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OZET

Suda Coziiniir Ti (IV) Ftalosiyanin Bilesiklerinin DNA Baglanma, DNA Kesim,
Antioksidan, Antimikrobiyal Aktivitelerinin ve Topoizomeraz I inhibisyonunun

Incelenmesi

DNA, genetik hastaliklarin 6zellikle de kanserin tedavisinde 6nemli bir hedeftir.
Kanser hiicrelerinin hizla ¢ogalmasi ve kanserde 6liim oraninin yiiksek olmasi, klinik
tedavide anahtar etkileri nedeniyle, antikanser ilag niteligi gosterebilecek gec¢is metal
komplekslerinin biyolojik olarak incelenmesini arttirmistir. Antikanser ilaglarin birgogu
farkli sekillerde DNA’ya baglanarak etkisini gosterirler. Kanserli hiicrede DNA
cogalmasini bloke ederek, kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ederler. DNA
baglanmasinin ve kesimin mekanizmasini anlamak, etkili antikanser ilaglarinin dizayn
edilmesinin en Onemli temelidir. Bu tiir ilaglarin basarisi, DNA’ya ilgilerine ve

baglanma modlaria baglidir.

Bu ¢alismada ii¢ farkli suda ¢oziiniir tetra substitiie titanyum (IV) ftalosiyanin
(Pc) bilesiklerinin CT-DNA ile etkilesimleri UV-Vis spektroskopisi ve termal
denatiirasyon yontemleri kullanilarak incelendi. Bilesiklerin baglanma sabitleri (Ky)
sirastyla 3.75x10% 2.3x10* ve 4.57x10* M bulunmustur. Bu sonuglar bilesiklerin CT-
DNA’ya farkli ilgiyle baglandigini géstermistir. Bununla birlikte Pc bilesiklerinin DNA
kesim ve topoizomeraz I inhibisyonu calismalar1 agaroz jel elektroforezi kullanilarak
yapildi. Bu calisma sonucunda kullanilan Pc bilesiklerinin plazmid pBR322 DNA’y1
fotokesim yoluyla kestigi ve topoizomeraz I enzimine kars1 dnemli inhibisyon etkisi
gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica bilesiklerin siiperoksit dismutaz (SOD), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) ve metal selat baglanma metotlariyla antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Tiim sonuglar ¢alismada kullanilan ftalosiyanin bilesiklerinin fotodinamik

terapi i¢in uygun ajan olabilecegi diisiiniilmiistir.

Anahtar kelimeler: Ftalosiyanin, DNA baglanma, DNA kesim, topoizomeraz I,
antioksidan, antimikrobiyal aktivite



SUMMARY

Investigation of DNA Binding, DNA Cleavage, Antioxidant, Antimicrobial
Activities and Inhibition of Topoisomerase | of Water Soluble Ti (IV)

Phthalocyanine Compounds

DNA is an important target for treating genetic diseases most notably cancer.
Since cancer cells proliferate rapidly and mortality is high in cancer, it has increased the
biological investigation of transition metal complexes as anticancer drugs because of
their key impact in clinical therapy. Many anticancer drugs exert their anticancer effects
through binding to DNA in various ways, thereby blocking the replication of DNA and
inhibiting the growth of cancer cells. The understanding of DNA binding and cleavage
is the basis for the design of new, efficient anticancer drugs, their effectiveness

depending on the binding mode and affinity towards DNA.

The calf thymus (CT) DNA binding of three different water soluble peripherally
tetra-substituted titanium (IV) phthalocyanine (Pc) compounds were investigated by
using UV-Vis spectroscopy and studies of thermal denaturation in this work. The DNA
binding constants (K,) of Pc compounds were 3.75x10* 2.3x10* and 4.57x10* M™
respectively. However, DNA cleavage and topoisomerase | inhibition of plasmid
pBR322 DNA in the absence and presence of Pc compounds were examined using gel
electrophoresis. All Pc compounds cleaved pBR322 DNA via photocleavage pathway
and exhibited significant inhibitory effects against topoisomerase | enzyme. In addition,
superoxide dismutase (SOD) assay, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay and
metal chelating assay were done to examine antioxidant activities of these
phthalocyanine compounds. Result of all of these studies that Ti (IV) phthalocyanine

compounds can be suitable agent for photodynamic therapy.

