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1.ÖZET 

 

Ferrosen Aktif Birimi İçeren Yeni Azin Türevlerinin DNA Bağlanma, DNA Kesim 

ve Antioksidan Aktivitelerinin İncelenmesi  

 

 Yapay metallonükleazların, gen düzenlenmelerinde, DNA etkileşimlerinde, 

protein eşleştirmelerde ve kanser tedavilerinde kullanılması üzerine yapılan çalışmalar 

son zamanlarda oldukça ilgi çekmektedir. Antikanser ilaçların birçoğu farklı şekillerde 

DNA’ya bağlanak antitümör etkisi gösterirler. Böylece kanserli hücrede DNA 

çoğalmasını bloke ederek, tümör hücrelerinin büyümesini inhibe ederler. DNA 

bağlanmasının ve kesmesinin mekanizmasını anlamak, etkili antitümör ilaçlarının 

dizayn edilmesinin en önemli temelidir. Bu tür ilaçların başarısı, DNA’ya ilgilerine ve 

bağlanma modlarına bağlıdır. Bu çalışma kapsamında, farklı ferrosen ligandlarının bakır 

(II) komplekslerinin DNA’ya bağlanma kapasiteleri dana timus DNA’sı kullanılarak 

UV-Vis absorbsiyon titrasyonları, termal denatürasyon ve yarışmalı etidyum bromür 

bağlanması yöntemleri kullanılarak incelendi ve komplekslerin DNA’nın baz çiftleri 

arasına interkalasyon yoluyla yerleştiği belirlendi. Komplekslerin metalonükleaz olarak 

değerlendirilmeleri için agaroz jel elektroforezi kullanılarak gerçekleştirilen hidrolitik 

kesim denemelerinde kesim etkinliğinin pH 5 ile pH 7 arasında değerlerde 50 mM Tris-

HCl tamponu ile oluşturulan ortamda yüksek olduğu ve nükleaz aktivitesinin 

konsantrasyon ve iyonik güce bağımlı olduğu ortaya konuldu. K4 kompleksi dışında; 

H2O2 (0.4 M), askorbik asit (2.5 mM) ve merkaptoetanol (0.4 M) gibi çeşitli 

aktivatörlerin varlığında gerçekleştirilen kesim denemelerinde önemli ölçüde artmış 

aktivite belirlendi. K1, K2 ve K5 komplekslerin nükleaz aktivitesinin ışık etkisiyle 

uyarıldığı belirlendi. K4 ve K5 düşük 2,2-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal 

süpürme aktivitesi gösterirken, diğer bileşikler yüksek süpürme aktivitesi gösterdi. 

Bununla birlikte, özellikle K1’de belirgin olmak üzere (SC50= 3.1 µM), tüm bileşiklerde 

yüksek süperoksit dismutaz (SOD) akitivitesi belirlendi. 

  

 Anahtar Kelimeler: Antioksidan, yarışmalı bağlanma, DNA bağlanma, DNA 

kesim, ferrosen, ışık ile kesim 
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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(II) 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-HCl 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 H2O2 (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 (SC50= 3.1µM). 

 

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

ferrocene, photocleavage 

http://tureng.com/search/mercaptoethanol


3 

3. GİRİŞ ve AMAÇ  

Kanser, hücrelerin kontrolsüz bir şekilde çoğalması, işgalci nitelik kazanması ve 

metastaz yapması ile kendini gösteren ve halen gelişmiş ülkelerin ölüm istatistiklerinde 

kalp-damar hastalıklarından sonra ikinci sırada yer alan öldürücü bir hastalıktır (1). 

Uluslararası Kanser Araştırmaları Kurumu (IARC) 2008 yılında 12.4 milyon yeni 

kanser vakası, 7.6 milyon kanser nedenli ölüm ve 28 milyon ilk tanıdan bu yana 5 yıl ya 

da daha az süre geçmiş kanserli hasta olduğunu tahmin etmektedir (2, 3). Kanser 

oranlarıyla yaş arasındaki güçlü bağlantı göz önünde bulundurulduğunda, 2030 yılında 

büyük bir nüfusa etki edecek artan bir kanser yükünden söz edilebilir (2). 

Günümüzde kanser tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu 

şeklinde uygulanmaktadır. Kanser kemoterapisinde amaç, ilaç etkisiyle tümör 

büyümesini yavaşlatmak veya engellemek, hızlı gelişen tümörlerde hedeften farklı doku 

ve organlarda birincil tümörden kaynaklı yeni tümörlerin gelişimini yani metastazı 

engellemek, hatta cerrahi müdahaleye gerek kalmadan hedef tümörün tümüyle ortadan 

kaldırılmasını sağlamaktır (4). Antikanser ilaçların çoğu sitotoksik etkileri ile malign 

hücrelerin büyüme ve çoğalmalarını önlerler ve onların ölümüne yol açarlar. Radikal bir 

tedavi vücutta tek bir malign hücre kalmaksızın tüm hücrelerin yok edilmesi ile 

mümkündür. Ancak böyle bir durum az sayıdaki istisnalar dışında halen varolan 

ilaçlarla sağlanamamaktadır. Antineoplastik ilacın terapötik etkinliğini kısıtlayan 

önemli bir faktör, tümör hücrelerinin ilaca azalmış hassasiyeti, bir başka deyişle ilaca 

karşı direnç gelişimidir. Bu durum bazı kanser türünde kendiliğinden olabildiği gibi 

(doğal veya primer rezistans), kemoterapiden sonra da gelişebilir (kazanılmış veya 

sekonder rezistans) (5). Son yıllarda yapılan çalışmalarda, tümör büyümesinin 

başlangıçtan sonraki dönemlerinde klonal homojenliğini sürdüremediği gösterilmiştir. 

Michael M. Gottesman (6), makalesinde bu durumu ‘’normal hücrelerin hepsi ilaçlara 

benzer şekilde cevap verirler; oysa kanser hücrelerinin her biri kendilerine özgü şekilde 

cevap verirler’’ şeklinde yorumlamaktadır. Bu yaklaşımda da ifade edilmeye çalışıldığı 

gibi, görünüm olarak benzer olan, aynı malign hücreden gelişen kanser hücreleri 

biyokimyasal, morfolojik ve ilaca yanıt verme karakteristikleri bakımından farklılıklar 

gösterirler. Kanser hücrelerinde kemoterapötik ilaca direnç gelişimi, azalmış ilaç 
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birikimi, artmış ilaç metabolizması ve ilaç etkinliğindeki değişiklikler gibi pek çok 

faktörle ilişkili olabilir. 

DNA (Deoksiribonükleik asit), hücre canlılığının sürdürülmesinde çok büyük 

önem taşır. Dolayısıyla, antibiyotik, antiviral ve antitümöral ilaçlar için hedef olarak 

seçilmiştir. Küçük moleküllerin DNA’ya bağlanma çalışmaları ilaç-DNA etkileşimlerini 

anlamak, klinik uygulamalar için yeni ve etkili ilaçların geliştirilmesi ve nükleik asit 

yapılarının duyarlı kimyasal problarının geliştirilmesi alanlarında çok kullanışlıdır. 

Çünkü antikanser ve antibiyotik ilaçlarının hücre içi hedeflerinin büyük bir çoğunluğu 

DNA’dır. Son yirmi yılda DNA ile interkalasyon (araya girme) moduyla etkileşebilen 

küçük moleküllere yönelik çalışmalar çok büyük ilgi çekmektedir (7). Klinik olarak 

kullanılan birçok antikanser ilacı DNA’ya interkelasyon prosesi ile bağlanmaktadır. Bu 

proses düzlemsel, aromatik ya da heteroaromatik halka sistemleri içeren bileşiklerin 

heliks eksenine dik ve Watson–Crick hidrojen bağının neden olduğu istiflenme 

düzeninin tümünü bozmadan bitişik baz çiftlerinin arasına yerleşmesidir. Cis-platin gibi 

metal esaslı kemoterapi ajanları, kanser tedavi protokollerinde geniş ölçüde yer 

almaktadır (8). Bu ilacın kullanım alanını kısıtlayıcı etkileri arasında doza bağımlı 

şiddetli toksisiteleri, düşük biyoyararlanımları, doğal veya edinilmiş ilaç dirençleri 

sayılabilir (9). DNA’nın büyük oluğunda yer alan adenin ve guanin bazlarının imidazol 

halkalarındaki N7 atomları, platinleyici ajanların DNA’ya bağlandıkları en ulaşılabilir 

ve reaktif nükleofilik bölgeyi oluşturmaktadır (10). Cis-platin antitümör etkisini, bu 

bölgelerden genomik DNA’ya zincirler arası ve zincir içi çapraz bağlarla bağlanarak, 

DNA’yı normal yapısı bozularak bükülmüş, DNA zinciri haline getirmek suretiyle 

oluşturur. Cis-platin’in DNA’daki pürin bazlarına bağlanması ile oluşan hasar 

transkripsiyonu ve/veya replikasyonu engelleyerek, kanser hücresinin ölümüne neden 

olan sitotoksik süreçleri etkilemektedir (11). Cis-platin’in modifiye ettiği DNA, 

yeterince yenilenemediğinden ortaya çıkan DNA hasarı onarılamayacak boyutta ise, 

hücre bunu tolere edemez ve hücre ölümü gerçekleşir (12). Son yıllarda küçük 

moleküllerin DNA’ya bağlanmalarının incelenmesi çok ilgi çeken bir çalışma alanı 

olmuştur. Spesifik DNA hedefli ilaçların sentezi için bu moleküllerin DNA’ya 

bağlanma türünün belirlenmesi son derece önemlidir. Moleküler DNA’ya interkalasyon, 

kovalent ve elektrostatik olarak bağlanabilirler. Cis-platinin DNA etkinliğinin 
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keşfedilmesinden sonra birçok platin kompleksi sentezlenmiş ve DNA etkileşimleri 

çalışılmıştır (13, 14). 

Serbest radikaller, atomik orbitali üzerinde eşlenmemiş elektron (e
-
) taşıyan 

moleküller olarak tanımlanır. Serbest radikal oluşumunun artması, oksidatif stresi 

tetiklemektedir. Temel olarak oksidatif stres biyolojik sistemde prooksidanlarla 

antioksidanlar arasındaki dengenin, prooksidanlar lehine bozulması olarak tanımlanır. 

Hücreler hafif oksidatif stresi tek başlarına tolere edebilseler de genellikle antioksidan 

enzim sistemlerini aktive ederler. Ancak, hücre içi savunma sistemlerinin yeterli 

olamadığı durumlarda, oksidatif stresin tanımında belirtildiği üzere, reaktif oksijen 

bileşikleri ile antioksidanlar arasındaki denge bozulur, dolayısıyla oksidan hasara 

duyarlı DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hücresel makromoleküller zarar 

görür (15). Yapılan çalışmalarla, çeşitli kategorideki sitostatik ajanların hem in vivo 

hem de in vitro olarak serbest radikal üretimine ve antioksidanlarda kayıba neden 

olduklarını göstermiştir (16, 17). İn vitro araştırmalar ve hayvan çalışmalarında serbest 

radikal süpürücülerin, doksorubisin ve cisplatin gibi sitostatik ajanlarla birlikte 

uygulanmasının, antitümör etkiyi azaltmadığı gösterilmiş. Bununla birlikte, hayvan 

çalışmalarında, tek başına kemoterapi uygulananlara göre sitotoksik ajan ile birlikte 

antioksidan uygulananlarda hayatta kalma oranının daha yüksek olduğu pek çok kez 

gösterilmiştir. Klinik çalışmalarda da antioksidanlar kemoterapinin antitümoral etkisini 

azaltmamış hatta arttırmıştır (18). Bu nedenle tasarlanan antitümoral ilaçların 

antioksidan katkısının, kemoterapiye bağlı toksisite şiddetini ve sıklığını azaltacağı 

düşünülmektedir. 

Schiff bazlarında metal atomu, C=N bağının azotundan ve orto pozisyonundaki 

bağ yapmayan elektron çiftine sahip oksijen, azot veya sülfür atomlarından bağlanabilir. 

Schiff bazı kompleksleri, farmakolojik ve fizyolojik olarak spesifik aktivitelere sahiptir. 

Bu bileşiklerin biyoaktiviteleri bilinmesi ile birlikte Schiff bazı komplekslerinin 

antioksidan, DNA bağlanma ve kesme aktiviteleri ile ilgili çalışmalar gün geçtikçe 

artmaktadır. 

Ferrosen, sandviç kompleks yapıları olarak nitelenen organometalik bileşiklerin 

ilk örneğidir. Bütün sandviç yapısındaki bileşiklerde aromatik bir halka bir geçiş 

metaline bağlanır (19). Ferrosen, sahip olduğu siklopentadienil halkaları sayesinde 
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aromatik bir bileşiktir. Ayrıca kendisi Fe(II) iyonlarından aldığı elektron desteği ile 

benzen halkasına göre elektronca daha zengindir ve bu nedenle aromatik katılma 

tepkimelerine kolayca girebilmektedir. Literatürde çeşitli ferrosen türevlerinin 

antitümoral, antibakteriyel, anti-sıtma ve antioksidan özellikleri incelenmiş ve birçok 

ferrosen bileşiği sitotoksik (21), antitümöral (22, 23), antimalaryal (24), antifungal (25) 

ve DNA kesim aktivitesi (26) gösterdiği rapor edilmiştir. Ferrosen; nötral, kararlı ve 

toksik olmadığı için çok dikkat çekici bir moleküldür (20). Bu sonuçlar ferrosen 

molekülü esas alınarak tasarlanan yeni türevleri araştırmak konusunda araştırmacılara 

ilham vermektedir. 

Bu tez kapsamında Prof. Dr. Kerim SERBEST ve onun çalışma grubu tarafından 

sentezlenen ve karakterizasyonu yapılan bazı ferrosen türü ligandlar ve onların bakır(II) 

komplekslerininin literatürde ilgi çeken özellikleri açısından incelenmesi 

hedeflenmektedir. Bu amaçla, bu ligandların ve komplekslerin DNA ile etkileşip 

etkileşmedikleri UV spektrofotometri tekniği ile incelenecektir. Ayrıca bağlanma 

modunun tam olarak ortaya konulabilmesi için termal denatürasyon çalışmaları 

yapılacaktır. Absorbsiyon spektrumlarından elde edilen sonuçlar agaroz jel elektroforezi 

ile de desteklenerek nükleaz etkinlikleri tespit edilecektir. Bu amaçla, öncelikle 

hidrolitik kesim denemesi yapılacak ve çeşitli kimyasallar varlığında gerçekleştirilecek 

olan oksidatif DNA kesim ve ışıkla uyarılmış DNA kesim çalışmalarının sonuçlarıyla 

karşılaştırılacaktır. Bu bileşiklerin antioksidan aktivitelerini tespit etmek için süperoksit 

ve DPPH radikalleri süpürme aktiviteleri incelenecektir. Sentezi ve karakterizasyonu 

yapılan bu bileşiklerin sahip olduğu potansiyel özelliklerin ortaya konulması açısından 

bu çalışma disiplinlerarası çalışma olarak bir öneme sahiptir. Bu bileşiklerin önemli 

biyolojik aktivite göstermesi, ileride onların antikanser ilaç olarak değerlendirilmesine 

temel oluşturacaktır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Schiff Bazları ile İlgili Genel Bilgiler 

Koordinasyon bileşiklerinin yapısı konusundaki en önemli çalışmalar Danimarkalı 

Kimyager S.M. Jorgensen ve İsviçreli Alfred Werner (1893) tarafından 19. yüzyılın 

sonlarında gerçekleştirilmiştir. Koordinasyon teorisi konusundaki başarılı çalışmaları 

nedeniyle Werner 1913 yılında Nobel Kimya Ödülü’ne layık görülmüştür (27). Bu 

gelişmelerden sonra koordinasyon kimyası alanında hızlı gelişmeler gerçekleşmiştir. 

Bunu izleyen yıllarda Linus Pauling (1930) , “Valans Bağ Teorisi”ni geliştirmiştir (28). 

Koordinasyon bileşiklerinin yapılarının aydınlatılmasında kullanılan daha gerçekçi bir 

teori ise 1929 da H.Bethe tarafından ortaya atılan “Kristal Alan Teorisi”nin 

geliştirilmesi ile sağlanmıştır (29). Daha sonraları bu kuram, bilim adamları tarafından 

bileşiklerin yapısal ve fiziksel özelliklerini açıklayabilmek için kullanılmıştır. Bu 

teoriye göre metal-ligand arasındaki bağ iyonik karakterdedir. Koordinasyon bileşikleri 

ile ilgili gelişmelere paralel olarak en çok çalışılan ve geniş kullanım alanları bulan 

Bakır(II), nikel(II) ve kobalt(II) bileşikleri göze çarpmaktadır. Koordinasyon 

kimyasındaki bu gelişmeler metal çevresini oluşturan farklı ligandların sentezleri ile 

zenginleşmiştir. Bu alandaki çalışmalar yoğun bir şekilde artarken koordinasyon 

bileşiklerinin oluşumunda en çok göze çarpan ligand gruplarından birisini Schiff bazları 

sınıfının oluşturduğu görülmektedir. 

OH

C O

H
 C N

H R

O

M

N C

R H

O

 R NH2 M22
+++ 2 H2

Şekil 1. Schiff tarafından sentezlenen Schiff bazı 

İtalya’da iken anilinin bazı aldehitler (asetaldehit, valeraldehit, benzaldehit, 

sinnamaldehit) ile girdiği reaksiyonlar üzerine çalışan Hugo Schiff, daha sonra 

kendisine ithafen “Shiff Bazı” olarak adlandırılacak olan “imin” lerin oluşumunu 

keşfetmiştir (30). Bu buluşunu 1864 yılında yayımlanan “Yeni Bir Organik Baz Dizisi 

(Eine neue Reihe organischer Basen)” adlı makalesi ile bilim camiasına tanıtmış ve 

Schiff bazlarını literatüre kazandırmıştır (Şekil 1). 
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1. Basamak: Katılma 
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2. Basamak: Ayrılma 

R'2 NHR

OH2

R'2C NR' R'2C NR
H -H2O

C

R'

NHRR'

OH

C
-H

H

 

Şekil 2. Schiff bazlarının oluşum mekanizmaları 

Karbonil bileşikleri ile primer aminlerin reaksiyonuyla oluşan Schiff bazlarının 

oluşum mekanizması iki basamaklıdır. İlk basamakta, primer aminle karbonil grubunun 

kondenzasyonundan bir karbinolamin ara bileşiği meydana gelir. Ayrılma basamağı 

olan ikinci basamakta ise oluşan ara ürünün dehidratasyonu sonucunda Schiff bazı 

oluşur (Şekil 2). 

4.1.1. Schiff Bazları ve Metal Komplekslerinin Biyolojik Aktiviteleri 

Schiff bazları biyokimyasal reaksiyonlarda önemli rol oynamaktadırlar. Schiff 

bazlarının en ilgi çekici biyolojik aktivitelerinden biri aminoasit biyosentezinde 

oynadıkları roldür. α-Aminoasitlerin (RCH(NH2)COOH) biyosentezinde önemli ara 

bileşiklerdir. α-Aminoasitler, organizmada proteinlerin sentezinde kullanılır. 

Yiyeceklerin yeterli miktarda aminoasit içermemesi halinde organizma ihtiyaç fazlası 

bir aminoasidi transaminasyon tepkimesiyle gereksinim duyduğu aminoaside 

dönüştürür (Şekil 3). Bu işlemde ihtiyaç fazlası aminoasidin amino grubu bir keto-aside 

taşınır.  
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Şekil 3. Transaminasyon tepkimesi 

Organizma için çok önemli olan bu transaminasyon tepkimesinin bir dizi Schiff 

bazı ara ürünü üzerinden yürüdüğü düşünülür. 

Schiff bazlarının koordinasyon kimyasında ligand olarak kullanımı Pfeiffer’ın 

1933 yılındaki çalışmalarına dayanmaktadır. Pfeiffer çalışmasında orto hidroksi 

aromatik aldehitlerle çeşitli primer aminleri alkol ortamında reaksiyona sokarak Schiff 

bazı ligandlarını elde etmiş ve ligandları metal iyonları ile etkileştirerek pek çok geçiş 

metalinin Schiff bazı komplekslerini hazırlamıştır (31). Büyük moleküllerin bu şekilde 

ligand olarak kullanılması özellikle kimya alanında önemli bir yer tutmuş ve 

çalışmaların yaygınlaşmasına öncülük etmiştir. 

Schiff bazları gerek organizma için önemli α-aminoasitlerin elde edilmesi 

sırasındaki rolü, gerekse bazı Schiff bazlarının ve bunların bazı metal komplekslerinin 

sahip olduğu antitümör, antikanser ve antimikrobiyal özellikleri nedeniyle oldukça 

büyük bir öneme sahiptirler. Metal şelatlarının kansere karşı gösterdikleri iyileştirici 

etkileri 1963 yılında Furst tarafından belirlendiğinden bu yana, bu bileşikler kanser 

tedavisinde önemli bir rol oynamaktadır. Günümüzde halen kanser ilacı olarak 

kullanılan platin bileşiklerinin, 1969 yılında Rosenberg tarafından antitümör aktivite 

gösterdiklerinin belirlenmesiyle, metal komplekslerinin biyolojik aktiviteleri üzerine 

çalışmalar büyük hız ve önem kazanmıştır. Rosenberg sarkomlu bir farede 

intraperitoneal Cis-platin uygulaması sonucunda tümör boyutunda belirgin bir gerileme 

olduğu gözlemlenmiştir (32). 1990-1997 yılları arasında Avrupa Bilim Kurulu 

tarafından ‘Biyolojik Sistemlerde Metal Kimyası’ başlıklı bir programın başlatılması ve 

‘biyolojik inorganikler’ çalışmalarının desteklenmesiyle bu alandaki çalışmalar özellikle 

kompleks bileşikler ve bunların biyolojik aktifliklerinin çalışılmasına kaymıştır. 

Schiff bazı kompleksleri biyolojik aktivasyonlar konusunda da önemli kullanım 

alanlarına sahiptir. Bakır komplekslerinin anti bakteriyel aktivitelerinin yüksekliği, 
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platin komplekslerinin anti-tümör özellik göstermesi, demir komplekslerinin katodik 

oksijen indirgenmesinde katalizör olarak kullanılması, mangan ve rutenyum 

komplekslerinin suyun fotolizini hızlandırması, kobalt komplekslerinin oksijen 

ayrılması ve taşınması reaksiyonları için model oluşturması, çinko ve krom 

komplekslerinin polistiren reçinelerin boyanmasında ısı ve ışığa dayanıklı boyar madde 

olması, nikel komplekslerinin termoplastik reçineler için ışık stabilizatörü olarak 

kullanılması bu uygulama alanlarının önemini arttıran özelliklerinden bazılarıdır. 

Birçok Schiff bazı metal kompleksinin mikroorganizmalar üzerindeki tesirleri 

bilinmektedir. Bunlardan; 2-klorobenzaldehit ve glisinden türeyen Cu
+2

, Co
+2

 ve Ni
+2

 

komplekslerinin antifungal aktivitelerini ölçen testlerin sonucunda bu bileşiklerin 

gypseum, floccossum, canis ve rubrum mantarlarına antifungal aktivite gösterilmiştir. 

