin dogrudan hidrolizine yol agan merkez metal iyonunun Lewis asiditesine
baglidir (178).

Fakat bir fosfodiester baginin N-igeren ligandlarin (¢alismada incelenen ligandlar
bu karakterdedir) bulundugu kompleksler tarafindan da hidrolitik olarak kesilebilecegi

daha 6nce rapor edilmistir (219) bu durum da goz ardi edilemez.

DNA kesimi iizerinde iyonik giiciin etkisi 6nemlidir. Artan iyonik gii¢le birlikte
DNA kesimi azalmaktadir. Komplekslerin ¢ogunun bulundugu ortamlarda 5 mM NaCl
konsantrasyonunun {stiine ¢ikildiginda niikleaz aktivitesindeki belirgin azalma,
elektrostatik etkilesimin DNA kesim reaksiyonunu bir derecede etkiledigini
gostermektedir. Benzer bir ¢alisma literatiirde Zhu ve arkadaglar1 (2010) tarafindan
tetraazamakrosiklik oksamido nikel(IT) kompleksleri iizerinde yapilmis ve elde edilen

benzer sonug ayni sekilde yorumlanmuistir (220).
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DNA’nin oksidatif kesiminin mekanizmasi elektron transfer siireglerine, rol alan
aktif tiirlere ve hedef bolgelere dayanarak farkli kategorilere ayrilabilir. Bu
mekanizmalarda, reaktif oksijen veya metal-okso tiirleri (ROT/RMOT), niikleobaz
modifikasyonlar1 veya tek elektron transferi (SET), hidrojen atom transferi (HAT) veya
protonla eslesmis elektron transferini igeren seker biriminden hidrojen ¢ikarilmasi

islemleri rol alir (212).

Farkli metaloniikleazlarin DNA-kesim kabiliyeti reaktif tiirlerin reaktivitesi
tarafindan yaygin bir sekilde belirlenir. Aerobik ortamda veya yardimci oksitleyicilerin
{Askorbat, H,0,, MPA (3-merkaptopropiyonik asit), DTT (ditiyotreitol), MMPP
(magnezyum monoperoksiftalat), PAA (poli akrilik asit)} varliginda pek ¢ok reaktif
araiiriin (OH, 'Oy") olusur (221). Molekiiler oksijenin indirgenmesi siiperoksit anyonu
(O2), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali ((OH) gibi ROT’larin bir grubunu
olusturabilir. Hidrojen atomlarint DNA bazlarinin ¢ift baglarina ekleyerek ya da seker
biriminden hidrojen atomlarini gikararak DNA hasarina aracilik eden "OH radikali agir1
derecede giigliidiir ve 2.8 V’luk redoks potansiyeli ile birlikte kolay difiize edilebilen bir
oksidandir (222). Singlet oksijen (*Os) oksijenden tiireyen baska bir radikal tiiriidiir ve
siklikla. DNA’nin oksidatif kesiminde enerji transferi ile rol alir. Cesitli ligandlarin
cevrelerinde oldugu gegis metal iyonlar1 birincil ve ikincil RMOT’larin yaninda

ROT’lar1 olusturmak tizere redoks ¢evriminde anahtar bir rol oynar (221).

Bu bilgilerin 1s18inda, herhangi bir ilave ajan olmaksizin uygun kosullarin
saglanmasiyla Form I halindeki plazmid DNA’y1 Form II ve Form III’e doniistiirme
yeteneklerine sahip olan tez kapsaminda incelenen komplekslerin hidrolitik kesim
aktivitelerine bazi kimyasallarin etkisini incelemek amaciyla yapilan denemede
askorbik asit (AA) ve H,O2’nin 6nemli derecede aktivator etkisi gosterdigi ancak bir
indirgeyici olan B-merkaptoetanol (ME)’un aktivator etkisinin K2, K5 diginda yok
denecek kadar az oldugu tespit edildi.