Key Words: Phthalocyanine, DNA binding, DNA cleavege, topoisomerase |,

antioxidant, antimicrobial activity



3. GIRIS ve AMAC

Renkleri maviden sarimsi yesile kadar degisebilen ftalosiyaninler dort izoindol
biriminin 1,3 konumlarindan aza kopriileriyle baglanmasi sonucu 18xn elektronlu
diizlemsel aromatik bir makro halkadan olusmaktadir. Ftalosiyaninler hemoglobin,
klorofil A, vitamin B12 gibi porfirinlere yapisal olarak benzemelerine ragmen, dogada
bulunmayan sentetik iirlinlerdir. Diizlemsel konjuge 187 elektron sistemi sebebiyle

ftalosiyaninler de porfirinler gibi yiiksek aromatik 6zellik gosterirler (1).

Ftalosiyaninler optik ve elektriksel Ozellikleri ve termal kararliliklariyla son
yillarda boyama, reaksiyon katalizleme, niikleer kimya, optik veri depolama,
elektrokromik goriintiileme, ince film, kimyasal sensor, sivi kristal ve fotodinamik

terapi ile kanser tedavisi alanlarinda sikga kullanilan bilesikler olmuslardir (2).

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi, isgalci nitelik kazanmasi ve
metastaz yapmasi ile kendini gosteren ve halen gelismis iilkelerin 6liim istatistiklerinde
kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan 6limciil bir hastaliktir (3).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Kurumu (IARC) 2008 yilinda 12.4 milyon yeni
kanser vakasi, 7.6 milyon kanser nedenli 61iim ve ilk tanidan bu yana 5 yil ya da daha az
stire gegmis 28 milyon kanserli hasta oldugunu tahmin etmektedir (4, 5). Kanser
oranlariyla yas arasindaki gii¢lii baglanti goz oniinde bulunduruldugunda, 2030 yilinda
biiyiik bir niifusa etki edecek artan bir kanser yiikiinden s6z edilebilir (4).

Giiniimiizde kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin
uygulanmasinin yani sira son yillarda timor teshisi ve tedavisinde umut verici ve
tizerinde yogun olarak calisilan yontemlerden birisi olan fotodinamik terapi (PDT)
kanser tedavisinde yeni bir yontem olarak ortaya ¢ikmis ve diger kanser tedavi
yontemleri arasinda hasta viicudundaki saglikli hiicrelere daha az zarar vermesiyle

popiiler bir calisma alani olmustur.

Fotodinamik terapi (PDT), 1s18a duyarli bir fotoduyarlastiricinin kanserli dokuda
birikmesi ve uygun dalga boyunda 1s18a maruz birakilmasiyla olusan serbest radikaller
ve singlet oksijenin kanserli dokuyu parcalamasi esasina dayanan bir kanser tedavi
yontemidir. Belli dalga boyundaki 1518in fotoduyarlagtirict madde tarafindan
absorblanmasi ve bu tepkimeler sonucu agiga ¢ikan singlet oksijenin sadece kanserli

doku fiizerinde bir tahribata neden olmasi ve bdylelikle ¢evre dokuya zarar vermeden



yalnizca tiimorlii bolgedeki hiicrelerin yok edilmesi, fotodinamik terapiyi diger kanserle

miicadele yontemlerinden {istiin kilmaktadir (6).

Genetik bilgiyi depolama ve nesilden nesile aktarabilme yetenegi, canliligin temel
bir 6zelligidir ve bu olayda en temel rolii DNA iistlenmektedir. DNA nin genetik bilgi
deposu rolii, kararli olmasina baglidir. Uzun siireli bilginin degismeden korunmasi
hiicre i¢in ¢ok onemlidir. Ancak, DNA yapisindaki degisim yavas bile olsa, fizyolojik
onem tasir. Kanserlesme, DNA’da yavasca biriken geri doniisiimsiiz degisimlerle
yakindan iligkili olabilir. Baz1 kimyasallarin, 6nemli bir hiicresel reseptor olan DNA’ya
baglanarak, DNA’nin replikasyonunu degistirebilmeleri ve timor hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ederek antikanser etkisi goOsterebilmeleri, yeni ve daha etkili
antikanser ilaclarin tasariminda temel olusturur (7). Ayrica bu kimyasallarin etkinlikleri

baglanma modlarina ve etkilerine gore degisebilmektedir (8).