Özellikle o-vanilinin çeşitli alkil ve aromatik aminlerle oluşturduğu Schiff bazlarının ve 

Rutenyum komplekslerinin, K. Natarajan ve arkadaşları tarafından Aspergillus Flavus, 

Rhizoctonia Solani gibi mantarlara karşı antifungal aktiviteleri incelenmiş ve çalışmalar 

sonucunda hem ligandın hem de komplekslerin bu tür mantarların büyümesini ve 

üremesini engelleyici yönde aktivite gösterdiği bulunmuştur (33, 34). 

2-Salisilhidrazonbenzotiazol Schiff bazı Germanyum metali ile 2:1 oranında 

birleşerek oluşturduğu kompleksin antifungal ve antibakteriyel özelliğe sahip olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca bu ligandların ve metal komplekslerinin Gram pozitif 

(Staphylococcus aureus), Gram negatif (Escherichia coli) bakterilerine ve Aspergillus 

niger, Aspergillus nidulense, Candida albicans türü mantarlarına karşı etkili olduğu 

belirlenmiştir (35). 

Kanser tedavileri arasında kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi yöntemleri 

bulunmaktadır. Kemoterapi ilaçlarla yapılan tedavi şekli olup, cerrahi operasyon öncesi, 

sonrası ya da malignite gerçekleşmiş hastalarda uygulanan bir yöntem olduğundan 

kanser tedavisi için büyük önem arz etmektedir. Bu nedenle birçok bilim insanı için 

kemoterapi önemli bir araştırma alanıdır (36). 

Kemoterapide kullanılan ilaçların etkinliği sınırlayan birçok etmen vardır. 

Bunların başında ilaç direnci, toksisite, tümör ilaç etkileşmesi ile ilgili faktörler, ilaç 

farmakokinetiği ve farmakolojisi ile ilgili faktörler ve hasta ile ilgili faktörler yer 

almaktadır (37). 
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Bu nedenle kanser tedavisinde kullanılacak ve yan etkileri en aza indirilmiş olan 

yeni ajan arayışları devam etmektedir. C=N bağıyla karakterize edilen ve aminotiyoller, 

aminofenoller, α-aminoasitler, aminoalkollere asetil aseton veya salisilaldehit 

katılmasından türetilebilen Schiff bazları son zamanlarda bir çok antikanser araştırmada 

incelenmekte ve sitotoksik etkilerin olduğu görülmektedir. Özellikle metal kompleksli 

Schiff bazların etkinliğinin daha yüksek olduğu bildirilmektedir (38). 

Yeni sentezlenen hidroksisemikarbezid Schiff bazlarinin melenoma, over kanseri 

ve lösemi tedavisinde kullanilan hidroksilüre antikanser ilacindan daha etkili olduğu ve 

kemotarapötik ajan olarak ümit vaat ettiği bildirilmiştir (39).  

Schiff bazı türevlerinin DNA ve RNA sentezini durdurucu etkilerinin olduğu ve 

bu etkilerini ribonükleotit redüktaz enzimini inhibe ederek gerçekleştirdikleri 

görülmüştür (40). 

Etanollü ortamda 2-fenil-4-[(3-amino-4-metoksi)fenil]tiyazol hidroklorürün 4-

[N,N-bis(2-kloroetil)amino]sübstitüe benzaldehitlerle ısıtılması sonucunda elde edilen 

Schiff bazlarında antitümöral etki tespit edilmiştir (41). 

Başka bir çalışmada, bir seri 3-sübstitüe-4-[5-(4-metoksi-2-nitrofenil)-2-

furfuriliden]amino-5-merkapto-1-2-4-triazoller sentezlenmiştir. Bu bileşiklerin çeşitli 

sekonder aminler ve formaldehit ile aminometilasyonu yeni Mannich bazlarını 

vermiştir. Sentezlenen bileşiklerin yedi kanser türününe (akciğer, kolon, melanom, 

renal, yumurtalık, CNS ve kan kanseri) karşı aktiviteleri araştırılmıştır. Bazı bileşiklerin 

düşük düzeyde antikanser aktivitelerinin olduğu saptanmıştır (42).  

Shabani ve arkadaşları 2008’de yaptıkları bir çalışmada (43) azot ihtiva eden bazı 

Schiff bazlarının K562 (insan kronik myeloid lösemi) hücreleri ve Jurkat (insan T 

lenfosit karsinoma) hücrelerine karşı antitümor aktivite gösterdiği tespit edilmiş ve 

metal kompleksli Schiff bazları ve CDP (6-(sikloheksilamino)-1, 3-dimetil-5(2-

piridil)furo[2,3-d]pirimidin-2, 4(1H,3H)-dion) ligandı kullanımı ile kemoterapi için 

umut ışığı olabilecek yeni bulgular ortaya çıkarmışlardır.  

Guo ve arkadaşları 2010’ da yaptıkları bir çalışmada üçlü bakır kompleksli 

salisilaldehit-amino Schiff bazı bileşiklerinin BGC823 (insan gastrit kanser hücre serisi) 

hücrelerinin proliferasyonu üzerinde etkili olduğu, apoptozisi uyardığı ve hücre 
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siklusunda değişikliklere sebep olduğu ortaya konulmuştur. Araştırmacılar çalışmanın 

çeşitli deney hayvanları üzerinde in vivo şartlarda sürdürülmesi gerektiğini 

bildirmişlerdir (44). 

Vanillin semikarbazon’ un EAC (ehrlich asit tümör)’ lı Swiss albino fareleri (5-7 

haftalık) üzerinde dikkate değer antikanser etkilerinin olduğu bildirilmiştir (45). 

Bir çalışmada, yeni sentezlenen [CuII(5-Cl-pap)(OAc)(H2O)]2H2O schiff bazının 

HeLa hücre serisinde apoptoza yol açtığı ve bölünmeyi S fazında durdurduğu tespit 

edilmiştir (46). 

Yeni sentezlenen pirano tiyazol schiff bazlarının MCF7 (İnsan göğüs kanseri 

hücre serisi)hattı üzerinde doksorubisinin daha etkili sitotoksik etki gösterdiği ve yeni 

sentezlenen bu bileşiklerden birçoğunun SC50 değerinin doksorubisinden daha düşük 

olduğu görülmüştür (47).  

Osowole ve arkadaşları, 2012’de bazı metal kompleksli nitrofenol Schiff 

bazlarının antikanser ve antimikrobiyal etkilerini araştırmışlardır (48). İn vitro şartlarda 

gerçekleştirlen bu araştırmada Pd (II) kompleksi’nin MCF-7 hücre serisi üzerinde (insan 

göğüs adenokarsinoma) güçlü antikanser aktiviteye sahip olduğu ortaya çıkarılmıştır. 

Yapılan diğer bir çalışmada bazı metal kompleksli Schiff bazlarının in vitro ortamda 

antikanser ve antimikrobiyal aktiviteleri araştırılmış ve Pd (II) ve Cu (II) 

komplekslerinin MCF-7 (insan göğüs adenokarsinoma) hücrelerine karşı, Pd (II) 

kompleksinin de HT-29 (kolon karsinoma) hücrelerine karşı önemli ölçüde etki 

gösterdiği bildirilmiştir. 

Nükleik asitlerle etkileşime girebilen yeni moleküllerin araştırılması ve 

tasarlanması, kemoterapide DNA’ ya bağlanabilen yeni antikanser ilaçların 

geliştirilmesi günümüzde araştırmacıların üzerinde çok çalıştığı konulardan biridir. 

Schiff bazları, önemli antibakteriyel ve kemoterapötik potansiyelleriyle medikal 

kimyada önemli bir bileşik sınıfını temsil etmektedir. Biyolojik özelikleri dikkate 

alındığında, hastalıklarla mücadelede yeni ilaçların geliştirilebilmesi için potansiyel 

ajanlar olmaları nedeniyle Schiff bazları ve komplekslerinin DNA ile etkileşimlerinin 

araştırılması oldukça önemlidir. 
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Sonuç olarak, yukarıda bazı özellikleri ve kullanım alanları verilen Schiff bazları 

ile kompleksleri oldukça ilginç bileşiklerdir. Bunların tamamı dikkate alındığında elde 

edilecek yeni tür Schiff bazı ve komplekslerinin daha ilginç özelliklere ve kullanım 

alanlarına sahip olabilecekleri düşüncesi çalışmamızın ana unsurunu oluşturmuştur. 

4.1.1.1. Organometalik Bileşikler  

En az bir metal-karbon kovalent bağı içeren bileşiklerin kimyası olarak 

tanımlanan organometalik kimya, yirminci yüzyılın ikinci yarısında disiplinler arası 

yeni bir bilim dalı olarak ortaya çıkmış ve yüzyılın sonuna doğru çok hızlı bir gelişme 

göstermiştir. Organometalik kimya, metal karbon bağı oluşumu ve bu bağın tepkenliğini 

inceleyen bir disiplindir (49). 

Organometalik bileşik, organik molekül veya grubun bir ya da daha fazla karbon 

atomu ile metal atomu arasındaki bağ etkileşimi (iyonik veya kovalent, lokalize veya 

lokalize olmayan) ile oluşan bileşik olarak tanımlanır.  

Kimya, yaşamın kimyasal temeline ait anlayışımızdaki gelişimlerin sonucu olarak 

biyoloji tarafından da etkilenmiştir. Bu yüzden, organometalik kimya biyokimya ile 

bağlantı kurmaya başlamıştır. Biyolojide de yer alan çok sayıda organometalik tür 

vardır. Uzun yıllardır organometalik kimyanın, biyoloji için gerekli olan suya ve 

oksijene duyarlı olacağı sanılmıştır. Bundan dolayı organometalik kimya ve biyoloji iki 

ayrı araştırma alanı olarak değerlendirilmiştir. Ancak, araştırmacılar organometalik 

kimyanın derinlerine indiklerinde; bu alanın büyük bir kısmının biyoloji ile bağdaştığını 

farketmeye başlamışlardır. Cis-platin gibi özel inorganik komplekslerin testis kanserine 

karşı etkili olduğunun keşfedilmesi, ilaç amaçlı metal kompleksler ile ilgili 

araştırmalarda artışa neden olmuştur (50).  

4.1.1.2. Metalosenler ve Ferrosen 

Metalosenler, düzlemsel iki polihapto halkası arasında bir metal içeren 

organometalik bileşikler içerisinde ilgi alanı oluşturmuştur. Bu bileşikler ‘’Sandviç 

bileşikler’’ diye adlandırılır. Polihapto halkalarındaki tamamlayıcı ligandlardan biri 

siklopentadienildir. Siklopentadienil ligandı (C5H5) organometalik kimyanın 

gelişmesinde önemli bir rol oynamıştır ve bugün çok sayıda metal siklopentadienil 

bileşiği bilinmektedir. 
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Şekil 4. Ferrosen bileşiğinin molekül yapısı 

1951 yılında Peter L. Pauson ve Tom Kealy (19), siklopentadieni susuz dietileter 

içerisinde etilmagnezyum bromür ile etkileştirip, ardından indirgeme ajanı olarak 

FeCl2’ü kullanarak fulvalen bileşiğini sentezlemeyi planlamışlardır. Ancak ekstraksiyon 

işleminden sonra çözücünün buharlaştırılması ile geride turuncu renkli, erime noktası 

174
o
C, bozunma sıcaklığı 400

o
C’nin üzerinde olan, su kuvvetli asit ve bazlardan 

etkilenmediğini saptadıkları katı bir madde elde etmişlerdir. Ayrıca yaptıkları çalışmalar 

ile yeni bileşiğin diamagnetik yapıda ve molekül formülünün C10H10Fe olduğunu tespit 

etmişlerdir.  

Pauson ve Kealy’nin keşfettiği C10H10Fe formülüne sahip bileşiğin özelliklerini 

merak eden Fischer ve Jira isimli (51) iki bilim adamının aklına, atmosferik ve kimyasal 

koşullarda oldukça yüksek kararlılığa sahip olan bu bileşik için, aromatik iki 

siklopentadienil anyon halkasının sahip olduğu 6 π elektron çiftinin, merkezdeki demir 

atomu ile bağ yapabileceği gelmiştir. Elde ettikleri bileşiğin sandviç yapıda bir 

organometalik bileşik olan ferrosen olduğu tespit edilmiştir (Şekil4) (52).  

1951 yılında ferrosenin yapısının aydınlatılması, organometalik kimya alanında 

inanılmaz bir gelişmenin başlangıcı olmuştur. Wilkinson ve Fischer, metalosenlerin 

sentez yöntemleri ve yapıları üzerine yaptıkları çalışmalarla 1973 yılında Nobel ödülünü 

paylaşmışlardır (53). 

Ferrosendeki demir atomu (+2) yükseltgenme basamağındadır. Her 

siklopentadienil halkası da (-1) yüklüdür. Bu, her halkada 6π elektronu olduğunu 

gösterir ve yapıya aromatiklik kazandırır. Her halkadaki 6π elektronunu kovalent 

bağlarla metalle paylaşır ve Fe
+2

’deki 6π d elektronuyla birleşerek 18 elektron kuralına 

uyan kararlı bir yapı oluşturur (54).  
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Ferrosenlerin diğer metalosenlerden ayıran en büyük fark güvenli olmasıdır. 

Birçok memeli hayvan deneklerinde test edilmiş ve herhangi bir toksik etkisine 

rastlanmamıştır (55, 56).  

 Ferrosen türevleri, biyoorganometalik kimyanın yükselişiyle birlikte biyolojik 

aktiviteye sahip moleküllerin yeni kaynağı olarak dikkat çekmektedir. Özellikle meme 

kanseri hücrelerine karşı etkisi görülen ferrosen sübstitue tamoksifen analoglarının 

(ferrosifenlerin) (57) ve anti-sıtma ajanları olarak (58) bilinen ferrosen-klorokinin 

türevlerinin sentezi bu alandaki çalışmaları artırmıştır (19, 32).  

Ferrosen içeren metal şelatlarının kansere karşı olan iyileştirici etkisi 

belirlendiğinden beri bu bileşikler kanser tedavisinde önemli rol oynar. Bununla birlikte 

halen kanser ilacı olarak kullanılan platin bileşiklerinin antitümör aktivitesiyle ilgili 

çalışmalar yapıldığından beri bakır kompleksleri de dahil olmak üzere pek çok metal 

kompleksinin antitümör aktivitesiyle ilgili denemeler yapılmıştır. Özellikle son yıllarda 

bu konuyla ilgili sistemli çalışmalar artmaktadır.  

Ferrosenil birimlerine sahip komplekslerin pek çok örnekleri, kimyanın çok 

sayıda ve değişik alanlarındaki potansiyel uygulamaları için araştırılmaktadır. Kimyasal 

sensörlerde, membranlardan katyon taşıyıcısı olarak, moleküler elektronik biliminde, 

tümör önleyici özelliklere sahip maddeler olarak, dendrite (dallanmış yapı formu) ve 

polimerik maddelerde, sıvı kristalleri olarak ve asimetrik kataliz proseslerinde organik 

sentezlerde kullanılmaktadır (59). Metal iyonu (Lewis asidi) ve çoklu ferrosen 

birimlerinin (redoks-aktif merkezleri) oluşturduğu sistemlerde Lewis asit, katalitik 

aktivasyonunun bileşimi vasıtası ile substrat üzerindeki redoks reaksiyonlarının 

oluşmasına yardımcı olmak sureti ile redoks katalitik sistemleri olarak görev 

yapmaktadırlar. Değişik iletkenlik ve manyetik özelliklere sahip çok çeşitli donör–

akseptör elektron transfer tuzlarını hazırlamak için, çoklu redoks-aktif merkezlerinin 

varlığından faydalanılabilinir (60).  

Çok sayıda kanser önleyici maddenin biyolojik aktivitelerini serbest metabolitler 

sayesinde gösterdikleri bilinmektedir. Serbest metabolitler, serbest radikal proseslerde 

tümörlerin biyokimyasında çok önemlidir. Ferrosenyum katyonu, Cp2Fe
+
 (Cp = η

5
 

siklopentadienil), ki bu fark edilebilir ölçüde kararlılığa sahip bir iyon radikal türüdür, 

diğer nükleofillerin yanısıra serbest radikal öncülleri ve çeşitli biyolojik öneme sahip 
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elektron vericisi bileşiklerle de kolaylıkla etkileşime girebilmektedir. Bu davranış 

ferrosenyum iyonunun parçalıyıcı özelliklere sahip olabileceğini göstermiştir ve bazı 

hidrofilik ferrosenyum tuzlarının Ehrlich ascites murine tümörüne karşı neoplastik 

(patolojik yeni doku oluşumu) olmayan aktivite gösterdiği bulunmuştur (22, 66). 

Bununla birlikte vücut içersinde biyolojik aktivite gösteren ve ilaç aktif maddesi 

olarak görev yapan bazı ferrosenli bileşikler ligand olarak kullanılmakta ve bunların 

metal kompleksleri sentezlenebilmektedir. Bu şekilde elde edilen bazı komplekslerin 

ligand yapısına göre daha güçlü biyolojik aktivite gösterdiği göülmüştür. Örneğin sülfa 

ilaçlarının aktif maddesi olan sülfoksidler önce çeşitli aldehitlerle reaksiyona sokularak 

Schiff bazları elde edilip, daha sonra elde edilen Schiff bazlarının organokalay (IV) 

kompleksleri sentezlenmiştir. Sentezlenen komplekslerin biyolojik aktiviteleri çıkış 

maddeleriyle karşılaştırılmış ve pozitif sonuçlar alınmıştır. Aminoasitlerden elde 

edilmiş pek çok schiff bazı kalay kompleksi antitümör ve antibakteriyal aktivite 

göstermiştir (62).  

4.1.1.3. Ferrosenin Medisinal Uygulamaları  

Organometalik kimya ve biyokimya son yirmi yıldır biyoorganometalik kimya adı 

ile disiplinler arası ara disiplin olarak ortaya çıkmıştır. Bu yeni araştırma alanı; yeni 

organometalik bileşikleri sentez etmek, kanser ve sıtma gibi hastalıklara karşı biyolojik 

ve medikal etkileri araştırmak üzere ayrılmıştır (51). 

Cis-platin, karboplatin gibi farklı platin türevleri klinik olarak kanser tedavisinde 

kullanılmaktadır (63, 64). Cis-platin bu sınıfın öne çıkan üyesidir (65). Bu ilaç, yüksek 

toksisitesine ve dar spektrumuna rağmen, halen testis ve over kanserinin tedavisinde 

kullanılmaktadır. 

Medikal alandaki mevcut araştırmalar, birçok kanser türüne karşı daha az yan etki 

gösteren, yeni bileşikler sentezlemeyi hedeflemektedir. Metolosenlerin çok çeşitli 

biyolojik aktiviteleri olduğu bilinmektedir. Bunlar arasında ferrosen; nötral, stabil 

olduğu ve toksik olmadığı için çok dikkat çekici bir moleküldür. Birçok ferrosen 

bileşiği sitotoksik (21), antitümör (66), antimalarial (25), antifungal (24) ve DNA kesim 

aktivitesi (26) ie beraber sitotoksik aktivite göstermektedir.  
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Dyson ve çalışma grubu; organometalik bileşiklerin etkili farmakolojik 

uygulamaları konusuna odaklanmıştır (67). 

Neuse; ferrosen içeren platin kompleksleri ve makro moleküllerinin kanser 

üzerine araştırmalarını yapmıştır (61, 68). Metzler-Nolte (69), Fish ve çalışma grubu 

(70) ferrosenin biyoorganometalik kimyasına yönelik incelemelerde bulunmuştur. Bu 

nedenle ferrosenin medisinal uygulamaları aktif bir araştırma alanıdır. 

Kanser, kanser hücrelerinin kontrolsüz çoğalması ve diğer dokulara saldırması 

olarak karakterize edilen bir hastalık sınıfıdır. Kanser tedavisinin başlıca silahı 

kemoterapidir. Kemoterapi antikanser ilaçlarla kanser hücrelerini imha etmektedir. Son 

onbeş yılda kanser tedavisindeki devrim organometalik kimya ile harekete geçmiştir. 

Birçok ferrosen türevleri antitümoral ilaç olarak iyi sonuçlar göstermekte ve halen 

klinikte kullanılmaktadır (72). 

Meme kanseri, kadınlar arasındaki en yaygın kanser türüdür. Bu hastalığın 

tedavisinde kullanılan başlıca ilaçlar tamoksifen ve hidroksitamoksifendir. 

Tamoksifenin uzun dönem kanser tedavisinde istenmeyen yan etkiler, akciğerde artan 

kan pıhtılaşma riski ve hormon-bağımlı olmayan tümörlere karşı etkili olmaması nedeni 

ile kullanımı sınırlıdır (73). 

Jaouen ve çalışma grubu, tamoksifen ve hidroksitamoksifeni baz alarak bir çok 

ferrosenil türevleri hazırlamışlardır (Şekil 5). Bu ferrosenil türevlerinin in vitro ve in 

vivo biyolojik aktiviteleri incelenmiş ve umut edici sonuçlar rapor edilmiştir (74). 

Birçok hidroksil sübstitüe ferrosenil türevinin meme kanseri hücrelerinin iki kanser 

hücre hattına karşı etkileri çalışılmıştır. Ferrosifenler iki hücre hattına da antiproliferatif 

etki göstermiştir. Bu çalışmaların sonuçları, ferrosifenlerin, hem hormon bağımlı hem 

hormon bağımsız meme kanseri hücrelerine karşı etki gösteren ilk moleküller olduğunu 

ortaya koymuştur. Tamoksifen iskeletine ferrosenil birimi eklemek tamoksifen ve 

hidroksi tamoksifenin sitotoksik etkisini azaltmak gibi birçok avantaj sağlamıştır (75). 

Ayrıca ferrosenin antitümör etkisi ferrosenyum iyonlarının metabolik düzenlemesi ile 

ilgili olduğu rapor edilmiştir. 
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Ruthenosifen ve bazı türevlerinin antitümoral etkileri mevcuttur (71, 76, 77). 

Bunun nedeninin ferrosen ve ruthenosifenin benzer yapısal ve redoks özellikleri olduğu 

düşünülmektedir (Şekil 5). 

CH3CH2

OCH2CH2N(CH3)2

R=H; R=OH      

CH2CH3

Ru

O(CH2)nN(CH3)2

OH

n = 2-5  

Şekil 5. Tamoksifen (R=H), Hidroksitamoksifen (R=OH); Ruthenosifen türevi 

Stilbenler, flavonoidler proantosiyanidinler ve bunların türevleri gibi polifenolik 

bileşikler, radikallere potansiyel antioksidan özellikleri nedeni ile önemli bir çalışma 

alanına sahip olan fitokimyasallardır (78).  

Jaouen ve çalışma grubu ferrosen birimi içeren polifenolik bileşikler sentezlemiş 

ve bu bileşikleri standart kanser meme hücre hattında antikanser ajan olarak test 

etmiştir. Sonuçlar difenolik bileşiğin hem hormon bağımlı hem hormon bağımsız meme 

kanser hücreleri üzerine güçlü antiproliferatif etkisini göstermiştir (79). 

İlludin M seskiterpen sınıfı bir bileşik olup bazı mantar türleri tarafından üretilir 

(Şekil 6). Doğal formu ile hayvanlar için zehirli bir bileşiktir. Antimikrobiyal olarak 

kullanılır. İlludin çeşitli tümorlere karşı çok etkili olmasına karşı, aşırı toksisitesi 

medikal uygulamalarını kısıtlamaktadır (80). Bazı yarı sentetik illudin türevlerinin 

prostat, over, pankreas, böbrek, göğüs ve akciğer kanserlerinde faz II klinik 

denemelerinde düşük toksisite gösterdiği rapor edilmiştir (81). 