Ik olarak sadece AA, ME ve H,0, kullanilarak kompleksler olmadan yapilan
kontrol denemelerinde oOnemli bir DNA kesiminin gdzlenmemis olmast bu
komplekslerin kesimdeki katalitik roliinii ortaya konmaktadir. Tiim kompleksler H,O,
ve AA varliginda géze carpan bir kesim etkinligi gostermislerdir. Bunun sebebinin

hidroksil radikallerinin artan {retimi sebebiyle olabilecegi diisiiniilmektedir (223).
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Hidroksil radikalleri ¢esitli kimyasal ve fiziksel proseslerle iiretilmektedir. Gegis
metallerinin aracilik yaptig1 hidroksil radikali iiretiminin birka¢ yolla olustugu
bilinmektedir. Iyi bilinen bir yol Fenton mekanizmasidir (224). Bu OH" radikalleri
deoksiriboz kisminin oksidasyonunda rol alir ve seker fosfat iskeletinin hidrolitik
kesimiyle sonuglanir. Chiou ve arkadaslar1 (1985) oksijen ve metal iyonlar1 varliginda
H,0; liretebilme kabiliyeti sebebiyle askorbatin, sulu c¢ozeltide hizlica dismutasyona
maruz kalan siiperoksit iirettikleri bilinen MPA ve DTT gibi diger indirgeyici ajanlardan
daha fazla etkili oldugunu gostermistir. Mevcut ¢alismada da, DNA kesimi i¢in en iyi
aktivatoriin AA oldugu saptanmistir (225).

Isikla indiiklenmis DNA kesimi, elektron ve enerji transferinin yaygin olarak
gozlendigi islemler sonucunda foto sitotoksik etki olusturmak {izere 15181n, oksijenin ve
1s18a kars1 duyarli ilaglarin ayni ortamda birlikte bulunmasini gerektirmektedir (226).
Toksisite olusumuna yol agmayan ve yiiksek secici nitelikte olan 1s1ikla uyarilmis DNA
kesimi kat1 tiimdrlerin tedavisi amaciyla artan bir ilgi gérmektedir (184). DNA’nin
oksidatif kesimi i¢in kabul edilen stratejilerden biri olan UV 15181 ve dogal 1sikla
uyarmaya dayanan yontem tiimor tedavisindeki potansiyel kullanimi nedeniyle 6nem

kazanmustir (227).

Fotodinamik terapi ajanlar1 genellikle hiicre 6liimiine yol acan singlet oksijen ya
da hidroksil radikalleri iireterek molekiiler oksijeni etkinlestiren bir foto duyarlayici
kullanmaktadir (228). Tez kapsaminda incelenen kompleksler DNA ile birlikte UV
151¢1na maruz birakilmis ve ardindan gerceklestirilen reaksiyon sonrasinda incelenen
kesim iriinleri 1s1ikla indiiklemenin indiiklenme yapilmayana gore K1, K2 ve K5
komplekslerinde kesimi arttirdigi goriilmiistiir. Buna gore komplekslerin etkisiyle
gergeklesen kesim esnasinda 151k etkisiyle artan bir elektron ya da enerji transferinin
oldugu ve bunun sonucunda olusan ROT’larin miktarinda bir artis meydana geldigi
diistiniilebilir. Bu sebeble bu bilesiklerin fototerapide kullanilma potansiyeline sahip
oldugu soylenilebilir. Daha ileri diizeyde yapilacak olan c¢alismalarda Chen ve
arkadaglarinin (2013) rapor ettikleri ¢aligmada oldugu gibi oksidatif kesim sartlarinda
yani ortamda bir aktivator varken 1518a maruz birakma ve sonrasinda kesim triinlerinin
incelenmesi gerceklestirilebilir. Bu sekilde ROT’larin olusumunun artabilecegi tahmin

edilmektedir.
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Reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin onemi uzun zamandir ilgi
gormektedir. Hidroksil radikalleri (OH) ve siiperoksit anyon radikalleri (O;") gibi
serbest radikalleri iceren ROT aktive edilmis oksijenin ¢esitli sekilleridir ve hiicresel
hasar1 ve yaslanma siirecini kotililestirmektedirler (207). ROT’un iiretimi aerobik
organizmalarin yasaminda normal bir siirectir. Oksidatif stres ya da ROT’un asiri
tiretimi bircok hastaliga neden olmaktadir. Bu zararli etkileri giderebilme yetenegi ile
serbest radikal slipiirme etkinligi biyolojik sistemlerde antioksidanlarin ¢ok onemli bir

szelligidir (229).