Schobert ve çalışma grubu tarafından illudin molekülünün terapötik indeksini 

genişletmek niyeti ile bu molekülün esterleri sentezlenmiştir. Bu yeni molekülün maling 

olmayan fibroblast hücre serisine daha seçici, daha az toksik ve etkili olduğu 

belirlenmiştir (82). 
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Şekil 6. İlludin M; İlludin M-ferrosenil türevi 

 Suda çözünen ferrosenil türevlerinin antikanser ajan olarak aktivite göstermesi 

oldukça ilgi çekicidir (83). Bazı sonuçlar suda çözünen bu bileşiklerin antikanser ajan 

olarak suda çözünmeyenlere göre daha etkili olduğunu ortaya koymuştur (66). Bu 

farklılığın bileşiklerin farklı çözünebilirlik özelliklerinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Çözünürlüğün aktivite üzerindeki etkileri konusunda önemli bir 

noktaya değinen Koepf-Maier bu alanda öncülük etmiştir. 1980 yılında, çok çeşitli 

biyolojik aktivite gösteren ferrosen türevleri sentezlemiştir (84). Bu bileşikler, Dyson ve 

grubu tarafından incelenmiştir (67). Bu çok önemli bileşiklerden bazıları ferrosenyum 

tetrafloraborat tuzu ve ferrosenyum tri-iyodürdür (Şekil 7). 

Fe Fe

N N

N

BF4

      Fe
I3

 

Şekil 7. Ferrosenyum tetrafloraborat; Ferrosenyum tri-iyodür 

Neuse ve çalışma grubu (85-87) araştırmalarında, polimer biyomedikal 

tanımlamalara uygun olarak, poliaspartamit’e kovalent bağlı biyoaktif ferrosen birimi 

içeren ferrosen konjugeleri sentezlemeye odaklanmıştır. Bu konjugelerin, karşılaştırmalı 

olarak Colo (insan kolon kanser hücre hattı) ve HeLa (serviks hücre hattı) serileri 

üzerinde antiproliferatif etkileri test edilmiştir. Sonuç olarak konjugeler, her iki hücre 

hattı serileri üzerinde de yüksek etki göstermiştir. 
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Topoizomerazlar, topoizomeraz I ve topoizomeraz II olarak sınıflandırılmış, 

DNA’nın topolojisini korumakla sorumlu olan enzimlerdir. Birçok antitümör ilaçların 

aktivitesinin mekanizması inhibisyon etkili veya zehir etkili topoizomerazlar ile 

ilişkilidir (88, 89). Bu nedenle antitümör aktivitenin başarısı için, topoizomeraz 

enzimlerinin inhibisyonu önemli bir hedef haline gelmiştir (90). Kondapi ve çalışma 

grubu bu amaçla, azalakton ferrosen ve tiyo-morfolidaminometil ferrosen bileşiklerini 

sentezlemişlerdir (Şekil 8) (91). Bu bileşikler, Topoizomeraz II inhibisyon mekanizması 

ile birçok kanser hücre serisine özellikle de Colo 205 kolon adenokarsinomasına karşı 

antiproliferatif etkisi göstermiştir.  

O

N

O

Fe

S

Fe ON

 

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

Rajput ve çalışma grubu tarafından, piridin ligandları içeren ferrosenil bileşikleri 

ve bunların platin, paladyum, radyum ve iridyum içeren kompleksleri hazırlanmıştır. 

Yeni komplekslerin Cis-platin ile karşılaştırmalı olarak sitotoksik aktiviteleri test 

edilmiştir. Birçok kompleksin dikkate değer sitotoksik etkisi gösterilmiştir. Özellikle 

radyum bileşiklerinin (Şekil 9) kanser hücrelerinde Cis-platin’e benzer yüksek 

inhibisyon etkisi gözlenmiştir (64). DNA interkalatörleri ile ferrosen kombinasyonları 

hazırlamak, programlanmış hücre ölümü ve DNA hasarı oluşturma olasılığını arttırmak 

için umut verici bir stratejidir.  
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Ong ve çalışma grubu bu amaçla, karşılaştırmalı olarak analiz etmek için akridin 

(DNA interkalatörü) grubu bağlı ferrosen ve benzil grubu bağlı ferrosen bileşikleri 

(Şekil 10) sentezlemiştir (92). Yapılan in vivo çalışmalar akridin içeren bileşiğin dört 

kanser hücre hattında etkili olduğunu, akridin içermeyen bileşiğin ise aktif olmadığını 

göstermiştir. Sonuçlar, ferrosen ile DNA interkalatörlerinin oluşturduğu 

kombinasyonların, ferrosenin sitotoksik etkisini arttırdığını düşünen hipotez ile uyumlu 

olduğunu göstermiştir. Antikanser ajan olarak kullanılan Cis-platin (33) molekülünün 

başarısı platin ve diğer geçiş metal elementlerine odaklanarak, daha az yan etki gösteren 

sitotoksik moleküllerin arayışını tetiklemiştir (93). Diğer geçiş metalleri ile ferrosenil 

grubu içeren kombinasyonların araştırılması 1980’li yıllarda başlamıştır (61) ve 

günümüzde de halen araştırmacıların ilgisini çekmektedir. 
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Şekil 10. Akridin bağlı ferrosen ve benzil grubu bağlı ferrosen bileşikleri 
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Şekil 11. Platin-ferrosen kompleksleri 
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Rosenberg’in platinin antitümoral etkisini keşfettikten sonraki süreçte birçok 

amino-platin kompleksi hazırlanmıştır ve değerlendirilmiştir (62). Bunların arasında 

bulunan ferrosenil grup içeren kompleksler de incelenmiştir (94). Al-Allaf ve çalışma 

grubu, ferrosen Pt (II) kompleksleri (Şekil 11) sentezlemiş, bu moleküllerin lösemi 

kanser hücreleri üzerinde in vivo deneyler neticesinde antikanser aktivite gösterdiğini 

sonucuna ulaşmıştır. Kompleksler 5-florourasil ve Cis-platin’e yakın SC50 değerlerleri 

göstermiştir (95). 

Spencer ve çalışma grubu tarafından yapılan çalışmalarda, paladyum içeren 

ferrosen kompleksleri sentezlenmiş ve in vivo çalışmalarında diğer analoglarına göre bu 

kompleksler yüksek sitotoksik etki göstermiştir (96). 

Ferrosenil bileşiklerinin antikanser özelliklerini artırmak için altın ve difenilfosfin 

türevlerinin ferrosen ile kombinasyonları sentezlenmiş, fakat bu bileşiklerin yapılan in 

vivo çalışmalarda Cis-platin’e göre daha az sitotoksik etki göstermiştir (97). 

Raubenheimer ve çalışma grubu tarafından başarılı bir şekilde kombine edilen 

ferrosen birimi içeren altın karben bileşikleri serviks epiteliyoid karsinoma, kolon 

adenokarsinoma ve Kronik Myeloid Lösemi hücre serilerine karşı test edilmiştir. 

Komplekslerin üç hücre serisine karşı Cis-platinden daha düşük dozlarda çok daha fazla 

etkin olduğu belirlenmiştir (98). 

Ruthenyum kompleksleri; oksidasyon basamak aralıkları, ulaşılabilir fizyolojik 

durumu, düşük toksisiteleri nedeni ile platin analoglarına alternatif olarak çalışılmıştır 

(99). 

Von Poelhsitz ve çalışma grubu ferrosen içeren nitrosil ruthenyum kompleksleri 

kombine etmiş (Şekil 12) ve bunları meme kanseri hücre serileri üzerinde test etmiştir. 

Deneyler bu kombinasyonun cis-platinden altı kat daha sitotoksik olduğunu göstermiştir 

(100). 
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Şekil 12. Ruthenyum-ferrosen kompleksi ve ruthenyum bağlı nitrojen-ferrosen ligandı 

Dyson ve çalışma grubu, nitrojen-ferrosen ligandları içeren aromatik hidrokarbon-

ruthenyum kompleksleri dizayn etmişlerdir (Şekil 12). Bu kompleksler over karsinoma 

hücreleri üzerinde test edilmiş fakat bütün kompleksler cis-platinden daha düşük 

antikanser aktivite sergilemiştir (101). 

Ott ve çalışma grubu bu kompleksler için ruthenyumu etilen bağlayıcı ile ferrosen 

molekülüne bağlayıp dizayn ettiklerinde, kolon ve meme kanser hücre serileri üzerinde, 

Cis-platine yakın antikanser aktivite tespit etmişlerdir. Dyson ve Ott’un çalışmaları 

karşılaştırıldığında; monometalik ruthenyum kompleksleri ve ferrosen türevlerinin 

artırılmış elektron delokalizasyonun artan biyoaktivite ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (102). 

Kraatz ve çalışma grubu, kobalt nikel ve demir kompleksleri ile pirazol 

ligandlarını modifiye ederek oluşturulan redoks-aktif ferrosen komplekslerinin 

potansiyel antikanser özelliklerini test etmiştir. Bu kompleks ve ligandların insan meme 

adenokarsinoması üzerindeki etkisini araştırmıştır. Sonuçlar metal bağlı komplekslerin 

ligandlardan çok daha aktif olduğunu göstermiştir (103). 

Abd-Elzaher ve çalışma grubu, salisilik asit birimi içeren ferrosen ligandları ve 

bunların kobalt, bakır, nikel, kalay komplekslerini sentezlemiş (Şekil 13) ve bunları 

insan meme kanseri hücre serileri üzerinde test etmiştir. Bu hücre serisinin tedavisinde 

kompleks dozunun artırılmasına bağlı olarak, kontrol grubu ile kıyaslandığında 

süperoksiddismutaz ve hidrojenperoksit seviyesi önemli ölçüde artmış iken, katalaz ve 

glutatyon peroksidaz seviyesi önemli ölçüde düşmüştür. Sonuç olarak incelenen metal 
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komplekslerinin önemli ölçüde antikanser etkisinin olduğu, bunların içinde kalay 

kompleksinin cis-platin ile karşılaştırılabilir derecede oldukça etkili antikanser 

aktivitesinin olduğu tespit edilmiştir. Bu antitümör etkiye azalan intrasellüler katalaz, 

glutatyon peroksidaz ve artan hidrojen peroksit yapımının neden olabileceği 

düşünülmektedir (104). 
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Şekil 13. Kalay-ferrosen kompleksi 

Ferrosen türevlerinin birçok kanser türüne sitotoksik etkili olduğu yapılan in vivo 

ve in vitro çalışmalar ile rapor edilmiştir. Bu sonuçlar ferrosen esas alınarak tasarlanan 

yeni türevleri araştırmak konusunda araştırmacılara ilham vermektedir. 

4.2. Nükleik Asitler 

4.2.1. Nükleik Asitlerin Yapı Elemanları ve Özellikleri 

Nükleik asitler ilk defa Fried Miescher tarafından 19. yüzyılın ikinci yarısında 

izole edilmiş ve çalışılmışlardır. Daha sonra yapılan çalışmalarla beraber purin ve 

pirimidin adı verilen organik molekülleri de içerdiği belirlenmiştir. Ancak nükleik 

asitlerin gerçek biyolojik önemi 20. yüzyılın ortalarına doğru anlaşılmıştır. Bu 

bileşenleri ile birlikte nükleik asitler nükleotid olarak adlandırılan monomerlerin birer 

polimeri olarak değerlendirilebilirler. Nükleotidlerden oluşturulan ve nükleik asit olarak 

bilinen polinükleotidler, fizyolojik pH değerlerinde fosfat grubu üzerindeki zayıf asidik 

gruplar iyonlaşmış olduğundan, bir polianyon karakteri taşırlar (105).  
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Şekil 14. Pürin ve pirimidin yapısı 

Bir nükleotid molekülü, bir pürin veya bir pirimidin gibi azot içeren bir baz ile 

birlikte bir şeker ve bir veya birden fazla fosfat grubu içeren maddelerdir. Azot içeren 

purinler adenin (A) ve guanin (G) şeklinde bilinir, pirimidinler ise sitozin (C), timin (T) 

ve urasil (U)’dir (Şekil 14). DNA molekülü adenin ile guanin purinlerini ve timin ile 

sitozin pirimidinlerini içerir. Nükleotidler D–riboz ve D–2–deoksiriboz adı verilen iki 

tür şekerden oluşur. DNA, deoksiriboz moleküllerinden oluşturulur ve D–2–deoksiriboz 

molekülünün 2 numaralı karbon atomunda ribozun aynı konumunda bulunan hidroksil 

grubu yerine bir hidrojen atomu mevcuttur (105). 

4.2.1.1. DNA ve Yapıları 

DNA molekülünün yapısı ilk defa 1950’li yıllarda Watson ve Crick adlı 

araştırmacılar tarafından tanımlanmıştır. Bu yapıya göre, bir DNA molekülünde temel 

iskeleti şeker–fosfat birimleri oluşturur ve bu moleküller birbirlerine fosfodiester bağları 

ile bağlıdır. DNA zincirlerinde şeker-fosfat iskeletinin sadece yapı görevi vardır ve 

herhangi bir genetik bilgi içermez. DNA zincirindeki bazlar ise genetik bilginin 
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depolanmasından sorumludur. Bazların sırası ise nükleik asidin birincil (primer) yapısı 

olarak adlandırılır (105). 
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Şekil 15. DNA molekül yapısı  

Bütün yapılan çalışmalar sonucu DNA molekülünün bir sarmal olacağı sonucuna 

varılmış ve purinlerin pirimidinlerle eşleştiği dikkate alınarak bu sarmalın muhtemel 

yapısı önerilmiştir. Bu yapıda DNA molekülü bir çift sarmal halinde iki oldukça uzun 

deoksiribonükleotit zincirinden oluşmaktadır (Şekil 15). Bu iki zincirin fosfat–

deoksiriboz iskeleti hidrofilik olduğundan sulu ortam ile etkileşecek şekilde çift 

sarmalın dışında yer alır.  

Birbirleri ile hidrojen bağları ile eşleşmiş purin/pirimidin bazları ise sarmalın iç 

kısmında, sarmalın uzun eksenine dik bir düzlem üzerinde ve her bir eşleşmiş baz çifti 
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birbiri üzerine istiflenmiş gibi yer alır. Böyle bir istiflenme ise eşleşmiş bazların 

kuvvetli van der Waals etkileşimleri yapmalarını sağlar. Ayrıca, sarmalda yer alan iki 

zincir birbirine göre antiparalel olarak yönlenmişlerdir. Böyle bir konumda her iki zincir 

çok sayıda purin/pirimidin bazları arasındaki hidrojen bağları ile bir arada tutulur. 

Bütün bu gözlemler ayrıca, lifler halindeki DNA moleküllerinin düzenli bir 3-boyutlu 

yapıya sahip olması gerektiğini göstermiştir. Polinükleotitlerdeki baz dizisinin 

oluşturduğu birincil yapı ile belirlenmiş bu düzenli katlanmalar ikincil yapı olarak 

tanımlanır ve bu ikincil yapı bir sarmal olarak ortaya çıkar. 

4.2.1.2. DNA’nın Farklı Sarmal Formları 

DNA oldukça esnek bir molekül olup, şeker fosfat omurgası içindeki çok sayıda 

bağ etrafında dönüşler yapması mümkündür. Sıcaklık dalgalanmaları yapıda baz 

eşleşmesinin önemli derecede bozulmasına, bükülme ve gerilmelere sebep olabilir. 

Hücresel DNA’da Watson-Crick DNA yapısından önemli sapmalar görülebilir ve 

bunlardan bazıları DNA metabolizmasında önemli görevlerde rol oynayabilir. Bu 

yapısal değişiklikler genellikle Watson-Crick tarafından tanımlanan (iplik 

komplementerliği, antiparalel ipilikler ve A=T ile G≡C baz eşleşmesi gibi) DNA’nın 

önemli kilit özelliklerini etkilemektedir (106). 

İki zincirli polinükleotid sarmallarının üç farklı konformasyona sahip olabileceği 

gözlenmiş ve DNA çift sarmalı için bu konformasyonlar; A–DNA, B–DNA ve Z–DNA 

olarak adlandırılmıştır (Şekil 16). Bu konformasyonlar değişik geometrik özellikleri ile 

farklılıklar gösterirler ve her üç konformasyondaki sarmalın yüzeyleri de farklıdır. B 

sarmalında iki farklı oluk (yiv) bulunur ki bunlar büyük oluk ve küçük oluk şeklinde 

tanımlanırlar. A sarmalında ise bu oluklar derinlik açısından birbirine oldukça benzer. 

B-DNA formu DNA’nın fizyolojik koşullar altında en kararlı halde bulunduğu formdur. 

Bu nedenle, DNA özelliklerinin çalışılması esnasında bu form standart başlangıç 

noktası olarak kabul edilir. A formu sudan yoksun çözeltilerde, sağ-el durumundaki çift 

sarmal yapısında düzenlenmiştir (107). Su ortamında B–DNA formu daha baskın olup 

su molekülleri, bu küçük oluklara yerleşerek hidrojen bağları ile B formunun daha 

kararlı olmasını sağlar. Su molekülleri uzaklaştırıldığında ise A–formu daha baskın 

olur. Belirli bir molekülde A formu, B formuna göre daha kısa ve daha geniş çaplıdır. A 

formunda geniş oluk, daha derin olması ve fosfat gruplarının uçta asılı olması sebebiyle 



28 

daha az ulaşılabilirdir. Sonuç olarak bireysel bazlar bu olukta daha derine gömülüdür. 

Ancak dar oluk tam belli değildir (108). 

 

Şekil 16. DNA’nın farklı sarmal formları: A-DNA, B-DNA, Z-DNA 

Bu konformasyonlardan farklı olarak Z–DNA sarmalında deoksiriboz halkalarına 

göre bazların oryantasyonunda farklılıklar vardır. A–DNA ve B–DNA’da bazlar 

deoksiriboz halkasına göre anti–oryantasyonunda iken Z–DNA’da pirimidinler daima 

anti– ve purinler ise syn– konumuna sahiptir. Z form birbirini sıra ile izleyen purin ve 

pirimidin dizilimlerine sahip polimerlerde meydana gelir. Örneğin, bu tipte DNA formu 

meydana getiren iki sarmal incelendiğinde GC ve AC ikili tekrarlarının bulunduğu 

gösterilmiştir. Z-DNA in vitro koşullarda, Z-DNA çift sarmalının daha ince olan yapısı 

içinde sıkışan nükleotitler arasındaki artan elektrostatik itmeye karşı koymak için 

yüksek tuz konsantrasyonunun kullanıldığı alışılagelmemiş koşullarda keşfedilmiştir. Z-

DNA’nın in vivo koşullardaki varlığı hakkında bilgiler sınırlıdır. Z-form diğer formlar 

ile karşılaştırıldığında daha ince yapıdadır ve sol el durumunda çift sarmala sahiptir 

(Tablo 1) (106). 

4.2.1.3. Halkasal ve Süper Kıvrımlı DNA 

Hücresel DNA hücre içinde yerleşmek için çok sıkı olarak yoğun bir yapı içinde 

olmalıdır. Bu yoğun yapılanma, fazla miktarda yapısal bir organizasyonu ifade 
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etmektedir. Ancak, DNA’nın küçük bir alan içine yerleşebilmesi için sadece katlanması 

yeterli değildir (107). 

 

Tablo 1. DNA’nın farklı sarmal formlarına ait özellikler  

 

Sarmal Tipi  Dönüş Başına Baz Çifti Baz Çifti Başına Dönüş Sarmal Çapı 

A 11 +34,7° 23 A° 

B 10 +34,0° 19 A° 

Z 12 -30,0° 18 A° 

  + sağ el durumundaki sarmalı, - sol el durumundaki sarmalı belirtmektedir. 

Bu paketlenme işlemi, replikasyon ve transkripsiyon gibi olayların gerçekleşmesi 

için DNA’da bulunan bilginin ulaşılmasına da olanak sağlamalıdır. DNA çift zincirinin 

uzayda kendi ekseni üzerinde dönmesi veya eğilmesi DNA’nın süper kıvrım özelliği 

olarak tanımlanır. Bunun tersine, eğer DNA’nın ekseni üzerinde eğilmesi söz konusu 

değilse istirahat halindedir. DNA yoğunlaşmasının bazı süper kıvrımlı formları içerdiği 

muhtemeldir. Muhtemelen replikasyona veya transkripsiyona uğrayan DNA da süper 

kıvrılmayı teşvik etmektedir. Hücresel DNA’nın süper kıvrım oluşturmasının 

olağanlığı, çoğu halkasal DNA molekülünün, protein ve diğer hücresel bileşenlerden 

ayrı olarak saflaştırılsalar bile, oldukça süper kıvrımlı durumda kalması ile açıklanabilir. 

Süper kıvrım, DNA’nın üçüncül yapısının önemli ve esas olan yönünü oluşturup, 

hücresel DNA’da hali hazırda bulunmakla birlikte her hücre tarafından fazla miktarda 

düzenlenmektedir. 

4.2.2. Nükleik Asitlerin Spektroskopik ve Termal Özellikleri 

4.2.2.1. UV Absorbsiyonu 

Nükleik asitler, UV ışığını bazlarının konjuge aromatik tabiatlarına bağlı olarak 

soğurmaktadır; şeker-fosfat omurgası bu soğurmaya önemli bir katkı sağlamaz. 

DNA’nın ışığın maksimum absorbans olduğu dalga boyu 260 nm’dir (λmax=260 nm). 

Nükleik asitlerin absorbsiyon özellikleri teşhiste, miktar tayininde ve saflığın 

değerlendirilmesinde kullanılabilir. 

DNA bazlarının λmax’ı sabit olsa da, bazlarının ekstinsiyon katsayısı  

(Ɛ=absorpsiyon katsayısı) ortama bağlıdır. 260 nm’deki (A260) absorbans, izole edilmiş 
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nükleotitler için en büyük, tek iplikli DNA (ssDNA) için orta, çift iplikli DNA (dsDNA) 

için ise en küçüktür. Bu etki hidrofobik bir çevrede bazların yığınlanması ile fikse 

edilmesinden kaynaklanmaktadır. Absorbansı bu değişikliği için kullanılan klasik terim 

hipokromisitedir, yani dsDNA, ssDNA’ya göre hipokromiktir. Alternatif olarak ssDNA, 

dsDNA ile karşılaştırıldığında hiperkromiktir denilebilir (108). 

4.2.2.2. DNA Saflığı 

Tek iplikli DNA preparasyonlarının yaklaşık saflığı 260 ve 280 nm’deki 

absorbanslarının oranı ile (A260/A280) belirlemek mümkündür. Absorbsiyon 

spektrumunun şekli aynı zamanda ekstinsiyon katsayısı, bazların doğası ile değişiklik 

arz eder. Şöyle ki, saf dsDNA için A260/A280=1,8 dir. DNA örneğinde bu değer 1,8’den 

büyük ise, RNA kontaminasyonunu ve 1,8 den küçük ise protein kontaminasyonunu 

işaret eder (108). 

4.2.2.3. Termal Denatürasyon 

Birçok kimyasal madde nükleik asitleri denatürasyon durumuna getirebilir. Isıtma 

da DNA’nın hidrojen bağlarının bulunduğu ikili sarmal yapının bozulmasına neden 

olur. Denatürasyon işlemi çift iplikli yapının tek iplikli yapıya dönüşümündeki 

absorbans artışı ile rahatlıkla görülebilir (Şekil 17). Bir DNA çözeltisinin ısıtılması 

esnasında değişen sıcaklıklarda DNA’nın 260 nm dalga boyunda absorbe ettiği 

ultraviyole ışık ölçülürse şekil 17’de gösterilen erime eğrisi elde edilir. Erime eğrisinin 

bazı özellikleri tespit edilmiştir. Bunlar; 

i. 260 nm dalga boyundaki absorbans, doğada canlı hücrelerin karşı karşıya 

kaldığı sıcaklığın çok üstündeki sıcaklıklara kadar değişmemektedir. Bu şekilde normal 

fizyolojik koşullarda bulunan canlı sistemlerde DNA oldukça kararlı durumda 

bulunmaktadır. 

ii. 260 nm’deki absorbans artışı 6-8 °C arasındaki dar bir aralıkta meydana 

gelmektedir. 

iii. 260 nm’deki maksimum absorbans, başlangıç değerinden yaklaşık %37 

oranında fazladır          
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Şekil 17. DNA'nın denaturasyonu 

Şekil 17’de ayrıca erime eğrisinin farklı bölgelerinde DNA molekülünün durumu 

gösterilmektedir. Artış başlamadan önce, molekül tümü ile çift sarmaldır. Artış 

bölgesinde, molekülün çeşitli kısımlarındaki baz çiftleri ayrılmaktadır. Ayrılan baz çifti 

sayısı, sıcaklık artışı ile artmaktadır. Erime geçişini tanımlamak için kullanılan uygun 

bir parametre, 260 nm’deki absorbans artışının yarısının tamamlandığı sıcaklıktır. Bu 

sıcaklık, erime sıcaklığı (Tm) olarak adlandırılmaktadır. Tm, sarmalın kararlılığı 

konusunda önemli bir ölçüm parametresi sağlar. Çünkü, Tm Guanin-Sitozin (G, C) baz 

çifti oranına bağlıdır. DNA molekülü ne kadar çok GC baz çiftine sahipse iki ipliğin 

ayrılması için gereken enerji de o denli fazla olmaktadır. Tm, GC içeriğinin her %1’lik 

artışında yaklaşık olarak 0,4 ̊C artmaktadır. Fizyolojik koşullar altında çözeltide 

bulunan DNA’da Tm değeri genellikle 85-95 ̊C arasındadır (106).    
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4.2.3. DNA ile Küçük Moleküllerin Etkileşimi 

Genetik bilginin taşıyıcısı olan DNA, hücre büyümesi ve bölünmesinde ana 

basamak olan DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna engel olabilme yeteneklerinden 

dolayı ilaç etkileşimlerinin ana hedefidir (109). 

Bazı kanser, viral ve paraziter hastalıklara karşı kemoterapinin ve ilaç 

geliştirmenin en önemli yollarından biri de nükleik asitlerle geri dönüşümlü olarak 

etkileşen maddeler bulmayı gerektirir (110). Çeşitli düşük moleküler ağırlıklı 

maddelerin DNA ile olan etkileşimleri hücresel döngüde doğal olarak uygun 

mekanizmalardır ve bu yüzden tıbbi tedavide de kullanılırlar (111). 

Nükleik asitlerle etkileşebilen adrinamisin gibi doğal ve amsakrin gibi yapay 

antibiyotikler, neoplastik hastalık türlerinin klinik tedavisinde büyük ölçüde 

kullanılmıştır.  

Sentetik oligopeptitler ve nükleotitler, yüksek sıra özgünlüğüne sahip potansiyel 

nükleazlar ve nükleik asit tanıyan ilaçlar gibi yeni olanaklar sunar. Nükleik asitlerle 

küçük moleküllerin arasındaki ilişki, nükleik asit bağlanma özgünlüğü, ligand indüklü 

konformasyonel değişimler, bağlanmadaki kooperativitenin moleküler temelleri, 

aminoasit yan zincirlerinin nükleik asitlerle olan etkileşimleri ve diğer nükleik asit 

etkileşimlerinin ve kimyasının kritik özellikleri hakkında bilgi sağlamıştır (110). 

Moleküller ve iyonlar, çift zincirli DNA ile birbirinden oldukça farklı başlıca 3 

yolla etkileşirler (109) 

i. Genel olarak non–spesifik ve esasen elektrostatik etkileşimler aracılığı ile   

sarmalın dış yüzeyi boyunca bağlanma. 

ii. Nükleik asitlerin oluklarının herhangi birinde baz çiftlerinin köşeleri ile 

bağlanan molekülün spesifik oluğa bağlanma etkileşimleri. 

iii. Baz çiftleri ile düzlemsel veya yaklaşık olarak düzlemsel aromatik halka 

sistemleri arasındaki interkalasyon etkileşimleri. 
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Hem molekülün hem de DNA’nın yapısal özelliklerine bağlı olarak pek çok 

molekül DNA ile birden fazla türde etkileşim gösterir. Çeşitli bağlanma şekilleri 

olmasına rağmen DNA boşluklarında esas olarak interkalasyon ve spesifik bağlanma 

etkileşimleri olmak üzere iki çeşit bağlanma türü vardır (116). DNA ile etkileşim yapan 

çeşitli ajanlar ve bu ajanların DNA ile ne tür etkileşim yaptıkları şekil 18’de 

gösterilmektedir (131). 

 

Şekil 18. DNA-interaktif ajanlarının türleri ve onların DNA ile moleküler etkileşimleri 

a) DNA-interaktif ajanlarının şu ana kadarki keşif ve gelişmeleri için bir 

zaman çizlgesi b) DNA üzerinde oluşabilen modifikasyonlar c) DNA 

modifikasyonunun farklı türlerinin ayrıntılı modelleri 

4.2.3.1. Dış Elektrostatik Etkileşimler 

Nükleik asitler, her fosfatta bir negatif yükün bulunduğu yüksek derecede yüklü 

polielektrolitlerdir. Bu nedenle hücre içi ortamda iyonlarla özellikle de katyonlarla 

kuvvetlice etkileşebilirler (110). Her ne kadar metal iyonlarının DNA’ya bağlanması 

uzun yıllardır araştırma konusu olmuşsa da bağlanma mekanizması hala 

bilinmemektedir. Pozitif yüklü metal iyonları yüksek elektron yoğunluğu veya 

DNA’nın negatif yüklü kalıntıları olarak karakterize edilmiş bölgeleri ile doğrudan ya 

da dolaylı olarak etkileşirler. Her iki zincirin omurgasının fosfatları ve bazların N ve O 

gibi elektron verici atomları gibi bölgeler negatif yükle yüklenmiş olabilir. Baskın metal 

bağlanma modu guaninin N7 ve O6 ve adeninin N7 ve N1 ve de pirimidinlerin N3 

atomları üzerinden gerçekleşir. Metal iyonları ya kısmi dehidratize ya da tamamen 

hidratize olmuş olarak DNA’ya sıkıca bağlanabilirler ve bu bağlanma doğrudan ya da 

dolaylı olabilir. Metal iyonları vücutta ya bağlı ya da serbest halde bulunurlar (112). 
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Geçiş metalleri kısmi olarak dolu d–orbitallerine sahiptir. Böylece serbest radikal 

oluşturabilirler. Geçiş metalleri ikiden daha fazla bölgesiyle DNA ile etkileşebilirler ve 

bu etkileşimler çok karmaşıktır. Geçiş metalleri, su moleküllerini kolaylıkla verebilir ve 

iç küre koordine kompleksler oluşturabilir. Geçiş metalleri genellikle bazlarla doğrudan 

etkileşirken fosfat gruplarına dolaylı olarak bağlanır. Geçiş metallerinin çoğu, pürin 

bazlarının N7 ile veya pirimidin bazlarının N3 atomu ile kimyasal olarak reaksiyona 

girerler ve çift sarmalı bozarlar. Geçiş metallerinin G–C bölgelerine bağlanmaları, H2O2 

kaynaklı oksidasyonun sebep olduğu radikal oluşumu üzerinden DNA’da hasara sebep 

olur (112). 

Su molekülleri de nükleik asitlerin dış yüzeyi boyunca bağlanır. Su moleküllerinin 

yüklü fosfat grupları ile spesifik etkileşimleri kadar, bazlardaki polar gruplarla ve 

şekerlerle spesifik etkileşimleri de nükleik asit konformasyonlarının kararlılığı için 

gereklidir. Nükleik asidin spesifik bir bölgesine bir ligandın güçlüce bağlanması ile 

suyun salıverilmesi, bağlanma serbest enerjisine hem uygun hem de uygun olmayan 

katkılarda bulunur. Bu katkıların bağıl büyüklüğü, salıverilen su moleküllerinin sayısına 

ve kompleks oluşumu boyunca kırılan etkileşimlerin türüne bağlıdır. 

4.2.3.2. Oluğa Bağlanma Etkileşimleri 

Oluğa bağlanma etkileşimleri, nükleik asitlerin büyük veya küçük oluklarının 

birinde yer alan baz çiftlerinin oluğa bakan yüzeydeki fonksiyonel grupları ile diğer 

moleküllerin doğrudan etkileşimi şeklinde gerçekleşir (110). Oluğa bağlanma hayli 

güçlü bir bağlanma çeşididir ve bu bağlanma, bir molekül, DNA’nın oluklarının birine 

uygun büyüklük ve şekilde ise gerçekleşir (113). Oluğa bağlanma, interkalasyonun 

aksine DNA’da büyük konformasyonel değişimlere yol açmaz ve ligand–

makromoleküler bağlanma için standart kilit–anahtar modeline benzer bir model göz 

önünde tutulabilir. Oluğa bağlanan moleküller genellikle DNA’nın küçük oluğuna 

bağlanan hilal şeklindeki moleküllerdir. Molekül içi etkileşimlerle tipik olarak kararlı 

kılınırlar (114). Belirgin bir biçimde, küçük oluğa bağlanan moleküller dönebilme 

özelliğine sahip bağlarla bağlanmış pirol, furan veya benzen gibi çeşitli aromatik 

halkalara sahiptirler. Bu durum uygun bir bükülme ile bileşiklerin, suyun oluktan 

çıkarılmasının ardından küçük oluğun kavisine girebilmesini sağlar. DNA’nın küçük 

oluğu genel olarak Adenin-Timin (A-T) zengin bölgelerinde, G-C bölgelerine nazaran 
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daha dardır. Oluğa bağlanan moleküllerin interkalatörlerde olmayan bir yeteneği, bu 

moleküllerin oluk boyunca baz çiftlerine uyabilmek için genişlediği ve nükleik asitleri 

çok yüksek derecede sıra spesifik tanıyabilme özelliğine sahip olduğudur (110). 

4.2.3.3. İnterkalasyon Etkileşimleri ve DNA Kesme 

1960’ların başlarında Lerman, düzlemsel aromatik katyonlarla DNA’nın 

etkileşimleri üzerine bir takım çalışmalara rehberlik etti ve kendisinin “interkalasyon” 

olarak adlandırdığı bir süreçle düzlemsel aromatik moleküllerin DNA’ya dik bir şekilde 

(Şekil 19) girerek kovalent bağlar oluşturmaksızın bağlanabileceğini açıkladı (109, 

115). İnterkalasyon sürecinde, aromatik bileşiği bazlar arası boşluğa uydurmak için 

şeker–fosfat bağlarına ait bükülme açılarında değişiklikler meydana gelir. DNA 

omurgasındaki bükülme, bağların rotasyonunun bir sonucu olarak interkalasyon 

bölgesinin oluşumu, interkalasyon bölgesindeki helikal dönmenin azalması ve çift 

sarmalın uzaması ile baz çiftlerinin ayrılmasına neden olur (109). 

Klasik interkalatörler, yan zincirlerinde ve/veya halka sistemlerinin kendisinde 

pozitif yükle yüklenmiş yapışık halkalı aromatik moleküllerdir. Tipik örnekleri 

proflavin klorür (Şekil 20) içeren akridinyum tuzları ve fenantridinum tuzları, etidyum 

bromür ve propidyum iyodürdür. İnterkalasyonun, baz çiftlerinin hidrojen bağlarına 

engel olmaksızın gerçekleştiği bilinir. DNA, interkalatörlerle doyurulduğu zaman, 

heliks üzerindeki her bir ikinci interkalasyon bölgesi boş kalır. “En yakın komşuyu 

hariç tutma” prensibi, çift zincir DNA ile diterkaliniyum kompleksinin interkalasyonu 

örnek verilerek Şekil 21’de gösterilmiştir (116). 

 

Şekil 19. Etidyum bromürün interkalasyonu 
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Proflavin klorür ve propidyum iyodürün interkalasyonu küçük olukta 

gerçekleşirken, diterkalinyum kompleksinin interkalasyonu büyük olukta gerçekleşir. 

(İnterkalasyonun meydana gelmesi için, baz çiftleri arasına giren düzlemsel ligand için 

bir kavite oluşturmak üzere DNA baz çifti 3.4 A ̊ ayrılır. B–form DNA’nın normal bir 

dönüşü 36°’dir (10 baz çiftinde 1 tam dönüş sağlar, 360°’nin bir dönüşüne 10 baz çifti). 

Ligandı oluğa sığdırmak için bu dönmede bir azalma meydana gelir (116). 

     

                           Proflavin klorür                        Propidyum iyodür  

Şekil 20. İnterkalasyon yapan ajanlar  

 

Şekil 21. Diterkaliniyum kompleksinin yapısı ve interkalasyonun gösterilmesi 

İnterkalasyon yapan kompleksler için bilinen yapısal verilerin zenginliğine 

rağmen interkalasyon güçlerinin orijini tam olarak anlaşılamamıştır. İnterkalasyonda 

genel olarak, hidrofobik bir molekülün –interkalatörün–, içinde bulunduğu hidrofilik 

ortamdan, baz çiftlerinin hidrofobik çevresine –interkalatörün– çekilmesi sonucu 

gerçekleştiği göz önünde tutulmaktadır. Aromatik interkalatör, bir katyon olduğunda 

kompleks kararlılığında bir artış gözlenir (116). Klasik olmayan interkalasyonda 

interkalatörler, belirgin bir biçimde protonlanmış N atomları içeren veya halka 

sistemine bağlı protonlanmış yan zincirlere sahip olan bitişik poliaromatik sistemlerdir. 
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DAPI (4',6–diamidino–2–fenilindol) bileşiği bu sınıf bir örnektir (Şekil 22). DAPI’nın 

bağlanma şeklinin DNA sıra bağımlı olduğu bulunmuştur. DAPI, küçük oluk 

bölgesinde üç ya da daha fazla ardışık AT baz çiftlerine çok kuvvetlice bağlanır. 

Bununla birlikte daha az ardışık AT baz çifti varsa veya özellikle saf GC bölgeleri 

mevcutsa bu defa, DAPI interkalasyon yolu ile DNA’ya bağlanır (116). 

 

Şekil 22. DAPI’nın kimyasal yapısı 

DNA kesme, birçok biyolojik süreci ve ayrıca genetik materyallerin 

biyoteknolojik manipülasyonunu da kapsayan önemli bir enzimatik reaksiyon olarak 

kabul edilir. Örneğin, topoizomeraz enzimleri, DNA’nın bir ya da her iki dizisini 

keserek, replikasyon, transkripsiyon ve diğer hücresel transaksiyonlarda oluşan DNA 

problemlerini ortadan kaldırır. Diğer bir örnek yabancı DNA kesmesi ya da etkilenmiş 

hücrenin apoptozisi (programlanmış hücre ölümü) sırasında hücresel DNA’ nın degrade 

olmasıyla, virüs enfeksiyonlarına karşı hücreyi koruyan restriksiyon enzimleridir. 

Biyoteknoloji ve ilaç sanayinde yapay kimyasal nükleazların geliştirilmesi son 

derece önemlidir. Seçici DNA kesme nükleazların dizayn edilmesi kemoteropik 

ajanların ve antimikrobiyal ilaçların geliştirilmesine öncülük edecektir (133, 134). 

Bunun yanı sıra yapay nükleazlar biyologlar için DNA manipülasyonu için önemli ve 

yeni araçlar sunacaktır. Bu amaçla geçiş metal kompleksleri yapısal zenginliği ve 

reaktivitesi nedeniyle son yıllarda dikkat çekici bir rol almaktadır. Örneğin 1,10-

fenantrolinin bir bakır kompleksi DNA-protein etkileşimlerinin detaylı bir şekilde 

çalışılması için gerekli olan DNA-parmak izi deneyleri için kullanılmaktadır (132). 

Geçiş metal kompleksleri çok çeşitli yapısal özellikleri ve kontrol edilebilir redoks 

potansiyelleri nedeniyle yapay nükleaz uygulamaları için çok uygundur. Ayrıca 

ligandlar metalloproteinlerdeki aktif gruplara benzer şekilde biyolojik gruplar ve metal 

iyonları olacak şekilde tasarlanabilir. DNA kesmenin etkinliği, metal komplekslerini 

DNA’ya ilgisini arttırarak genişletilebilir. Bu iş için uygun olan koordinasyon 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b4/DAPI.svg
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bileşiklerinin DNA’ ya bağlanabilen bir gruba sahip olması gerekir. Böylelikle metal 

kompleksin DNA’ya odaklanma yeteneği arttırılabilir (117). 

DNA kesme mekanizması oksidatif ya da hidrolitik olabilir. Oksidatif kesme 

şeker veya nükleobazlarda meydana gelir. Buna karşılık hidrolitik kesme DNA nın 

fosfodiester bağından meydana gelir. [Fe(EDTA)]2- veya [Cu(Phen)CHL2] gibi redoks 

aktif metal kompleksleri ile tekli veya çift sarmal oksidatif DNA kesmesi hidroksil 

radikali veya singlet oksijen türleri gibi reaktif oksijen türlerinin oluşmasıyla başlar ve 

Fenton tipi mekanizma ile yürür. Bu serbest radikallerin şeker hidrojenlerini ayırarak 

DNA kesmesini başlatır ve DNA kesme ürünleri oluşur. Gerçekte DNA şekerinden 

çıkarılan hidrojenin yeri kullanılan aktif metallonükleaza bağlıdır. Bu tip 

metallonükleazlar, DNA’ nın seçici olarak tanınması ve DNA parmak izi ajanları gibi 

uygulamalarda kullanılabilir (118). 

DNA’nın omurgası biyolojik sistemlerde sık rastlanan bir kimyasal bağ olan 

fosfodiester zincirleriyle oluşmuştur. Bu yüzden DNA’nın hidrolizi çok önemli bir 

enzimatik reaksiyondur. Ancak DNA’nın hidrolize olan olağanüstü kararlılığı nedeniyle 

bu reaksiyon oldukça zordur. Fosfodiester bağlarını hidroliz eden enzimler çoğunlukla 

aktif bölgerinden Mg
+2

, Zn
+2

, Mn
+2

, Ca
+2

 ve Fe
+2

 gibi katalitik metal iyonlarını içerirler. 

Bu yüzden metal kompleksleri fosfodiester bağının kesilmesi için çok uygun bir araçtır 

(119). 

Çift sarmallı (double stranded) DNA’nın fosfodiester bağının hidrolizi ile yürüyen 

hidrolitik kesmesi, deoksiriboz şeker kısmından veya guanin bazından meydana gelen 

oksidatif DNA kesmesi ile karşılaştırıldığında hücre açısından çok daha fazla 

avantajlıdır. Oksidatif kesme singlet oksijen (
1
O2), süperoksit (O

-2
) veya hidroksil 

radikali (HO∙) gibi aktif türler meydana getirir. Bu türler şeker ve/veya baza zarar 

vererek parçalanmış türler oluşmasına neden olurlar. Buna karşılık başka maddeler ilave 

edilmediği zaman meydana gelen hidrolitik kesmenin bu tip olumsuz yan etkileri 

yoktur. Çünkü kesme ürünleri enzimatik prosesle bertaraf edilebilir.  

DNA’nın kovalent modifikasyon mekanizmaları iki kategoride sınıflandırılır:  

i. Elektrofillerin DNA’nın nükleofilik kısımlarıyla reaksiyonu  

ii. Radikallerin DNA ile reaksiyonu. 



39 

Elektrofiller, DNA yapısındaki farklı nükleofilik kısımlarla etkileşebilir. Kimyasal 

yapılarına bağlı olarak DNA’nın belli nükleofilik kısımlarına seçicilik gösterirler. DNA 

da guaninin N7, N3 ve ekzosiklik N2 amino grubu ile ile adeninin N7 ve N3 kısımları 

doğal ürünlerle en çok modifikasyona uğrayan kısımlarıdır (120, 121). Pürin 

kalıntılarının N7 ya da N3 pozisyonundan elektrofilik modifikasyonu glikozidik bağın 

zayıflamasıyla sonuçlanır. Bunun sonucunda abazik bölge oluşur ve nötral şartlarda bu 

bölgeler hidrolizlenerek DNA kesimi gerçekleşir (122, 123). DNA bazlarındaki 

ekzosiklik azot ve karbonil oksijenleri ya da DNA omurgasındaki fosfat oksijenleri ile 

elektrofilik türlerin reaksiyonu genellikle kararlı ürünler oluşturur Bazı radikal türleri 

DNA ile değişik pozisyonlarda etkileşirler. DNA’nın radikaller tarafından hasara 

uğratılmasında en önemli yol deoksiribozdan hidrojen atomu kopartılmasıdır (124). 

Deoksiriboz şekerinden hidrojen atomu koparılması şeker fosfat omurgasının 

kırılmasına sebep olur (125). Şeker fosfat omurgasına etkimeye ek olarak bazı radikaller 

de DNA bazları ile etkileşirler (126). Bu reaksiyonlar şeker fosfat omurgasının 

kırılmasına sebep olmazlar fakat DNA yapısındaki modifikasyonlar biyolojik olarak 

önemlidirler. Spesifik bir bağlanma olmadığı zaman DNA kesimi genelde küçük 

dizilerle ya da baz özgünlüğüyle meydana gelir (127). Bunun aksine alkilleyici ajanlarla 

DNA kesimi bir veya daha fazla DNA bazı için selektivite gösterir. Ayrıca, çift zincirli 

DNA matriksi içine nükleobazlar dahil edildiğinde metal iyonlarına karşı affinite 

değiştirilmiş olur. Hg
2+’

nin AT’ nin zengin bölgelerini tercih ederken birçok iki 

değerlikli Mn
2+

, Cu
2+

 ve Pt
2+

 gibi metal iyonlarının G-C’nin zengin bölgelerini tercih 

ettiği görülmektedir. (128, 129). Daha ayrıntılı bir şekilde açıklanırsa baz kalıntılarına 

bağlanan metal sıra bağımlıdır, yani, belirli bir dizideki tüm guaninler aynı tip bir metal 

iyonuna karşı aynı affiniteyi göstermezler (129, 130). Bunun bir sonucu olarak 

DNA’nın belirli bir dizisine seçici olarak bağlanabilen metal kompleks tasarımı 

öngörülmektedir. 

4.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres 

Bütün canlılar için vazgeçilmez bir element olan oksijen; hidrojen, karbon, azot 

ve kükürt ile birlikte organik moleküllerin temel yapı taşlarını oluşturur. Ancak aerobik 

canlıların tüm hücrelerinde gerçekleşen metabolik reaksiyonlar için gerekli olan oksijen, 

aynı zamanda çok tehlikeli formlar olan serbest radikallere dönüşmektedir (135). 
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Serbest radikaller, hücrelerde endojen ve ekzojen kaynaklı etmenlere bağlı olarak 

oluşmaktadır. Serbest radikaller bir veya daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip, kısa 

ömürlü, kararsız, molekül ağırlığı düşük ve çok etkin moleküller olarak tanımlanır. 