Antioksidanlar insan viicudunu SR’ler ve ROT’un etkilerinden koruyabilirler ve
hem bir¢ok kronik hastaligin siirecini hem de lipid peroksidasyonunu yavaslatirlar
(207). Son zamanlarda yapilan c¢alismalar gegis metal komplekslerinin ilging
antioksidan aktiviteler gosterdiklerini 6ne siirmektedir (186, 187). Bu yiizden tez
kapsaminda incelenen ligand ve komplekslerin potansiyel antioksidanlar olarak
arastirtlmas1 6nemlidir. Yapilan incelemeler sonrasinda incelenen bilesiklerin dikkate

deger olgiide antioksidan aktivite gosterdikleri ortaya konuldu.

Elde edilen bulgular, incelenen komplekslerin siiperoksit radikallerini siiplirme
etkinliklerinin ticari olarak temin edilen enzim kadar yiiksek olmadigini gostermesine
ragmen, dikkat ¢ekecek olgiide yiiksek bulunmustur (K1 i¢in SCsp 3,1 uM). Elde edilen
SCso degerleri literatiirde galisilan gegis metal kompleksleri i¢in elde edilen bulgularla
uyum gostermektedir. Ornegin 2, 6-di ((fenazonil-4-imino)metil)4-metilfenol ligandinin
Co ve Zn kompleksleri igin SCsq degerleri sirasiyla 39.1 uM and 55.8 puM olarak
bulunmustur (230). Ayrica, SOD’un farmasdétikal amaclarla kullanimina iliskin yogun
ilgi oldugu ancak biyolojik sistemlerdeki pratik kullaniminin dolagim 6mrii, hiicrenin
gecirgen olmayisi, immiinojenesite, doku hedefleme, antijenisite, yiiksek maliyet ve
proteinin sistematik enfeksiyonu ile ilgili giigliikler sebebiyle problemli oldugu
bilinmektedir ve bu smirlamalardan kaginmak i¢in, diigitk molekiil agirlikli, biyolojik
kararliliga sahip, membran gegirgenligi olan, diisiik maliyetli ve toksik olmayan sentetik
SOD mimiklerinin gelistirilmesine yogun ilgi vardir (231). Bu nedenle incelenen

kompleks ve ligandlar SOD enzim mimigi olarak kullanilabilecek niteliktedir.

Gilintimiizde, DPPH radikal siiplirme aktivitesi sergileyen antioksidanlar gittikce

artan bir ilgi gormektedir. Bu tiir antioksidanlarin kanser, yaslanma ve iltihap onleyici
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ozelliklere sahip oldugu rapor edilmistir (232). DPPH siipiirme aktivitesi bir bilesigin
radikal siipirme giiciinii tayin etmek i¢in kullanilan basit bir metoddur (233). Bu metod
antioksidanlarin DPPH radikalini daha kararli bir DPPH formuna indirgeme kabiliyetine
dayanmaktadir. DPPH radikali 520 nm civarinda bir absorbsiyon maksimumuna
sahiptir. Serbest radikal siipiiriicii varliginda DPPH absorbanstaki azalmayla birlikte
indirgenmis hale doniisiir (229). Incelenen kompleks ve ligandlarin dikkate deger

Olctide diisiik SCs degerlerine sahip oldugu gézlemlendi.

Ligandlarin yapisindaki aktif hidroksil gruplarinin kararli makromolekiil radikali
olusturmak tizere serbest DPPH radikali ile reaksiyona girebilicegi ve boylece yapidaki
aktif hidroksil gruplarimin antioksidan aktiviteye katkida bulunabilecegi diisiiniilebilir
(234). Caligmamizda incelenen komplekslerin ligand kisimlart bu tiir gruplar
icermektedir. Askorbik asite gore daha yiiksek derecede DPPH radikali siipiirme
aktivitesi gostermeleri bu duruma baglanabilir. Ciinkii yapisinda bodyle bir grubun
bulunmadigi  benzaldehid 4-metil-3-tiyosemikarbazon ligandinin  rutenyum(ll)
kompleksinin askorbik asite gore DPPH radikallerini siiplirmede daha diisiik etkinlik
gosterdigi rapor edilmistir (235).
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