Eşleşmemiş elektron bulunması kimyasal türün reaktivitesini olağanüstü arttırdığı için, 

radikaller reaktivitesi çok yüksek olan kimyasal türlerdir. Hücrenin tüm bileşenleri ile 

kolayca etkileşebilme özelliğine sahiptirler. Pozitif yüklü, negatif yüklü veya elektriksel 

olarak nötr olabilirler. Serbest radikaller hidroksil, süperoksit, nitrik oksit ve lipit 

peroksit radikalleri gibi değişik kimyasal yapılara sahiptir (136, 137). 

Vücutta birçok reaksiyonda rol oynayan moleküler oksijen, insanın da yer aldığı 

aerobik organizmalar için önemli bir moleküldür ve yasam için mutlak gereklidir (138). 

Vücut sürekli bir şekilde enerji üretim işlemlerinin bir parçası olarak oksijenle 

reaksiyona girer. Bu kimyasal reaksiyonlar moleküllerin oksidasyonunu ve 

indirgenmesini içerir. Reaksiyonun sonucunda üretilen serbest radikallerin, 

organizmada var olan ve/veya gıdayla alınan antioksidanlarla dengelenememesi 

durumunda oluşan 'oksidatif stres', DNA ve hücre membranları gibi duyarlı biyolojik 

yapıların oksidatif hasarına neden olan radikalik zincir reaksiyonlarını başlatır. 

Bunun sonucunda başta kanser olmak üzere, kalp-damar hastalıkları ve şeker 

hastalığı gibi hastalıklara yol açar. Serbest radikallerin giderilmesi dokuların hasarını 

önlemek için önemlidir (136, 139). 

Oksidatif stres, oksidan oluşumu ve antioksidan savunma arasındaki dengenin 

oksidanlar yönünde bozulması durumudur. Hücrede normal şartlar altında prooksidan 

ve antioksidanlar dengede bulunmaktadır. Ancak bu denge reaktif oksijen türlerinin 

üretiminin artması veya antioksidan miktarındaki azalma nedeniyle prooksidanlar 

yönüne kaymaktadır (140) (Şekil 23). 
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Şekil 23. ROS miktarı ile antioksidan sistemler arasındaki denge 

4.3.1. Reaktif Oksijen Türleri (ROS)  

Birçok radikal türü olmasına rağmen biyolojik sistemlerde en çok görülen 

oksijenden oluşan ve genel olarak reaktif oksijen türleri (ROS) olarak adlandırılan 

radikallerdir. Oksijenden üretilen radikaller canlı sistemlerde meydana gelen 

radikallerin en önemli sınıfını temsil ederler. ROS tanımına giren reaktif türleri Şekil 

24’de gösterilmiştir (140). 

 

Şekil 24. Reaktif oksijen türlerinin (ROS) sınıflandırılması 

Oksijen kaynaklı radikaller normal aerobik yaşamın bir parçası olarak devamlı 

üretilmektedirler. Reaktif oksijen türleri mitokondride oksijenin elektron taşıma zinciri 

boyunca indirgenmesi veya çeşitli enzimatik reaksiyonlar ile oluşmaktadır. Nispeten 

radikalik bir tür olamasına rağmen moleküler oksijenin (O2) ardışık olarak 

Serbest Radikaller 

 

• Atmosferik oksijen, ˙O2˙(diradikal) 

• Süperoksit anyon radikali, O2˙ˉ
 

• Hidroksil radikali, ˙OH 

• Peroksil radikalleri, ROO˙ 
 

Radikal olmayan 
bileşikler 

• Hidrojen peroksit, H2O2  

• Organik peroksitler, ROOH 

• Lipid hidroperoksit, LOOH 

• Singlet oksijen, 1O2 
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indirgenmesiyle reaktif oksijen türleri oluşmaktadır. Bir e
-
 kazanarak süperoksit (O2•

-
) 

radikaline, 2 e
-
 alarak hidrojen peroksite (H2O2), 3 e

- 
alarak hidroksil (OH•) radikaline 

dönüşür (141-143). 

O2
 
+ e

-    
O2

•-
 

Oluşan süperoksit anyonu "birincil" ROS olarak kabul edilir ve "ikincil" ROS 

oluşturmak için diğer moleküller ile etkileşime girebilir (143). Süperoksitlerin hidrojen 

peroksite çevrilmesi katalitik aktivitesi çok yüksek bakırlı bir enzim olan süperoksit 

dismutaz ( SOD) tarafından gerçekleştirilir. 

O2
-
• + O2

-
• + 2H

+    
H2O2

 
+ O2 

SOD enzimleri biyolojik sistemlerde bu reaksiyonu hızlandırır. SOD tarafından 

katalizlenen bu tepkime dismutasyon tepkimesi olarak adlandırılır. SOD enziminin 

yüksek katalitik etkisi nedeniyle hücrelerde süperoksit birikimine izin verilmez. Ancak 

çeşitli durumlarda süperoksit yapımının artmasıyla süperokside özgü tepkimeler 

görülmeye başlar. Süperoksit radikali, metal iyonlarını indirgeyerek bağlı olduğu 

proteinlerden salınışına neden olabilir. Demir (III)’ün demir (II)’ye indirgenmesi Fenton 

reaksiyonunu hızlandırmaktadır (143, 145). 

H2O2 zayıf bir oksidan ve geçiş metali iyonları yokluğunda nispeten kararlı olan 

zayıf bir indirgen maddedir (146). Hidrojen peroksit bir serbest radikal değildir; fakat 

ROS olarak kabul edilir. Yüksek konsantrasyonlarda güçlü oksijen radikallerinin ortaya 

çıkmasına yol açarak zararlı etki gösterebilir. H2O2 serbest radikal biyokimyasında 

önemli bir bileşiktir ve çok kolay bozulur. Özellikle geçiş metal iyonlarının varlığında 

hidroksil radikali (OH•) üretilir (147). 

Hidroksil radikali kaynağı büyük olasılıkla Haber-Weiss reaksiyonudur. O2•
- 

radikali hücresel Fe
3+,

 ü Fe
2+,

ye indirger. Bu şekilde Fe
2+

 ve hidrojen peroksit arasında 

Fenton reaksiyonunu başlatır (148). 

O2•
− 

+ H2O2    O2 + •OH + H2O Haber–Weiss reaksiyonu 

O2•
− 

+ Fe
3+    

Fe
2+

 + O2    

Fe
2+

 + H2O2    Fe
3+

 + •OH + OH
−
 

Fenton Reaksiyonu 
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Canlı sistemlerde ROS’un hem yararlı hem de zararlı etkileri vardır. ROS’un 

yararlı etkileri düşük ve orta konsantrasyonlarda meydana gelir. Örneğin; enfeksiyonlu 

maddelere karşı savunma etkisi görülür (144). ROS ayrıca enerji üretimi, fagositoz, 

hücre büyümesinin düzenlenmesi ve hücre içi sinyalizasyonda olumlu bir rol oynar. 

Diğer taraftan ROS proteinler, DNA ve lipidler gibi temel biyomoleküllere zarar verme 

yeteneğine sahiptir (149). Serbest radikallerin yararlı ve zararlı etkileri arasındaki hassas 

bir denge canlı organizmaların çok önemli bir yanıdır ve "redoks düzenleme" olarak 

adlandırılan mekanizmalar ile elde edilir. Redoks düzenlemesi yaşayan organizmaları 

çeşitli oksidatif streslerden korur (144). Şekil 24’de ROS’un önde gelen radikal ve 

radikal olmayan (non-radikal) örnekleri yer almaktadır. 

4.3.2 Antioksidanlar 

 Antioksidanlar, yiyeceklerde veya vücutta düşük derişimlerde bulunduğunda, 

oksidasyonu önemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir (150). 

Organizmada oluşan anabolik ve katabolik olayları ve tüm metabolizmayı etkileyen ve 

bir kısmı enzimlerin aktif gruplarında yer alan, yokluğu ve yetersizliği fizyolojik 

fonksiyonların durmasına ya da önemli ölçüde azalmasına neden olan antioksidan 

maddelere karşı ilgi artmış ve bilimsel araştırmalara konu olmuştur (136).  

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenirler (Şekil 25). 

Süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) birinci 

derece enzimatiklere, glutatyon redüktaz (GR) ve glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) 

ikinci derece enzimatiklere örnek gösterilmektedir (151, 152). Non-enzimatik olanlar 

ise; Mineral (Se, Zn), vitamin (A, C, K ve E), karotenoitler (β-karoten, likopen, lutein, 

zeaksantin), organosülfür bileşikleri (allium, allil sülfit, indoller), düşük molekül 

ağırlıklı antioksidanlar (GSH-Px, ürik asit), antioksidan ko-faktörler (ko-enzim Q10) ve 

polifenoller şeklinde incelenmektedir (153). 

Antioksidan aktivitesi olan doğal gıdaların tüketimi hastalıklarla mücadelede en 

etkili silahlardan biri olarak kabul edilir. Antioksidan etki gücünü ölçmek gıda kalitesini 

değerlendirmek ve hastalıkların teşhis ve tedavisi için önemli bir basamaktır (154). 

Singlet oksijenin eliminasyonunda (süpürülerek temizlenmesinde) β-karoten ve 

öteki karotenoidler kadar vitamin A ve diğer retinoidler etkili olurlarken, hidrojen 
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peroksit Se içeren GSH-Px enzimi tarafından, süperoksit anyon radikali ise bakır (Cu) 

ve çinko (Zn) içeren sitoplazmik enzimler ya da mangenez (Mn) içeren mitokondiriyal 

SOD tarafından etkili biçimde elimine edilmektedir (155). Oksidatif strese bağlı olarak 

lipidler, proteinler, enzimler, karbonhidratlar, ve DNA zarar görebilmekte, 

membranlardaki hasarın neticesinde DNA zincirlerinde rastgele kırılmalar ve 

bağlanmalar meydana gelebilmekte, enzim ve yapısal proteinlerin zarar görmesi 

hücrenin ölmesiyle sonlanabileceği gibi bu olgular kanser, nörodejeneratif ve 

kardiyovasküler hastalıklar ile diyabet ve otoimmün bozuklukların gelişiminde 

moleküler temeli oluşturmaktadır. Bazı nörodejeneratif hastalıklarda önemli oranda 

kan-beyin engelini aşabilen antioksidanlara ihtiyaç vardır (156). 

SOR (serbest oksijen radikalleri) eliminasyonunda, endojen antioksidan enzimler 

(GSH-Px, SOD, CAT) ve bazı vitaminler (vitamin A, C ve E) işlevsel olabildikleri gibi 

eksojen antioksidanlar (likopen, resveretrol) ile antioksidan özelliğe sahip ön maddelere 

(benzoik, gallik, vanilik asit) de gerek duyulmaktadır. Vitamin B hücre 

metabolizmasında önemli rolleri olan, kimyasal olarak ayrı bir vitamin grubunu 

oluşturmaktadır. Sigara, alkol ve yaşlanmanın zararlı etkilerine karşı antioksidan gibi 

bir görevi üstlenen tiamin (Vit. B1) bir B grubu vitaminiyken, benzeri vitaminler gibi 

antioksidanlar arasında sınıflandırılmamakta, ancak bunların rollerine besinsel faktörler 

olarak vurgu yapılmaktadır. Bu bağlamda, folik asit (Vit B9), kobalamin (Vit B12) ve 

çinko (Zn) hücrelerde DNA’nın tamirinde ve metabolizmasında önem arz eden diğer 

besin öğeleridir. Folik asit, özellikle purin ve primidin nükleotidlerinden timidinin 

sentezinde rolü olduğu gibi, SOR veya genotoksik bileşiklerin DNA’ya erişiminin 

engellenmesi ve DNA’nın stabilitesinin sağlanmasında da önem arz etmektedir (158, 

159). 

Kanser başlangıcında; radyasyon, tetraklorodibenzodioksin (TCDD), benzen 

türevleri, poliaromatikhidrokarbonlar (PAH) ve aroklor gibi bazı kimyasallar ve yetersiz 

antioksidan tüketimi önem arz etmektedir. Yeterli düzeyde ve devamlı bitkisel 

antioksidan (karotenoid, vitanmin C, folik asit, retinol) tüketimi oksidatif stresin DNA 

hasarını engellerken, gelişmiş hasarlı hücrelerin büyümelerini, tümoral yapı 

kazanmalarını ve metastazını da engellemektedirler (158, 160). 
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Şekil 25. Antioksidanların sınıflandırılması 

Bazı gıda antioksidanlarının oksidasyonu engelleyerek, arteroskleroz, malarya, 

romatoid artrit ve diyabette faydalı olabileceği (161), antitümoral, antimutajenik, 

antimetastatik, antitrombik, antiülser, antikarsinojenik ve antihipertansif (162) ayrıca 
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antibakteriyel, antifungal (163), antiviral, antiaging etkileri de olduğu yapılan in-vivo 

çalışmalarla belirlenmiştir (161). 

4.3.3. Antioksidan Aktivite 

Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal oluşumunu engellenmesi (başlatıcı 

reaktif türevleri uzaklaştırıcı etki, oksijeni uzaklaştırıcı veya konsantrasyon azaltıcı etki, 

katalitik metal iyonlarını uzaklaştırıcı etki) ve oluşan serbest radikallerin etkisiz hale 

getirilmesi (toplayıcı etki, bastırıcı etki, onarıcı etki, zincir kırıcı etki) olmak üzere iki 

şekilde gösterirler. Antioksidanların vücuttaki aktivitesi, ortamdaki oksijen miktarı, 

sıcaklık, konsantrasyon miktarı ve substrat çeşidi gibi özelliklere bağlı olarak 

değişkenlik gösterir (165). 

Antioksidanlar mekanizmalarına göre genel olarak iki sınıfa ayrılırlar. Bunlardan 

birinci sınıf olan ‘Birincil Antioksidanlar’; radikallerle reaksiyona girerek bunların daha 

zararlı formlara dönüşmesini ve yeni serbest radikal oluşumunu önleyen bileşiklerdir 

(örn; katalaz, peroksidaz, transferin). İkinci grup olan ‘İkincil Antioksidanlar’ ise; 

oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarını kıran bileşiklerdir (örn; 

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

Antioksidan aktivitesini hesaplama yöntemleri iki temel prensibe dayanır. 

Bunlardan birincisi, ‘Hidrojen Atom Transferini’ (HAT) temel alan analizler, ikincisi 

ise ‘Tek Elektron Transferini’ (SET) temel alan analizlerdir. HAT reaksiyon 

mekanizmasına dayalı başlıca analizler oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ve 

radikal-tutuklama antioksidan parametresi (TRAP)’ dir. SET reaksiyon mekanizmasına 

dayalı baslıca analizler ise, Troloks eşitliği antioksidan kapasitesi yöntemi (TEAC), 

demir iyonlarını indirgeme antioksidan kapasitesi (FRAP) ve DPPH (% serbest radikal 

yakalama aktivitesi) yöntemi ve toplam fenolik madde miktarı analizi için Folin-

Ciocalteu yöntemidir (165).  

Antioksidan aktivitesi hesaplamada tercih edilen yöntemlerinin basında DPPH 

serbest radikal yakalama yöntemi gelmektedir. Yöntemde DPPH, antioksidan 

molekülleriyle etkileşerek hidrojen vererek indirgenir ve böylece absorbansın 

düşmesine neden olur. Absorbanstaki azalma ne kadar yüksek olursa radikal yakalama 

aktivitesi o kadar yüksektir (165).  
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Antioksidan aktivitesi hesaplamada sıklıkla tercih edilen diğer bir yöntem olan 

ABTS metoduyla antioksidan aktivitesi yöntemi, ABTS (2,2’-Azinobis-3- 

etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)’ nin potasyum persülfatla reaksiyonu sonucu oluşan 

mavi/yesil renkli ABTS
+
’nin Troloks eşitliğine dayanarak hesaplanmasına dayanır. 

Metodun en önemli avantajı hem hidrofilik hem lipofilik bileşiklere uygulanabilir 

oluşudur (165).  

Ayrıca, ortamda bulunan serbest radikalleri yakalama aktivitesine dayanan 

yöntemlerde, son zamanlarda antioksidan kapasitesini belirlemede yaygın 

kullanılmaktadır. Bu yöntemlerden biri olan süperoksit anyon yakalama aktivitesi, 

fenazinmetosülfat-NADH sisteminde NADH’ın oksidasyonu ve NBT’deki indirgenme 

sonucu enzimatik olmayan bir şekilde süperoksit radikallerinin oluşması, ortama 

fenozin metasülfat (PMS) ilavesiyle başlayan reaksiyonla absorbanstaki azalmanın 

hesaplanması esasına dayanır. Burada düşük absorbans yüksek yakalama aktivitesine 

işarettir. Süper oksitin biyolojik olarak önemi, ortamdaki yüksek oksidatif türleri 

(hidroksil radikalleri vb.) ayrıştırabilmesidir (165). 

Serbest radikalleri yakalama aktivitesi esasına dayanan diğer yöntemlerden biri 

olan indirgeme potansiyeli metodunda yüksek absorbans, yüksek indirgeme 

potansiyelini gösterir (166). 

Bir diğer metot olan metal şelatlama aktivitesi, ortamda bulunan Fe
+2

 iyonlarının 

inhibisyonuna dayanır. Aktivite kendini şelat ajanlarının demir iyonlarını şelatlaması 

sonucu kırmızı renkteki azalmayla gösterir. Metal selatlama aktivitesi lipit 

peroksidasyonundaki katalize olmuş geçiş metallerini indirgediği için önem 

taşımaktadır. şelatlama ajanları redoks potansiyelini indirgeyerek metal iyonlarının 

oksidasyonunu stabilize edebilirler. Bu nedenle şelatlama ajanları ikincil 

antioksidanlardır (166).  

Ortamda bulunan lipit peroksidasyonunun inhibisyonuna dayanan ve tiyosiyanat 

metodu olarak da bilinen linoleik asit emülsiyon sisteminde antioksidan aktivitesi 

metodunda gözlenen düşük absorbans değeri yüksek lipit peroksit inhibisyonunun 

göstergesidir.  
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Bir diğer yöntem olan hidroksil radikal yakalama aktivitesinin ölçümü 

deoksiriboz metoduyla yapılmaktadır. Bu yönteme göre; düşük absorbans değeri yüksek 

deoksiriboz parçalanmasının inhibisyonu anlamındadır. Yüksek oranda reaktif hidroksil, 

DNA, yağlar ve proteinler üzerinde oksidatif zararlara neden olabilmektedir. Hidroksil 

yakalama aktivitesi yüksek olan ürünler, –OH grubunu nötralize edip hidrojen atomuna 

dönüştürerek inaktif hale getirdikleri için önemlidir (166). 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Gereç 

5.1.1.  Kullanılan Cihazlar  

 Çalışmada kullanılan cihazlar Tablo 2’de verilmiştir. 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan cihazlar 

 

Cihazın Adı Model Firma 

Su banyolu çalkalayıcı  WNB 7-45  MEMMERT 

Vorteks  WM-10 WİSD  WİSEMİX 

Terazi  PA 2140  OHAUS 

Yatay DNA elektroforezi Wide Mini-Sub Cell GT System  BIORAD 

Güç kaynağı  Bio Rad Power Pac
TM 

Basic BIORAD 

Isıtıcı MSH-20A WİSD HOTPLATE 

Buzdolabı 190507962400 INDESİT 

Isıtıcılı sallayıcı kuru blok MS-100 THERMO-SHAKER 

Spektrofotometre UV-1800 SHİMADZU 

Jel görüntüleme sistemi Universal Hood imager gel doc
TM

 BIORAD 

Saf su cihazı 61316 BİOTECH 

pH metre Starter 3000 OHAUS 

Steril kabin MN120 BİO RAD 

Mağnetik karıştırıcı MS-H-Pro DRAGON LAB 

UV kabin lamba  CAMAG 

 

5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler 

Çalışmada kullanılan tüm kimyasallar Sigma’dan temin edildi. DNA bağlanma 

çalışmalarında kullanılan dana timusundan elde edilmiş DNA (CT-DNA) ticari olarak 

satın (Sigma) alındı. DNA kesim aktivitesi denemelerinde de ticari olarak satın alınan 

(Thermo Scientific) %90’dan fazlası süpersarmal formda olduğu bilinen, 4361 baz çifti 

içeren, 2,83x106 Da moleküler ağırlığında olan çift sarmal kapalı halkalı pBR322 

plazmid DNA’sı kullanıldı. Bu çalışmada incelenen ligand ve kompleksler Recep 

Tayyip Erdoğan Üniversitesi, Fen-Edebiyat Fakültesi, Kimya Bölümü öğretim üyesi 

Prof. Dr. Kerim Serbest ve grubu tarafından sentezlendi. İncelenen ligand ve 

komplekslerin, isimleri, kimyasal yapıları, moleküler ağırlıkları ve kısa kodları tablo 3’ 

de verilmiştir. 
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Tablo 3. Çalışmada kullanılan ligand ve komplekslerin kısa kodları, molekül formülleri, 

molekül ağırlıkları ve kimyasal yapıları 

 

Kısa Kod 
Molekül formülü ve Ağırlığı  

(gr/mol) 

Kimyasal Yapı 

L1 
C22H18FeN2O 

382.23612 

OH

N N

Fe

 

L2 
C18H16FeN2O 

332.17744 

OH

N N

Fe

 

L3 
C18H15BrFeN2O 

411.0735 

OH

N N
Br

Fe

 

L4 
C17H15FeN3 

317.1661 

N

N N

Fe

 

L5 
C18H15FeN3O3 

332.17744 

N N

OH

N

O

O

Fe
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Tablo 3’ün devamı 
 

K1 
C36H30CuFe2N4O2 

725.885 

Fe

Fe

N
N

O Cu
O

N
N

 

K2 

C44H34Fe2CuN4O2 

826.00236 

 

 

 

 

Fe

Fe

N
N

O Cu
O

N
N

 

K3 
C36H28Br2CuFe2N4O2 

883.67712 

 

 

 

Fe

Fe

N
N

O Cu

N
N

Br

O

Br
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Tablo 3’ün devamı 
 

K4 

C20H22Cu2N4O8 

573.50268 

 
N

Cu

Cu

O

O

CH3

N N

O O

H3C

O

H3C
O

N

O
O

CH3

 

K5 

 

C18H14Cu2N4O10 

573.41656 

 

 

 

N

OO

H3C

Cu

O
N

NO2

O

O2N

Cu

O
O

CH3

 

 

 

5.1.3. Çözeltiler 

CT-DNA Çözeltisi: DNA stok çözeltisi 5 mM Tris-HCl/50 mM NaCl (pH 7.2) 

içerisinde 3 gün boyunca 4 °C’de yavaşça karıştırılarak hazırlandı ve 4 °C’de 

saklanarak bir hafta içinde tüketildi. Konsantrasyonunun hesaplanması için, 260 nm’de 

molar absorblama katsayısı (ε260) 6600 M
-1

cm
-1

 olarak alınarak absorbans ölçümü 

yapıldı. Ayrıca DNA’nın yeterli düzeyde protein safsızlığından uzak olduğunu ortaya 

koymak amacıyla 280 nm’deki absorbans ölçümü yapılarak 260 ve 280 nm’lerdeki 

absorbans değerlerinin 1.8-1.9:1 oranını verdiğine dikkat edildi. 
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Etidyum Bromür (EB) Çözeltisi: Yarışmalı EB bağlanma çalışmasında 

kullanılmak üzere 0.3 M stok EB çözeltisi su içerisinde hazırlandı. Agaroz jel 

elektroforezi çalışmalarında ise 5 mg/mL konsantrasyonda hazırlanan stok çözelti 

kullanıldı. 

Jel Yükleme Boyası: %10 sodyumdodesil sülfat (SDS), %0.2 bromofenol mavisi, 

%0.2 ksilen siyanol ve %30 oranında gliserol içerecek şekilde hazırlandı. 

Jel Hazırlama ve Yürütme 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 şekilde su içerisinde çözüldü. Agaroz 

0.8 g tartılarak 100 ml seyreltilmiş TAE içinde, 7μl EB (5mg/mL) ilavesi ile hazırlandı.  

5.2. Yöntem 

5.2.1. DNA Bağlanma Deneyleri 

5.2.1.1 UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonları 

DNA ile metal komplekslerinin etkileşimini incelemek için çeşitli teknikler 

kullanılmaktadır. Bunlar UV-spektrofotometri, floresans ve sirküler dikromizm 

spektroskopileri gibi moleküler spektroskopi teknikleri ve X-ray difraksiyonu, dinamik 

viskozite ölçümleri ve yüksek performanslı sıvı kromatografisi gibi diğer tekniklerdir. 

Çok sayıdaki bu araçların arasından UV-spektrofotometri, floresans metodu, dinamik 

viskozite ölçümleri ve termal denatürasyon çalışmaları, küçük moleküllerin DNA ile 

etkileşimlerinin spektroskopik pik cevaplarındaki yoğunluk ve pozisyon 

değişiklikleriyle veya dinamik viskozite ve DNA’nın erime sıcaklığındaki değişimlerin 

deneysel olarak takip edilebilmesinden dolayı tercih edilmektedir. 

Çoğu durumda DNA kesimi için DNA bağlanması kritik adımdır. Bu yüzden 

öncelikle komplekslerin CT-DNA’ya bağlanması UV/Vis absorbsiyonu kullanılarak 

çalışıldı. 

DNA bağlanma deneylerinin yapılabilmesi için uygun metod UV-absorpsiyon 

metodu olarak belirlenmiştir. Bu metod, DNA-ligand/kompleks etkileşimlerinin 

belirlenmesinde en etkili yollardan birisidir. Optimum koşulları belirlemek, çözeltileri 

ve yöntemin uygulanabilirliğini test etmek açısından, bazı ligand ve komplekslerle ön 
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denemeler yapılmıştır. Bu ön denemeler sonucunda deneylerin tris-HCl tamponu pH 

7.2’de yapılmasına karar verilmiştir. 

Komplekslerin CT-DNA ile etkileşimini içeren tüm çalışmalar 5 mM Tris-HCl/50 

mM NaCl (pH 7.2) içinde, DMF içersinde hazırlanan stok ligand ve kompleks 

çözeltileri DMF nihai konsantrasyonu %10’u geçmeyecek şekilde sabit 

konsantrasyonda (25 μM) tutularak ve CT-DNA konsantrasyonu değiştirilerek (2.5-15 

μM) gerçekleştirildi. Bu amaçla ilk olarak 25 μM konsantrasyonda olacak şekilde, 

alınan ligand yada kompleks çözeltisinin 200-600 nm aralığında UV spektrumu 0,5 

nm’de bir değer ölçülebilecek şekilde kaydedilmiştir. Ardından ilk CT-DNA ilavesi 

yapılmış (nihai 2.5 μM olacak şekilde), oda sıcaklığında 10 dakikalık inkübasyonun 

ardından, belirtilen dalga boyu aralığında absorbsiyon spektrumu kaydedilmiştir. Bu 

işlem yapılırken referans çözelti üzerine de eşit miktarda CT-DNA ilave edilerek CT-

DNA’nın absorbansı elimine edilmiştir. Bu işleme DNA konsantrasyonu aşamalı olarak 

artırılarak son konsantrasyon 15 μM oluncaya kadar (daha fazla değişiklik olmayıncaya 

kadar) devam edilmiştir. 

Absorbans şiddetindeki değişim (%H) ise yüzde oranlarıyla verilmiş ve Denklem 

5.1.’ deki eşitlik kullanılmıştır. Bu eşitlikte ise Ai, DNA eklenmeden önce bileşiğin 

absorbans şiddetini ifade ederken, As ise maksimum konsantrasyonda DNA ilave 

edildikten sonra bileşiğin absorbans şiddetini gösterir. 

%H= [(Ai-As) / (Ai)] × 100                               (5.1) 

5.2.1.2. UV ile Yarışmalı Etidyum Bromür (EB) Bağlanması Çalışmaları 

Komplekslerin DNA ile etkileşimini daha ileri düzeyde ortaya koymak amacıyla 

iyi bilinen bir interkalatör olan etidyum bromür (EB) kullanılarak yarışmalı bağlanma 

denemesi gerçekleştirildi. 480 nm civarında absorpsiyon maksimumuna sahip olan 

serbest EB’nin DNA ile etkileşmesi sonucu absorbanstaki düşmeyle beraber absorbansı 

daha yüksek dalga boyuna kaymaktadır. Bu durum EB’nin DNA baz yığınları 

arasınainterkalasyonunun bir delilidir. 

Bu bilgiler doğrultusunda yapılan çalışmada konsantrasyonu sabit tutulan EB’nin 

(40 μM) maksimum absorbans gösterdiği dalga boyunun ve absorbansının önce DNA 

ilavesiyle (40 μM) daha sonra DNA ve kompleksin (5-30 μM aralığında) aynı anda 
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ilavesiyle ne yönde değişeceği incelenmiştir. Bu çalışma 5 mM Tris-HCl/50 mM NaCl 

(pH 7.2) tamponu içerisinde gerçekleştirilmiştir. 

5.2.1.3. DNA Erime Sıcaklığının Belirlenmesi 

DNA erime çalışmaları komplekslerin DNA sarmalına interkalasyonunun ileri 

düzeyde bir kanıtıdır. DNA erime denemeleri farklı bağlanma modlarını (interkalasyon 

yada harici bağlanma) ayırt etmek için uygulanır. Küçük moleküllerin DNA çift 

sarmalına interkalasyonun sonucunda çift sarmalın tek zincirli DNA’ya denatüre 

olmasıyla erime sıcaklığının yükseldiği bilinmektedir. Sarmalın erimesi 260 nm’de 

DNA bazlarının molar absorblama katsayısının çift sarmal formda tek zincirli forma 

göre daha düşük olması sebebiyle 260 nm’de absorpsiyonun artışına yol açar. Böylece, 

DNA sarmalının bobine dönüşme sıcaklığı 260 nm’de DNA bazlarının absorbansının 

sıcaklığın bir fonksiyonu olarak izlenmesiyle belirlenebilir. 

Bu bilgiler ışığında planlanan termal denatürasyon çalışmaları Varian Cary 

Temperature Controller ünitesine sahip Cary 100 Bio UV-Visible Spectrophotometer 

cihazı kullanılarak ve [DNA]/[ligand/kompleks] oranı farklı olacak şekilde çeşitli 

denemeler yapılarak gerçekleştirildi. Denemeler, 5 mM Tris-HCl/50 mM NaCl (pH 7.2) 

tamponu içerisinde yapıldı. 

Termal erime programı kullanılarak küveti içeren hücrenin sıcaklığı dakikada 1 

°C arttırılarak 50-100 °C aralığında her 0.5 °C’de 260 nm’de absorbans ölçüldü. CT-

DNA’nın ligand/kompleks varlığında ve yokluğunda 260 nm’deki absorbansına bağlı 

olarak çizilen t(°C)-Absorbans eğrisinden Tm değerleri cihaz tarafından otomatik olarak 

hesaplandı. 

5.2.2. DNA Kesim (Nükleaz) Aktivitesi 

Yukarıdaki metodların yanında komplekslerin DNA ile etkileşimleri süpersarmal 

pBR322 plazmid DNA’sının kesim denemesiyle de incelendi. Kesim reaksiyonu jel 

elektroforezi tekniğiyle izlendi. Dairesel pBR322 plazmid DNA’sı elektroforeze maruz 

bırakıldığında, bozulmamış süpersarmal form (Form I)’un kısmen hızlı göç ettiği 

gözlenmektedir. Çeşitli maddelerle etkileşimi sonrasında tek bir zincirde kesim 

gerçekleşirse (kırılma), süpersarmal form daha yavaş hareket eden kırık form (Form 

II)’u oluşturmak üzere gevşemektedir. Her iki zincirin de kesildiği durumlarda Form I 
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ve Form II’nin arasında göç eden lineer form (Form III) oluşmaktadır. Komplekslerin 

DNA zincir kesimi için nükleaz aktivitelerini değerlendirmek amacıyla pBR322 

plazmid DNA’sı belirlenen uygun reaksiyon koşullarında komplekslerle inkübe edildi. 

5.2.2.1. pBR322 Plazmid DNA’sının Hidrolitik Kesimi 

Plazmid (pBR322) DNA’sının kesim aktivitesinin çeşitli koşullara bağlılığını 

değerlendirmek üzere herhangi ilave bir ajan olmaksızın hidrolitik koşullarda şu 

denemeler gerçekleştirildi. 

5.2.2.2. pH’nın DNA Kesim Aktivitesine Etkisi 

Plazmid DNA’nın kompleksler tarafından kesimi için optimum şartları belirlemek 

için pH 5-9 aralığında ise Tris-HCl (50 mM) tamponları kullanılarak her bir kompleks 

için kesimin en etkin olduğu pH değeri belirlendi. 250 ng pBR322 kullanılarak DMF 

içerisinde hazırlanmış komplekslerin uygun konsantrasyonlarının (100 μM olacak 

şekilde) ilavesiyle 1 saat süreyle 37 °C’de gerçekleştirilen kesim reaksiyonu sonrasında 

reaksiyonlar jel yükleme boyası ilave edilerek durduruldu. Karışım % 0.8’lik agaroz jele 

(0.25 μg/mL EB içeren) yüklendi ve 90 dakika süreyle 100 voltluk akım uygulanarak 

yürütme tamponu (1X TAE) içerisinde elektroforeze maruz bırakıldı. Elektroforez 

işleminin bitiminde jel UV ışığı altında görüntülendi ve fotoğrafı kaydedildi. 

5.2.2.3. Konsantrasyonun DNA Kesim Aktivitesine Etkisi 

DNA kesiminin kompleks konsatrasyonuna bağlılığının ortaya konulabilmesi 

amacıyla her bir kompleks için belirlenen optimum pH değerlerinde, farklı kompleks 

konsantrasyonları kullanılarak (0-100 μM) kesim denemeleri gerçekleştirildi. 

Reaksiyonların gerçekleştirilmesinde, pH denemesinde ayrıntılı bir şekilde izah edilen 

yöntem takip edildi. 

5.2.3. İyonik Şiddetin DNA Kesim Aktivitesine Etkisi 

DNA kesimine elektrostatik katkıyı belirlemek amacıyla, reaksiyon ortamına 

farklı konsantrasyonlarda NaCl (0-100 μM) ilave edilmesiyle iyonik şiddet artırılarak 

kesim üzerindeki etkinlik incelendi. Reaksiyonların gerçekleştirilmesinde, pH 

denemesinde ayrıntılı bir şekilde izah edilen yöntem takip edildi. 
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5.2.3.1. pBR322 Plazmid DNA’sının Oksidatif Kesimi 

Komplekslerin hidrolitik kesim aktivitelerinin ortaya koyulmasını takiben çeşitli 

yardımcı reaktiflerin (H2O2, AA, merkaptoetanol (ME)) nihai konsantrasyonları sırası 

ile 0.4 M, 2.5 mM ve 0.4 M olacak şekilde ortama ilave edilmesiyle 50 mM Tris-HCl 

(pH 7) tamponu içerisinde 250 ng pBR322 plazmid DNA’sı varlığında 1 saat süreyle 37 

°C’de gerçekleştirilen reaksiyonlar sonrasında oksidatif kesim etkinlikleri incelendi. 

5.2.3.2. pBR322 Plazmid DNA’sının Işıkla İndüklenmiş Kesimi 

İncelenen komplekslerin fotodinamik terapide kullanılabilme potansiyellerini 

değerlendirmek amacıyla yapılan çalışmada pBR322 plazmid DNA’sının komplekslerle 

kesimine UV ışığının etkisini gözlemleyebilmek amacıyla 50 mM Tris-HCl (pH 7) 

tamponu içerisinde 250 ng DNA ve 100 μM kompleks konsantrasyonunun 

sağlanmasıyla oluşturulan karışım 30 dakika süreyle 366 nm’de UV ışığına maruz 

bırakıldı.  

Bu sürenin sonunda karışımlar 1 saat süreyle 37 °C’de karanlıkta inkübe 

edildikten sonra yukarıda izlenen yöntemlerle reaksiyonlar durduruldu ve kesim 

ürünleri agaroz jel üzerinde UV ışığı altında incelendi. 

5.3. Antioksidatif Aktivite Çalışmaları 

Literatürde bazı geçiş metal komplekslerinin antioksidan aktivite gösterdikleri 

rapor edilmişti. Bu sebeple incelenen ligand ya da komplekslerin radikal süpürme 

özelliklerine sahip olup olmadıklarını incelemek üzere bir çalışma yapıldı. Bu amaçla 

ligand ve komplekslerin süperoksit ve DPPH süpürme aktiviteleri UV-spektrofotometre 

kullanılarak incelendi. 

5.3.1. Süperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Yapıları tamamıyla doğal enzimden farklı olsa bile özellikle Mn, Cu veya Zn gibi 

çeşitli geçiş metallerinin karışık ligandlı kompleksleri metal merkezinin etrafındaki 

esnek geometrik dönüşümleri ile SOD aktivitesi sergilemektedirler. Bu bilgiden 

hareketle ligand ve komplekslerin süperoksit radikallerini süpürme yetenekleri sığır 

eritrositlerinden elde edilmiş olan ticari olarak temin edilen SOD enzimi ile 

kıyaslanarak incelendi. 
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SOD aktivitesinin belirlenmesi amacıyla tarafından nitro mavisi tetrazolyum 

(NBT) indirgeme metodu kullanıldı. O2
•
’nin miktarı ve baskılanma oranı 560 nm’deki 

absorbans ölçülerek belirlendi. Süperoksit radikalleri, 0.1 mM EDTA, 2 μM riboflavin, 

13 mM L-metiyonin ve 75 μM NBT içeren 50 mM fosfat tamponundan (pH 7.8) oluşan 

sistem ile üretildi. Komplekslerin farklı konsantrasyonlarda hazırlanmış çözeltileri 

radikal üreten bu çözelti sistemlerine ilave edilerek her bir reaksiyon karışımı 5 dakika 

floresan ışığında inkübe edildikten sonra örneklerin absorbansı 560 nm’de ölçüldü. Test 

edilen kompleksi içermeyen karışımın absorbansı kör olarak kullanılarak NBT 

indirgenmesinin yüzde süpürme kapasitesi (% SC) aşağıdaki denklemden hesaplandı, 

%SC = ((Akör-Aörnek)100/Akör)           (5.2) 

Çalışılan her bir konsantrasyon için radikal süpürme kapasite değerleri elde 

edilerek (Ligand/Kompleks) Konsantrasyon / %SC eğrileri çizildi. Bu eğriler sayesinde 

SC50 değerleri hesaplandı. Aynı denemeler doğal SOD enzimi ile de yapılarak elde 

edilen SC50 değeri incelen örnekler için elde edilen değerle karşılaştırılarak kompleksin 

SOD eşdeğeri olup olamayacağı değerlendirildi. 

5.3.2. DPPH Radikal Süpürme Aktivitesinin Belirlenmesi 

2,2-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal süpürme aktivitesi’nin tespiti 

bileşiklerin antioksidan özelliklerinin değerlendirilmesi amacıyla yaygın olarak olarak 

kullanılan basit, hızlı ve uygun bir metoddur. DPPH bir elektron ya da hidrojen radikali 

kabul edebilen ve böylece kararlı diyamagnetik bir moleküle dönüşebilen kararlı bir 

serbest radikaldir. DPPH tek bir elektrona sahiptir bu yüzden 517 nm’de güçlü bir 

absorbsiyon bandına sahiptir. Bu elektron serbest radikal süpürücünün varlığında 

eşleşir, bu absorbsiyon kaybolur ve alınan elektronların sayısının stokiyometrisine göre 

renk açılmasıyla sonuçlanır. Absorbanstaki böyle bir değişiklik SR (Serbest Radikal) 

süpürücü olarak rol oynayan çeşitli moleküllerin kapasitelerini test etmek için yaygın 

olarak kullanılabilir. Absorbansın hızlı düşmesi, bileşiğin antioksidan aktivitesinin fazla 

olduğunu gösterir. 

Bu çalışmada incelenen ligand ve komplekslerin DPPH serbest radikalini süpürme 

aktivitesini test etmek için 0.4 mM DPPH çözeltisi kararlı radikal olarak kullanıldı ve 

1mL DPPH çözeltisinin 517 nm’deki absorbansı ölçüldü (Akör). DPPH çözeltisi 
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üzerine değişik konsantrasyonlardaki kompleks çözeltilerinden son hacim aynı olacak 

şekilde (0.2 mL) ilave edilerek karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyonun 

ardından 517 nm’de absorbans ölçüldü (Aörnek). DPPH serbest radikal süpürme 

aktivitesi, DPPH radikallerinin süpürme kapasitesi (%SC) şeklinde farklı kompleks 

konsantrasyonları için aşağıdaki denklemden hesaplandı. 

%SC = (Akör-Aörnek)100/Akör)                                                                           (5.3) 

SC50 değerleri, kompleks konsantrasyonuna karşı radikal süpürme kapasite 

değerleri grafiğe geçirilerek hesaplandı. Ayrıca bilinen antioksidanlardan AA ve BHA 

ile de aynı testler gerçekleştirilerek bunlara ait SC50 değerleri de hesaplandı ve bu 

değerler komplekslerin etkinliğinin değerlendirilmesi için kullanıldı. 
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6. BULGULAR 

6.1. DNA Bağlanma Çalışmaları 

6.1.1. UV–Vis Absorpsiyon Titrasyonları 

Tez kapsamında incelenen ligand ve komplekslerin CT-DNA’ya bağlanması 

UV/Vis absorbsiyonu kullanılarak çalışıldı. Sabit konsantrasyonda tutulan 

ligand/kompleks çözeltisi üzerine aşamalı olarak artırılarak CT-DNA çözeltisi ilave 

edildi ve absorbsiyon spektrumlarındaki değişiklikler kaydedildi (Şekil 26) (Tablo 4). 

Bu işlem yapılırken referans çözelti üzerine de eşit miktarda CT-DNA ilave 

edilerek CT-DNA’nın absorbansı bertaraf edilmiştir. Bu işleme DNA konsantrasyonu 

aşamalı olarak artırılarak daha fazla değişiklik olmayıncaya kadar devam edilmiştir. 

Absorbsiyon spektrumları kaydedilmiştir.   
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Şekil 26. Kompleks ve ligandların DNA yokluğunda ve artan DNA konsantrasyonu 

varlığında absorbsiyon spektrumları. (↓) Artan kompleks konsantrasyonunu 

gösterir. 
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Tablo 4. Ligand ve komplekslerin DNA ile etkileşimi ve gözlenen değişimler 

 
Kısa Kod. Δλ (nm) Dalga boyundaki değişim Kaymanın yönü %H 

K1 0 

 

247 ___ 20 

 1 

 

307-308 Kırmızı 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 Kırmızı 12 

K5 1 

 

297-296 Mavi 23 

 1 

 

383-384 Kırmızı 23 

L1 

 

17 335-352 Kırmızı 13 

L2 

 

0 335 ___ 35 

 0 

 

396 ___ 39 

L3 

 

7 306-299 Mavi 64 

 

 

2 353-355 Kırmızı 59 

 

L4 

 

50 310-360 Kırmızı 0 

L5 

 

10 312-302 Mavi 65 

 

6.1.2. UV ile Yarışmalı Etidyum Bromür Bağlanması Çalışmaları 

UV–Vis absorpsiyon titrasyonları sonucunda elde edilen bilgiler doğrultusunda 

ligand ve komplekslerin DNA ile interkalasyon yoluyla etkileştikleri, iyi bilinen bir 

interkalator olan EB’ün kullanılmasıyla gerçekleştirilen yarışmalı bağlanma çalışmaları 

ile  desteklendi. Gerçekleştirilen deneme sonucu literatürden elde edilen bilgilerle aynı 

doğrultuda olacak şekilde, serbest EB’ün 480 nm’deki absorbsiyon maksimumunun CT-

DNA ile etkileşimi sonucu absorbanstaki düşmeyle birlikte daha yüksek dalga boyuna 

(482 nm) kaydığı gözlendi (Şekil 27). 
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Ligand ve komplekslerin ilavesi sonucunda ise bu maddelerin DNA ile bağlanmak 

için EB ile yarıştığını gösterecek şekilde absorbsiyon yoğunluğunda farklı oranlarda 

artış gözlendi (Şekil 27). 

 

 



66 

 

 



67 

 

 



68 

 

 



69 

 

 

Şekil 27. EB’ün DNA bağlanmasının ligand yokluğunda ve artan ligand 

konsantrasyonunda absorbsiyon spektrumu. (↑): Ligand 

konsantrasyonunun artış yönünü göstermektedir. 
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6.1.3. DNA Erime Sıcaklığının Belirlenmesi 

DNA erime sıcaklığı (Tm)’nın belirlenmesi denemeleri bağlanma modunu 

(interkalasyon ya da harici olarak) ve kısmi bağlanma gücünü anlamak için kullanılır. 

Tm, çift sarmalın kararlılığı ile son derece ilişkilidir ve kimyasalların DNA ile etkileşimi 

Tm’yi değiştirebilir. 

Bu bilgiler ışığında planlanan termal denatürasyon çalışmaları sırasında termal 

erime programı kullanılarak küveti içeren hücrenin sıcaklığı dakikada 1 °C arttırılarak 

50-100 °C aralığında her 0.5°C’de 260 nm’de absorbans ölçüldü. CT-DNA’nın 

ligand/kompleks varlığında ve yokluğunda 260 nm’deki absorbansına bağlı olarak 

çizilen t(°C)-Absorbans eğrisinden Tm değerleri cihaz tarafından otomatik olarak 

hesaplandı. Hesaplanan Tm değerleri Tablo 5’de verilmiştir. Bu denemede kompleks ve 

DNA farklı oranlarda (1:1, 1:2 ve 2:1) kullanılarak deneme birkaç kez tekrar edildi. 

Tablo 5. Komplekslerin ve Ligandların Tm değerleri  

Kompleks Kısa Kod Tm Ligand Kısa 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 (Nükleaz) Aktivitesi 

Çalışmanın bu aşamasına kadar yapılan incelemeler neticesinde incelenen 

komplekslerin CT-DNA ile bağlanma eğilimlerinin ortaya konulmasının üzerine 

metalonükleaz olarak etki etme yeteneklerini değerlendirmek için çalışmalar yapılarak 

komplekslerin DNA kesim etkinliği DNA-bağlanma yetenekleri ile kıyaslandı. Bu 

amaçla agaroz jel elektroforezi tekniği kullanıldı. Uygun şartların sağlanmasıyla 

gerçekleştirilen kesim reaksiyonları sonrasında elde edilen kesim ürünleri jel üzerinde 

elektroforetik ayırmaya maruz bırakıldı ve jeller EB boyamasından sonra UV ışığı 

altında analiz edildi. Metalonükleaz aktivitesinin varlığı DNA’nın Form I (süpersarmal 
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form)’den Form II (kırık dairesel form) veya Form III (lineer form)’e dönüşümüyle 

tespit edildi. Nükleaz etkinliğinin bağlı olduğu faktörleri belirlemek için farklı 

koşullarda (hidrolitik, oksidatif, foto indüklenmiş) denemeler gerçekleştirildi. 

6.2.1. pBR322 Plazmid DNA’sının Hidrolitik Kesimi 

Herhangi bir ilave ajan ve ışık gerektirmediği için DNA’nın hidrolitik kesimi 

biyolojik olarak öneme sahiptir. Bu amaçla komplekslerin DNA’yı fosfodiester 

bağlarının hidrolizi yoluyla kesebilme etkinliğini değerlendirmek için denemeler 

yapıldı.     

Komplekslerin hidrolitik DNA kesim kabiliyetini araştırmak için süpersarmal 

pBR322 DNA’sı sulu tampon çözelti içinde herhangi bir indirgeyici/yüseltgeyici ajan 

ilave etmeksizin kompleks ile inkübe edildi. Komplekslerin kesim yeteneği ilk olarak 

süpersarmal formun kırık dairesel ya da lineer açık dairesel DNA şekline dönüştüğü 

plazmid gevşeme denemesi kullanılarak izlendi. 

6.2.1.1 pH’nın DNA Kesim Aktivitesine Etkisi 

Plazmid DNA’nın kompleks tarafından kesiminin optimal şartlarını belirlemek 

için kesim reaksiyonlarının pH bağımlılığı incelendi. Bu amaçla her bir kompleks için 

pH 5-9 aralığında Tris-HCl (50 mM) tamponları kullanılarak ve diğer bütün 

parametreler aynı tutularak kesimin en etkin olduğu pH değeri belirlendi. Bu çalışma 

sırasında kompleks konsantrasyonları 100 μM; DNA konsantrasyonu ise 250 ng olarak 

belirlendi. Kompleksler için bütün çalışmalarda  standart şartlar da (37 °C’de bir saat 

inkübasyonun ardından 100 volt altında 90 dakika) elektroforez işlemi gerçekleştirildi. 

Kesim ürünlerinin UV ışığı altında elde edilen görüntüleri Şekil 28’de gösterilmektedir. 

Komplekslerin pH bağımlı nükleaz denemesinde K2, K3, K4 ve K5 için optimum pH 7, 

K1 için pH 5 olarak belirlenmiştir. Bundan sonraki çalışmalarda belirlenen pH daki 

tamponlar kullanılmıştır. 
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Şekil 28. Komplekslerin pH’a bağlı kesim aktiviteleri  
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Kuyu içerikleri: 

a: DNA kontrol: 9.5 µL Tris-HCl +0.5 µL DNA. 

b: DNA kontrol: 7.5 µL Tris-HCl (pH 7) +2 µL DMF +0.5 µL DNA. 

1: 7.5 µL Tris-HCl (pH 5)+ 2 µL kompleks (100 µM) +0.5 µL DNA.  

2: 7.5 µL Tris-HCl (pH 6)+ 2 µL kompleks (100 µM)+0.5 µL DNA. 

3: 7.5 µL Tris-HCl (pH 7)+ 2 µL kompleks (100 µM) +0.5 µL DNA. 

4: 7.5 µL Tris-HCl (pH 8)+ 2 µL kompleks (100 µM)+0.5 µL DNA. 

5: 7.5 µL Tris-HCl (pH 9)+ 2 µL kompleks (100 µM)+0.5 µL DNA. 

6.2.1.2. Kompleks Konsantrasyonunun DNA Kesim Aktivitesine Etkisi 

Kompleks konsantrasyonunun nükleaz etkinliği üzerine etkisi, çalışmada bir 

önceki aşamada her bir kompleks için bulunmuş olan etkin pH’yı sağlayan tampon 

sistemlerinin içinde pBR322 plazmid DNA’sını ve farklı konsantrasyonlarda kompleks 

bileşenlerini içerecek şekilde oluşturulan reaksiyon karışımlarının 37 °C’de 1 saatlik 

süre sonunda kesim ürünlerinin incelenmesiyle değerlendirildi. Yapılan ön çalışmalar 

incelenen maddelerin hangi konsantrasyon aralığında etkin olduğu sonucununa 

ulaşılmasını sağladığı için bu denemede komplekslerin her biri için 1, 10, 25, 50, 100, 

250 µM konsantrasyonlarını içeren örnekler çalışıldı. Kesim ürünlerinin UV ışığı 

altında elde edilen görüntüleri Şekil 29’da gösterilmektedir. Görüntülerin detaylı 

incelenmesi sonucu; K1 düşük konsantrasyonlarda yüksek nükleaz aktivitesi göstermiş; 

K2 denenen her konsantrasyon değerinde lineer form oluşturmuş, bunların içinden en az 

süpersarmal formun kaldığı görüntü seçilmiştir. K3 her konsantrasyon aralığında 

yüksek kesim aktivitesi göstermiş, kullanılan plazmid DNA’nın bileşimi dikkate 

alınarak makul oranda süpersarmal form kalmış olan görüntü seçilmiştir. K4’de en 

belirgin lineer form görüntü oluşturmuş konsantrasyon seçilmiştir. K5 ise yüksek 

konsantrasyonda lineer form oluşturmuştur. Bu bilgiler ışığında kompleksler için 

seçilen optimum konsantrasyonlar sırası ile 1, 25, 25, 10, 250 µM ’ dır. 
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Şekil 29. Komplekslerin konsantrasyona bağlı kesim aktiviteleri 
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Kuyu içerikleri: 

a: DNA kontrol: 9.5 µL Tris-HCl +0.5 µL DNA  

b: DNA kontrol: 7.5 µL Tris-HCl +2 µL DMF +0.5 µL DNA 

1: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks (1 µM) +0.5 µL DNA  

2: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks (10 µM)+ 0.5 µL DNA  

3: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks (25 µM)+ 0.5 µL DNA  

4: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks (50 µM)+ 0.5 µL DNA  

5: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks (100 µM)+ 0.5 µL DNA  

6: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks (250 µM)+ 0.5 µL DNA 

6.2.1.3. İyonik Şiddetin DNA Kesim Aktivitesine Etkisi 

DNA kesimine elektrostatik katkı iyonik güç çalışmasıyla incelenmiştir. Bu 

aşamaya kadar gerçekleştirilen denemelerde elde edilen optimum pH ve etkin 

konsantrasyon değerleri kullanılarak her bir ligand ve kompleks için reaksiyon ortamına 

ilave edilen tuz (NaCl) konsantrasyonu değiştirilerek (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 100 µM), 

sabit pBR322 konsantrasyonu ile oluşturulan reaksiyon karışımları 37 °C’de 1 saat 

süreyle inkübasyona bırakıldı. Bu süre sonunda elde edilen kesim ürünlerinin agaroz jel 

elektroforezi ile incelenmesiyle elde edilen sonuçlar Şekil 30’da verilmektedir. 

Görüntülerin ayrıntılı incelenmesi sonucunda; komplekslerin düşük tuz 

konsantrasyonlarında sınırlı aktivite gösterdiği, K3’ ün en yüksek  NaCl’ ye bağlı 

nükleaz aktivitesine sahip olduğu gözlendi. Görüntülerin ayrıntılı incelenmesi 

sonucunda; komplekslerin düşük tuz konsantrasyonlarında sınırlı aktivite gösterdiği, 

K3’ ün en yüksek  NaCl’ ye bağlı nükleaz aktivitesine sahip olduğu gözlendi. 
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Şekil 30. Komplekslerin nükleaz etkinlikleri üzerinde tuz konsantrasyonunun etkisi.  
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Kuyu içerikleri; 

a: DNA kontrol: 9.5 µL Tris-HCl+ 0.5 µL DNA 

b: DNA kontrol: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 0.5 µL DNA 

1: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 0.5 µL DNA  

2: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (2,5 µM)+ 0.5 µL DNA  

3: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (5 µM)+ 0.5 µL DNA  

4: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (10 µM)+ 0.5 µL DNA  

5: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (20 µM)+ 0.5 µL DNA   

6: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (40 µM)+ 0.5 µL DNA  

7: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (80 µM)+ 0.5 µL DNA 

8: 5.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 2 µL NaCl (100 µM)+  0.5 µL DNA 

6.3.1. pBR322 Plazmid DNA’sının Oksidatif Kesimi 

Komplekslerin hidrolitik kesim aktivitelerinin belirlenmesinin ardından oksidatif 

kesim kabiliyetlerinin araştırılması amacıyla kesim reaksiyonları hidrojen peroksit (H2O2) 

(0.4 M), askorbik asit (AA) (2.5 mM), merkaptoetanol (ME) (0.4 M) ilave ajanların 

varlığında 50 mM Tris-HCl (Optimum pH) tamponu içerisinde 250 ng DNA varlığında 

optimum konsantrasyonlarda kompleks ilavesiyle 37 °C’de 1 saat süreyle inkübasyonun 

ardından gerçekleştirildi ve bu ilave ajanların kesime aktivatör niteliğinde etkisi olup 

olmadığı Şekil 30’de gösterilen jel görüntülerinin incelenmesiyle ortaya konuldu. 

Bu çalışma sırasında H2O2, ME, AA’ in yalnız başına olduğu durumlarda DNA’ya 

etki edip etmediğinin incelenmesi sebebiyle sadece DNA üzerine bu bileşenlerin ilave 

edilmesiyle aynı şartlarda gerçekleştirilen kontrol denemesi sonucunda elde edilen 

görüntü de Şekil 31’de verilmiştir. Kontrol denemesi ile ortamda kompleksler 

olmadığında bu bileşenlerin DNA kesimini indükleyici bir etkilerinin olmadığı belirlendi.  

Komplekslerin görüntüleri incelendiğinde H2O2’ in indükleyici etkisinin en fazla 

K3 ve K5 de olduğu, K4’ün kesim aktivetesi üzerinde hiçbir etkisi olmadığı 

gözlenmiştir. Merkaptoetanol’ün indükleyici etkisinin K2 ve K5 de eşdeğer ölçüde 

etkili, K1, K3 ve K4 de etkili olmadığı gözlenmiştir. Askorbik asit, K4 hariç bütün 

komplekslerde indükleyici etki göstermiştir. İndükleyici ajanlar arasında sıralama 

yapıldığında ME’ün az etkili aktivatör ajan olduğu söylenebilir. 
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Şekil 31.  Komplekslerin indükleyici ajan varlığında oksidatif kesimi 
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Kuyu içerikleri: 

a: DNA kontrol: 9.5 µL Tris-HCl+ 0.5 µL DNA 

b: DNA kontrol: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 0.5 µL DNA 

1: 6.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 1 µL H2O2+ 0.5 µL DNA  

2: 6.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 1 µL H2O2+ 0.5 µL DNA  

3: 6.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 1 µL ME+ 0.5 µL DNA  

4: 6.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 1 µL ME+ 0.5 µL DNA  

5: 6.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 1 µL AA+ 0.5 µL DNA   

6: 6.5 µL Tris-HCl+ 2 µL kompleks+ 1 µL AA+ 0.5 µL DNA  

6.3.2. pBR322 Plazmid DNA’sının Işıkla İndüklenmiş Kesimi 

Plazmid DNA’nın kompleksler tarfından kesim etkinliğine çeşitli kimyasalların 

aktivatör niteliğindeki etkilerinin ortaya konulduğu çalışmanın ardından ışıkla 

indüklemenin de katkısının olup olmayacağı incelendi. Bu amaçla 50 mM Tris-HCl (pH 

7) içerisinde hazırlanan komplekslerin 100µM kompleks konsantrasyonu ile DNA’nın 

bulunduğu karışım başka hiçbir ilave ajan olmaksızın UV ışığı altında inkübe edildikten 

sonra standartize edilen yol takip edildi ve reaksiyon ürünlerinin incelenmesi 

neticesinde UV ışığının K1, K2 ve K5 de kesimi indüklediği belirlendi (Şekil 32). 

Yapılan denemelerde pBR322 plazmid DNA’sının kompleksler tarafından kesim 

aktivitelerine K3 ve K4 de UV ışığının etkisinin, DNA’nın yalnız başına kullanıldığı 

kontrol denemelerinde oluşturduğu etkiden fazla olmadığı tespit edilmiştir. 

 

 

 

 



80 

 
 

 

 

Şekil 32. Komplekslerin nükleaz etkinliklerinin UV ışığı altındaki değişimi 

Kuyuların içerikleri: 

a: DNA kontrol: 9.5 µL Tris-HCl+ 0.5 µL DNA  

b: DNA kontrol: 9.5 µL Tris-HCl+ 0.5 µL DNA (UV) 

c: DNA kontrol: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 0.5 µL DNA 

d: DNA kontrol: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL DMF+ 0.5 µL DNA (UV) 

1: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL (K1)+ 0.5 µL DNA  

2: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL (K2) + 0.5 µL DNA  

3: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL (K3) + 0.5 µL DNA  

4: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL (K4) + 0.5 µL DNA  

5: 7.5 µL Tris-HCl+ 2 µL (K5) + 0.5 µL DNA   

Kompleksler UV ışığı altında ve karanlıkta ayrı ayrı inkübe edilip elektroforeze 

tabi tutulmuştur. 
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6.3.3. Antioksidan Aktivite 

Şimdiye kadar gerçekleştirilen DNA etkileşme çalışmaları ile incelenen 

komplekslerin iyi derecede DNA bağlanma yeteneği ve iyi derecede kesim aktivitesi 

gösterdiğinin ortaya konulması sebebiyle bu bileşiklerin antioksidan aktiviteleri 

çalışmaya değer görülmüştür. Bu yüzden ligand ve komplekslerin antioksidan 

potansiyellerini incelemek için deneyler gerçekleştirildi. Bu amaçla ligand ve 

komplekslerin süperoksit ve DPPH radikal süpürme aktiviteleri incelendi. 

6.3.3.1. DPPH Radikal Süpürme Aktivitesinin Belirlenmesi 

İncelenen komplekslerin ve ligandların antioksidan etkinliklerini ikinci bir yolla 

ortaya koymak amacıyla, hızlı, basit ve uygun bir yöntem olması sebebiyle DPPH 

radikallerini süpürme aktivitesi de incelendi. Bu amaçla metanol içerisindeki DPPH 

çözeltisinin absorbasındaki düşme kompleks ilavesiyle takip edildi. Absorbansın %50 

oranında düşmesini sağlayan kompleks konsantrasyonu SC50 olarak değerlendirildi ve 

bu değer aynı şartlarda bilinen antioksidan maddeler olan AA ve BHA için yapılan 

denemeden elde edilen SC50 değeriyle karşılaştırıldı (Tablo 6). Bu karşılaştırma 

sonucunda K1, K2 ve K3 ve ligandların tamamının BHA’ya göre daha düşük SC50 

değerine sahip olduğu yani DPPH radikallerini giderme etkinliğinin daha yüksek olduğu 

ortaya konuldu. AA ile kıyalandığında ise L1, L2, L3 ve L4’ün daha fazla aktivite 

gösterdiği tespit edildi (Şekil 33). 
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Şekil 33. Kompleks ve Ligandların % DPPH Radikal Süpürme Aktivitesi-

Konsantrasyon eğrileri 
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6.3.3.2. Süperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Kompleksler NBT testi ile SOD aktivitesi için biyolojik pH (pH=7.8)’da 

incelendi. Yapılan çalışmalar sonrasında ortamda oluşturulan süperoksit radikallerinin 

%50’sini süpüren kompleks konsantrasyonları hesaplanarak aynı yöntemle test edilen 

ticari SOD enzimi için hesaplanan SC50 değeri ile karşılaştırılmıştır (Şekil 34). Elde 

edilen değerler Tablo 6’da özetlenmiştir. 
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Şekil 34. Kompleks ve Ligandların (SOD) % Süperoksit Radikal Süpürme Aktivitesi-

Konsantrasyon grafikleri 

 

Tablo 6’da görüdüğü gibi Süperoksit radikallerini süpürme aktivitesi en fazla 

olan kompleks K1 dir. 
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Tablo 6. Kompleks ve Ligandların radikal süpürme kapasiteleri ( SC50 µM) 

 

KOMPLEKS 

KOD. 

DPPH 

SC50 (µM) 

SOD 

SC50 (µM) 

LİGAND 

KOD. 

DPPH 

SC50 µM 

SOD 

SC50 (µM) 

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. TARTIŞMA ve SONUÇ 

DNA çoğu antikanser ilacının birincil hücre içi hedefidir (167). DNA ile metal 

komplekslerinin etkileşimi DNA hasarını indükleyerek hücre bölünmesini engeller ve 

neticede hücre ölümüne yol açar (168). DNA bağlanması çoğu durumda DNA kesimi 

için kritik adımdır ve kanser tedavisi için tümörün yerleşim mekanizmasının 

anlaşılmasında muazzam öneme sahiptir (169). Bu sebeple, DNA-bağlanma çalışmaları 

DNA’yı hedefleyen yeni ve daha etkili ilaçların dizaynı için önemlidir (170). Bu yüzden 

tez kapsamında incelenen ligand ve komplekslerin DNA’ya bağlanma türü ve eğilimi 

farklı deneysel tekniklerin yardımıyla analiz edildi. 

Spektrumda gözlenen değişiklikler etkileşimin varlığı ve türü konusunda kanıt 

sağladığı için (171), UV spektroskopik titrasyon DNA’nın metal komplekslerle 

bağlanma modunu araştırmak için etkili bir metoddur (172). Ayrıca bakır (II)  

komplekslerinin DNA etkileşimi gösterdikleri bilindiği için (170, 173, 174) tez 

kapsamında incelenen ferrosen ligandlarının ve bunların bakır komplekslerinin DNA ile 

etkileşip etkileşmedikleri UV/Vis absorbsiyon spektrofotometresi kullanılarak çalışıldı. 

Spektral değişiklikler ilacın DNA’ya bağlanmasını takiben DNA’nın yapısında ve 

konformasyonunda meydana gelen değişiklikleri yansıtır (175). Metal komplekslerinin 

DNA ile çeşitli türlerde etkileşimleri rapor edilmiştir. DNA çift sarmalının dış 

kısmındaki negatif yüklü fosfatlar boyunca gerçekleşen elektrostatik etkileşim, DNA 

olukları ile etkileşim ve interkalasyon yapan ajanın katlanmamış DNA’nın baz çiftleri 

arasına yerleştiği interkalasyon modeli önemli bağlanma türlerinden bazılarıdır (176). 

Geçiş metal komplekslerinin birçok yararlı uygulamaları komplekslerin DNA ile 

interkalasyon modu yoluyla bağlanmalarını gerektirmektedir (177). İnterkalatörler DNA 

çift sarmalının baz çiftleri arasına girebilecek ve etkileşebilecek düzlemsel aromatik 

heterosiklik bir fonksiyonel grup içeren küçük moleküllerdir (177). İnterkalasyon 

yoluyla bağlanan bileşikler interkalasyon düzlemsel aromatik kromofor ile DNA’nın 

baz çiftleri arasında güçlü bir etkileşim içerdiği için genellikle absorbsiyon 

spektrumunda küçük bir kırmızı ya da maviye kaymayla birlikte ya da kayma 

olmaksızın hipokromizm ile sonuçlanır (178). Hipokromizm DNA’nın sarmal ekseni 

boyunca kısalması ve aynı zamanda konformasyon değişimi sonucunda meydana 

gelirken, hiperkromizm DNA çift sarmalının zarar görmesinden kaynaklanır (175). 
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Genelde hiperkromizm ve hipokromizm DNA’nın çift sarmal yapısındaki 

değişikliklerle ilgili spektral özelliklerdir. Hiperkromizm DNA’nın ikincil yapısının 

kırılması anlamına gelirken hipokromizm kompleksin DNA’ya elektrostatik etki ile 

veya sarmalı kararlaştırabilen bir etkileşim türü olan interkalasyon ile bağlandığını 

göstermektedir (179, 180). 

Metal interkalatörlerin DNA’ya bağlanma gücünün, etkileşen aromatik halkanın 

büyüklüğü ve elektron yoğunluğuna bağlı olduğu kadar aynı zamanda hidrofobik ve 

hidrofilik etkileşimlerin birleşmiş etkisine de bağlı olduğu tahmin edilmektedir (181). 

İnterkalatör bileşiğin koordine aromatik halkalarının düzlemselliği ve ayrıca istiflenme, 

hidrojen bağı ve elektrostatik etkileşimler arasındaki kooperativite tarafından sağlanan 

ilave kararlılık da DNA bağlanma ilgisini etkileyecektir (182). Özetle söylenecek 

olursa, genel olarak interkalasyon DNA’ya bağlanan bileşik üzerinde kısmi bir 

hidrofobik, polar ve düzlemsel bölge gerektirmektedir ancak interkalatör ile DNA 

arasındaki elektrostatik, dipoldipol ve H-bağı etkileşimleri de önemlidir (114).  

Çalışılan komplekslerin absorbsiyon spektrumlarında artan CT-DNA ilavesiyle 

meydana gelen spektral değişiklikler incelendiğinde tüm komplekslerin maksimum 

absorbanslarında düşme (hipokromizm) gözlendi. Ancak maksimum absorbansın 

olduğu dalga boyunda bazı komplekslerde kırmızıya (yüksek dalga boyu, batokromik), 

bazı komplekslerde ise maviye (kısa daga boyu, hipsokromik) kayma gözlenirken 

bileşiklerin sadece dört tanesinde de (K1, K3 ve L2) absorbansta sırasıyla %20, %42, 

%39 ve %20 oranında dikkate değer ölçüde azalma gözlenmesine rağmen herhangi bir 

kayma gözlenmedi. Bu tür spektroskopik değişiklikler kompleksin DNA ile 

interkalasyon yolu ile etkileşim yaptığı anlamına gelmektedir. Kompleks/ligand  

DNA’nın baz çiftleri ile interkalasyon etkileşimi yaptığında ligand/kompleks’in 

aromatik halkasının π* orbitali, baz çiftlerinin orbitalleri ile çiftleşerek π-π* geçiş 

enerjilerini düşürür (183). Böylece dalga boyunda kayma gerçekleşir. Öte yandan 

örtüşen π orbitali kısmen elektronlarla doludur böylece geçiş olasılıklarında düşmeyle 

birlikte beraberinde hipokromizm ile sonuçlanır (184). Genellikle interkalasyon yoluyla 

bağlanmanın gücü hipokromizmin büyüklüğü ile paralel olduğu için (185) çalışılan 

bileşiklerler arasında en güçlü etkileşimi L3 ligandının yaptığı söylenebilir. 
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Komplekslerin DNA ile etkileşimini daha ileri düzeyde ortaya koymak için iyi 

bilinen bir interkalatör olan etidyum bromür (EB) (188) kullanılarak absorbsiyon 

spektroskopisi tekniğiyle (189) yarışmalı bağlanma denemesi uygulandı. 480 nm 

civarında absorbsiyon maksimumuna sahip olan serbest EB, DNA ile etkileştiğinde 

maksimum absorbansı, absorbsiyondaki azalmayı takiben daha yüksek dalga boyuna 

kaymaktadır. Bu durum EB’nin DNA baz yığınları arasına interkalasyon yaptığının bir 

kanıtıdır (190). Şekil 27’de görüldüğü gibi serbest EB’nin absorbsiyon maksimumu 

(480 nm) DNA varlığında 482 nm’ye kaymış ve absorbsiyon yoğunluğu azalmıştır. 

Ancak EB-DNA çözeltisine komplekslerin ilavesiyle komplekslerin DNA’ya 

bağlanmak için EB ile yarıştığının göstergesi olacak şekilde absorbsiyon yoğunluğunda 

artış gözlenmiştir. Absorbsiyon spektrumunda gözlenen bu değişikliklerin iki nedeni 

olduğu düşünülmektedir. İlki; EB komplekslere kuvvetlice bağlanır bu durumda DNA 

ile interkalasyon yapan EB miktarının azalmasına yol açar. Diğeri ise DNA ile 

interkalasyon yapmak için komplekslerle EB arasında bir yarış vardır ve DNA-EB 

sisteminden bir miktar serbest EB salınır. 

Yeni bir absorbsiyon piki oluşmadığı için ilk varsayım daha az desteklenmektedir 

(191). Çalışmada incelenen tüm komplekslerin benzer eğilimler gösterdiği gözlemlendi. 

Yukardaki bilgiler ışığında elde edilen sonuçlar komplekslerin DNA ile interkalatif 

yolla etkileştiğini açıkça göstermektedir. EB ile yarışmalı bağlanma çalışmaları 

literatürde yaygın bir şekilde floresans spektroskopisi ile incelenmesine rağmen (192, 

193) absorbsiyon spektroskopisi tekniğiyle yapılan ve sonuçların benzer şekilde 

yorumlandığı çok sayıda çalışma da bulunmaktadır (189, 192, 195). 

DNA erime profili sarmal kararlılığı hakkında oldukça bilgi verici (196) olduğu 

için farklı bağlanma modlarını ayırt etmek amacıyla DNA erime denemeleri 

uygulanmaktadır (195). Bu amaçla çift sarmal DNA’nın tek zincirli nükleik asitlere 

dönüşümünü karakterize eden DNA’nın erime sıcaklığı (Tm) 260 nm’de sıcaklığın 

fonksiyonu olarak absorbansı takip etmekle belirlenmektedir (197). Tm, DNA’daki baz 

çiftlerinin yarısının eşleşmemiş olduğu sıcaklık olarak tanımlanmaktadır (198). 

Tm, çift sarmalın kararlılığıyla kesinlikle ilişkilidir ve kimyasalların DNA ile 

etkileşimi Tm’yi değiştirebilir (182). Bu değişiklik 260 nm’de çift sarmal formdaki 

DNA bazlarının molar absorblama katsayısının tek zincirli formdakinden daha düşük 
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olması sebebiyle 260 nm’de absorbanstaki artış nedeni ile ilişkilidir (41, 199-201). 

Literatüre göre doğal ya da sentetik bileşiklerin DNA ile etkileşimi, istiflenme 

etkileşimlerini kararlaştırması sebebiyle, çift sarmalın kararlılığıyla sonuçlanır ve 

DNA’nın erime sıcaklığında bir artışa neden olur (202, 203). Bir tampon çözelti 

içerisindeki DNA’nın erime sıcaklığı ile DNA bir kimyasal ile birlikte olduğu 

durumdaki erime sıcaklıkları arasındaki farklılık bileşiğin DNA’ya bağlanması 

interkalasyon ile gerçekleşirse genellikle büyüktür. Öte yandan, DNA’ya bağlanma 

şekli interkalatif değilse erime sıcaklıkları arasındaki farklılık genellikle daha küçüktür 

(196). Tm’deki artış DNA’daki interkalasyon bölgelerinin sayısıyla doğrudan orantılıdır 

(204). 

UV–Vis absorbsiyon titrasyonları ile interkalasyon yoluyla etkileştiği düşünülen 

tez kapsamında incelenen komplekslerin yarışmalı EB bağlanma çalışmaları sonucunda 

da DNA’ya interkalasyon yoluyla bağlandıkları gösterilmiştir. Bu düşüncelerin farklı 

bir teknikle bir kez daha desteklenmesi amacıyla CT-DNA’nın ligand ve kompleksler 

olmaksızın ve onların varlığında termal erime eğrilerinin çizilmesiyle elde edilen Tm 

değerleri incelendi. Literatürden elde edilen bilgiler ışığında erime sıcaklığındaki 5-12  

C ̊ arasındaki artışların DNA ile interkalasyon türü bağlanmaya işaret ettiği 

belirlenmiştir (205). İncelenen kompleks ve ligandların Tm değerlerindeki artış, K5 için 

10.2, L5 için 10.95, K1 için 7.25 C  ̊ olarak belirlenmiş olup bileşiklerin CT-DNA ile 

kararlı şekilde istiflenerek interkalasyon yoluyla etkileştiğini desteklemektedir (182). 

K2 için Tm değeri 4.05 C ̊ dir ve kompleksin parsiyel interkalasyon bağlanma ile CT-

DNA ile etkileştiğinin göstergesidir. Diğer bileşiklerde gözlenen erime sıcaklığındaki 

küçük artışlar kompleksin DNA ile interkalasyon dışındaki bağlanma türleri ile 

etkileştiğini göstermektedir (206). 

Kimyasal nükleazlar DNA’yı oksidatif bir yolla kesebilen redoks aktif 

koordinasyon komplesleridir (184). Sentetik metalonükleazlar, metal iyonunu etkili bir 

şekilde DNA kalıbının yakınına ulaştıran ligandlara gereksinim duyarlar (173). Geçiş 

metal kompleklerinin nükleaz etkinliğini ortaya koyabilmek için jel elektroforezi yaygın 

olarak kullanılan bir tekniktir; bu metodda moleküllerin izolasyonu bir jel aracılılığıyla 

elektrik alanı etkisi altında hareketlerinin kısmi hızına bağlı olarak gerçekleşmektedir. 

DNA negatif yüklüdür ve elektrik alana yerleştiğinde anota doğru hareket eder, 
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DNA’nın göçünün boyutuna, elektrik alanının gücü, tampon ve agaroz jelinin 

yoğunluğu ile DNA’nın büyüklüğüne bağlı olarak karar verilir. Doğal olarak elde edilen 

plazmid DNA başlıca kapalı çemberimsi süpersarmal formda (Form I) olduğu kadar, 

kırık (Form II) ve küçük parçacıklar halinde lineer form (Form III)’dadır. Küçük 

moleküllerin plazmid DNA ile interkalasyonu süpersarmal formdaki DNA’yı 

gevşetebilir veya kesebilir bu durum hareket hızını azaltır böylece agaroz jel 

elektroforez metodu ile ayrı ayrı görüntülenebilirken, küçük moleküllerin DNA ile basit 

elektrostatik etkileşimi plazmid DNA’nın süpersarmal formunu önemli derecede 

etkilemez böylece süpersarmal DNA’nın hareketi değişmez (207). Bu çalışmanın 

başlıca amaçlarından biri incelenen metal komplekslerinin antikanser bileşik olarak 

değerlendirilip değerlendirilemeyeceğini ortaya koymaktır. Genel olarak metal 

komplekslerinin biyolojik aktivitelerinin, bu metal komplekslerin DNA’ya bağlanma, 

DNA’nın yapısına zarar verme ve fonksiyonunu bozma özellikleriyle yakın şekilde 

ilişkili olduğuna inanılmaktadır (208). DNA fonksiyonunun bozulması replikasyon ve 

transkripsiyon işlemlerinin inhibisyonuna yol açar. Eğer DNA lezyonları çabuk ve 

uygun bir şekilde onarılmazsa neticede hücre ölümü ile sonuçlanır (193). Bu nedenle 

metal iyonları ile aktive edilen DNA’nın endonükleolitik kesim reaksiyonlarına oldukça 

ilgi vardır (209-211). Bu bilgiler ışığında eğer incelenecek komplekslerin DNA kesim 

aktivitesi gösterdiği ortaya konulursa kanser tedavisinde terapötik amaçla 

kullanılabilme imkanı bulacağı açıktır. DNA kesimi oksidatif veya hidrolitik yolla 

gerçekleşmektedir (212, 213). DNA’nın hidrolitik kesimi fosfodiester bağının 

hidrolizini içerir ve daha sonra tekrar birleşen parçalar oluşturarak bu işlemi genomik 

araştırmalarda önemli hale getirir. Aksine DNA’nın oksidatif kesimi şeker ve/veya 

bazın yıkımına yol açarak bu işlemi sıra analizi ve terapötik uygulamalar için uygun 

kılar. DNA’nın fotokimyasal yolla oksidatif kesimi farklı dalga boylarındaki ışığı 

kullanarak kanserin fotodinamik terapisinde uygulama alanı bulur. Bu nedenle bu 

çalışmada farklı koşullar sağlanarak farklı tür kesim aktivitelerinin varlığı incelendi.  

Plazmid DNA’nın herhangi bir ilave ajan ve ışık gerektirmeyen bir yolla 

kesiminin ortaya konulduğu çalışmalar biyolojik olarak öneme sahiptir (189). Hidrolitik 

kesim etkinliğinin en etkin olduğu koşulları belirlemek için yapılan incelemeler 

sonucunda çalışma kapsamında incelenen tüm komplekslerin DNA’yı herhangi bir 
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indirgeyici ajan olmadan kesebilme yetenekleri olduğu için hidrolitik kesim aktivitesi 

gösterdiği ortaya konuldu.  

Son zamanlarda, geçiş metal bileşiklerinin in vitro ortamda DNA ile reaksiyonları 

yaygın bir şekilde çalışılmaktadır. Fakat bu çalışmaların büyük bir kısmı hidrojen 

peroksit (214), askorbik asit (215), merkaptopropiyonik asit (216) veya potasyum 

monopersülfat (217) gibi redoks kofaktörlerinin varlığında gerekleştirilmektedir. Canlı 

organizmaların metal kompleksleri ile katalizlenmiş DNA hasarı üretebilmeleri için 

yeterli redoks kofaktörü temin etmeleri çok zor olduğu için (218) herhangi ilave redoks 

kofaktörü olmaksızın geçiş metal bileşiklerinin DNA kesim çalışmaları daha çok tercih 

edilmektedir. Bu sebeple incelenen komplekslerin hidrolitik kesim kabiliyetine sahip 

olmaları oldukça önemlidir. 

Literatüre göre, hidrolitik yol için kesin olmayan bir mekanizma önerilebilir. 

Metal atomu ile ligandın oksijen atomu metallerin yükseltgenmiş hallerindeki kuvvetli 

asit özelliği sayesinde DNA iskeletinin fosfat grubunun oksijeni ile koordinasyon 

yapabilir ve DNA’nın fosfodiester bağının kırılmasına yol açabilir (189). Başka bir 

deyişle, hidrolitik mekanizma genellikle yük nötralizasyonu aracılığıyla nükleofilik 

saldırı yoluyla fosfodiester bağlarını aktifleştirmeye yardım eden ve böylece diester 

bağlarının doğrudan hidrolizine yol açan merkez metal iyonunun Lewis asiditesine 

bağlıdır (178). 

Fakat bir fosfodiester bağının N-içeren ligandların (çalışmada incelenen ligandlar 

bu karakterdedir) bulunduğu kompleksler tarafından da hidrolitik olarak kesilebileceği 

daha önce rapor edilmiştir (219) bu durum da göz ardı edilemez. 

DNA kesimi üzerinde iyonik gücün etkisi önemlidir. Artan iyonik güçle birlikte 

DNA kesimi azalmaktadır. Komplekslerin çoğunun bulunduğu ortamlarda 5 mM NaCl 

konsantrasyonunun üstüne çıkıldığında nükleaz aktivitesindeki belirgin azalma, 

elektrostatik etkileşimin DNA kesim reaksiyonunu bir derecede etkilediğini 

göstermektedir. Benzer bir çalışma literatürde Zhu ve arkadaşları (2010) tarafından 

tetraazamakrosiklik oksamido nikel(II) kompleksleri üzerinde yapılmış ve elde edilen 

benzer sonuç aynı şekilde yorumlanmıştır (220). 
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DNA’nın oksidatif kesiminin mekanizması elektron transfer süreçlerine, rol alan 

aktif türlere ve hedef bölgelere dayanarak farklı kategorilere ayrılabilir. Bu 

mekanizmalarda, reaktif oksijen veya metal-okso türleri (ROT/RMOT), nükleobaz 

modifikasyonları veya tek elektron transferi (SET), hidrojen atom transferi (HAT) veya 

protonla eşleşmiş elektron transferini içeren şeker biriminden hidrojen çıkarılması 

işlemleri rol alır (212). 

Farklı metalonükleazların DNA-kesim kabiliyeti reaktif türlerin reaktivitesi 

tarafından yaygın bir şekilde belirlenir. Aerobik ortamda veya yardımcı oksitleyicilerin 

{Askorbat, H2O2, MPA (3-merkaptopropiyonik asit), DTT (ditiyotreitol), MMPP 

(magnezyum monoperoksiftalat), PAA (poli akrilik asit)} varlığında pek çok reaktif 

araürün (
•
OH, 

•
O2

-
) oluşur (221). Moleküler oksijenin indirgenmesi süperoksit anyonu 

(O2
-
), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (

•
OH) gibi ROT’ların bir grubunu 

oluşturabilir. Hidrojen atomlarını DNA bazlarının çift bağlarına ekleyerek ya da şeker 

biriminden hidrojen atomlarını çıkararak DNA hasarına aracılık eden 
•
OH radikali aşırı 

derecede güçlüdür ve 2.8 V’luk redoks potansiyeli ile birlikte kolay difüze edilebilen bir 

oksidandır (222). Singlet oksijen (
1
O2) oksijenden türeyen başka bir radikal türüdür ve 

sıklıkla DNA’nın oksidatif kesiminde enerji transferi ile rol alır. Çeşitli ligandların 

çevrelerinde olduğu geçiş metal iyonları birincil ve ikincil RMOT’ların yanında 

ROT’ları oluşturmak üzere redoks çevriminde anahtar bir rol oynar (221).  

Bu bilgilerin ışığında, herhangi bir ilave ajan olmaksızın uygun koşulların 

sağlanmasıyla Form I halindeki plazmid DNA’yı Form II ve Form III’e dönüştürme 

yeteneklerine sahip olan tez kapsamında incelenen komplekslerin hidrolitik kesim 

aktivitelerine bazı kimyasalların etkisini incelemek amacıyla yapılan denemede 

askorbik asit (AA) ve H2O2’nin önemli derecede aktivatör etkisi gösterdiği ancak bir 

indirgeyici olan β-merkaptoetanol (ME)’un aktivatör etkisinin K2, K5 dışında yok 

denecek kadar az olduğu tespit edildi. 

İlk olarak sadece AA, ME ve H2O2 kullanılarak kompleksler olmadan yapılan 

kontrol denemelerinde önemli bir DNA kesiminin gözlenmemiş olması bu 

komplekslerin kesimdeki katalitik rolünü ortaya konmaktadır. Tüm kompleksler H2O2 

ve AA varlığında göze çarpan bir kesim etkinliği göstermişlerdir. Bunun sebebinin 

hidroksil radikallerinin artan üretimi sebebiyle olabileceği düşünülmektedir (223). 
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Hidroksil radikalleri çeşitli kimyasal ve fiziksel proseslerle üretilmektedir. Geçiş 

metallerinin aracılık yaptığı hidroksil radikali üretiminin birkaç yolla oluştuğu 

bilinmektedir. İyi bilinen bir yol Fenton mekanizmasıdır (224). Bu OH
•
 radikalleri 

deoksiriboz kısmının oksidasyonunda rol alır ve şeker fosfat iskeletinin hidrolitik 

kesimiyle sonuçlanır. Chiou ve arkadaşları (1985) oksijen ve metal iyonları varlığında 

H2O2 üretebilme kabiliyeti sebebiyle askorbatın, sulu çözeltide hızlıca dismutasyona 

maruz kalan süperoksit ürettikleri bilinen MPA ve DTT gibi diğer indirgeyici ajanlardan 

daha fazla etkili olduğunu göstermiştir. Mevcut çalışmada da, DNA kesimi için en iyi 

aktivatörün AA olduğu saptanmıştır (225). 

Işıkla indüklenmiş DNA kesimi, elektron ve enerji transferinin yaygın olarak 

gözlendiği işlemler sonucunda foto sitotoksik etki oluşturmak üzere ışığın, oksijenin ve 

ışığa karşı duyarlı ilaçların aynı ortamda birlikte bulunmasını gerektirmektedir (226). 

Toksisite oluşumuna yol açmayan ve yüksek seçici nitelikte olan ışıkla uyarılmış DNA 

kesimi katı tümörlerin tedavisi amacıyla artan bir ilgi görmektedir (184). DNA’nın 

oksidatif kesimi için kabul edilen stratejilerden biri olan UV ışığı ve doğal ışıkla 

uyarmaya dayanan yöntem tümör tedavisindeki potansiyel kullanımı nedeniyle önem 

kazanmıştır (227).    

Fotodinamik terapi ajanları genellikle hücre ölümüne yol açan singlet oksijen ya 

da hidroksil radikalleri üreterek moleküler oksijeni etkinleştiren bir foto duyarlayıcı 

kullanmaktadır (228). Tez kapsamında incelenen kompleksler DNA ile birlikte UV 

ışığına maruz bırakılmış ve ardından gerçekleştirilen reaksiyon sonrasında incelenen 

kesim ürünleri ışıkla indüklemenin indüklenme yapılmayana göre K1, K2 ve K5 

komplekslerinde kesimi arttırdığı görülmüştür. Buna göre komplekslerin etkisiyle 

gerçekleşen kesim esnasında ışık etkisiyle artan bir elektron ya da enerji transferinin 

olduğu ve bunun sonucunda oluşan ROT’ların miktarında bir artış meydana geldiği 

düşünülebilir. Bu sebeble bu bileşiklerin fototerapide kullanılma potansiyeline sahip 

olduğu söylenilebilir. Daha ileri düzeyde yapılacak olan çalışmalarda Chen ve 

arkadaşlarının (2013) rapor ettikleri çalışmada olduğu gibi oksidatif kesim şartlarında 

yani ortamda bir aktivatör varken ışığa maruz bırakma ve sonrasında kesim ürünlerinin 

incelenmesi gerçekleştirilebilir. Bu şekilde ROT’ların oluşumunun artabileceği tahmin 

edilmektedir. 
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Reaktif oksijen türlerinin ve serbest radikallerin önemi uzun zamandır ilgi 

görmektedir. Hidroksil radikalleri (
•
OH) ve süperoksit anyon radikalleri (O2

-•
) gibi 

serbest radikalleri içeren ROT aktive edilmiş oksijenin çeşitli şekilleridir ve hücresel 

hasarı ve yaşlanma sürecini kötüleştirmektedirler (207). ROT’un üretimi aerobik 

organizmaların yaşamında normal bir süreçtir. Oksidatif stres ya da ROT’un aşırı 

üretimi birçok hastalığa neden olmaktadır. Bu zararlı etkileri giderebilme yeteneği ile 

serbest radikal süpürme etkinliği biyolojik sistemlerde antioksidanların çok önemli bir 

özelliğidir (229).  

Antioksidanlar insan vücudunu SR’ler ve ROT’un etkilerinden koruyabilirler ve 

hem birçok kronik hastalığın sürecini hem de lipid peroksidasyonunu yavaşlatırlar 

(207). Son zamanlarda yapılan çalışmalar geçiş metal komplekslerinin ilginç 

antioksidan aktiviteler gösterdiklerini öne sürmektedir (186, 187). Bu yüzden tez 

kapsamında incelenen ligand ve komplekslerin potansiyel antioksidanlar olarak 

araştırılması önemlidir. Yapılan incelemeler sonrasında incelenen bileşiklerin dikkate 

değer ölçüde antioksidan aktivite gösterdikleri ortaya konuldu.  

Elde edilen bulgular, incelenen komplekslerin süperoksit radikallerini süpürme 

etkinliklerinin ticari olarak temin edilen enzim kadar yüksek olmadığını göstermesine 

rağmen, dikkat çekecek ölçüde yüksek bulunmuştur (K1 için SC50 3,1 μM). Elde edilen 

SC50 değerleri literatürde çalışılan geçiş metal kompleksleri için elde edilen bulgularla 

uyum göstermektedir. Örneğin 2, 6-di ((fenazonil-4-imino)metil)4-metilfenol ligandının 

Co ve Zn kompleksleri için SC50 değerleri sırasıyla 39.1 μM and 55.8 μM olarak 

bulunmuştur (230). Ayrıca, SOD’un farmasötikal amaçlarla kullanımına ilişkin yoğun 

ilgi olduğu ancak biyolojik sistemlerdeki pratik kullanımının dolaşım ömrü, hücrenin 

geçirgen olmayışı, immünojenesite, doku hedefleme, antijenisite, yüksek maliyet ve 

proteinin sistematik enfeksiyonu ile ilgili güçlükler sebebiyle problemli olduğu 

bilinmektedir ve bu sınırlamalardan kaçınmak için, düşük molekül ağırlıklı, biyolojik 

kararlılığa sahip, membran geçirgenliği olan, düşük maliyetli ve toksik olmayan sentetik 

SOD mimiklerinin geliştirilmesine yoğun ilgi vardır (231). Bu nedenle incelenen 

kompleks ve ligandlar SOD enzim mimiği olarak kullanılabilecek niteliktedir. 

Günümüzde, DPPH radikal süpürme aktivitesi sergileyen antioksidanlar gittikçe 

artan bir ilgi görmektedir. Bu tür antioksidanların kanser, yaşlanma ve iltihap önleyici 
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özelliklere sahip olduğu rapor edilmiştir (232). DPPH süpürme aktivitesi bir bileşiğin 

radikal süpürme gücünü tayin etmek için kullanılan basit bir metoddur (233). Bu metod 

antioksidanların DPPH radikalini daha kararlı bir DPPH formuna indirgeme kabiliyetine 

dayanmaktadır. DPPH radikali 520 nm civarında bir absorbsiyon maksimumuna 

sahiptir. Serbest radikal süpürücü varlığında DPPH absorbanstaki azalmayla birlikte 

indirgenmiş hale dönüşür (229). İncelenen kompleks ve ligandların dikkate değer 

ölçüde düşük SC50 değerlerine sahip olduğu gözlemlendi. 

Ligandların yapısındaki aktif hidroksil gruplarının kararlı makromolekül radikali 

oluşturmak üzere serbest DPPH radikali ile reaksiyona girebiliceği ve böylece yapıdaki 

aktif hidroksil gruplarının antioksidan aktiviteye katkıda bulunabileceği düşünülebilir 

(234). Çalışmamızda incelenen komplekslerin ligand kısımları bu tür gruplar 

içermektedir. Askorbik asite göre daha yüksek derecede DPPH radikali süpürme 

aktivitesi göstermeleri bu duruma bağlanabilir. Çünkü yapısında böyle bir grubun 

bulunmadığı benzaldehid 4-metil-3-tiyosemikarbazon ligandının rutenyum(II) 

kompleksinin askorbik asite göre DPPH radikallerini süpürmede daha düşük etkinlik 

gösterdiği rapor edilmiştir (235). 
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