Gegis metal kompleksi igeren DNA baglayicilari, DNA yapisal probu olarak
hastaliklarin tedavisinde, ila¢ etkinliklerinin gelistirilmesi ve yeni ila¢ tasarimlarindaki
onemli uygulamalar1 sebebiyle biyoinorganik c¢alismalarin odak noktasidir (9,10).
Belirli DNA siralarina 6zgii yeni metaloniikleazlarin dizayn1 bilinen restriksiyon
enzimlerine gesitlilik katacaktir. Kimyasal niikleazlar DNA’y1 oksidatif, 1s1kla uyarilmis
ve hidrolitik proseslerle kesebilirler (11). Gegis metal kompleksleri, dogrudan kalip
kesimi ya da baz modifikasyonu olusturacak DNA kesimini uyaran metal ve dioksijenin
redoks Ozellikleriyle, reaktif oksijen tiirlerini olusturacak niikleaz aktiviteleri acisindan

oldukga ¢alisilmaktadir (12).

DNA baglanma, DNA aktivitesi i¢in kritik bir adimdir ve etkili kemoterapotik
ajanlarin ve daha i1yl antikanser ilaglarimin dizayni i¢cin metal kompleksin DNA ile
etkilesiminin arastirilmast 6nemlidir. Metal igeren bilesiklerin DNA ile farkli

etkilesimleri, ilag aktivitesi ve se¢iciliginde alternatif tiirlere yol agar (13, 14).

Metal komplekslerin kanser tedavilerinde kullanimi 1969 yilinda cis-
diamindikloroplatinyum(ll) (cisplatin) bilesiginin bulunmasiyla baslamistir. Ancak
platin metalinin yararli etkisinin yani sira toksik etki de yaratmasi sebebiyle
calismalarda yeni bir metal atomu arayist kagmilmaz olmustur. 1979 yilinda Kopf-
Maier ve Kopf titanosen dikloriir kompleksinin antikanser aktiviteye sahip oldugunu

yayinladiktan sonra ilerleyen yillarda diger metalosen tiirevleri sentezlenerek antikanser



etkileri test edilmistir. Ozellikle titanosen dikloriir kolon, akciger ve gogiis kanserlerine
kars1 iyi antikanser aktivite gostermistir. Bunun yani sira titanyum komplekslerinin,
platin kompleksleriyle karsilastirildiginda ise daha az toksisiteye sahip olduklari
belirlenmistir. Bu sebeple literatiirde kanser tedavilerinde titanyum komplekslerinin
antikanser Ozelliklerine ait oldukca fazla kaynak bulunmaktadir. Benzer sekilde
titanyum komplekslerinin DNA baglanma ¢aligmalariyla antikanser ajanlarin, DNA ile

nasil etkilestiginin mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisilmistir (15).

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda DNA replikasyonu,
transkripsiyonu, rekombinasyon, kromozom yogunlagmasi ve ayrilmasi gibi islemlerde
gerekli olan enzimlerdir. Son yillardaki farmakolojik ¢alismalar, genellikle DNA kii¢iik
olugundaki 6zgiil dizilere baglanarak antikanser aktivite gosteren ilaglarin, DNA
topoizomeraz enzimlerini inhibe ederek de etkili oldugunu gostermistir. Hiicre
cogalmasinda gerekli olan topoizomeraz enzimlerinin bu ilaglar tarafindan inhibisyonu,
kontrolstiz ve hizli bir sekilde boliinen kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durdurabilecegi
diistiniilmektedir (16). Giderek artan ¢esitlilikteki topoizomeraz inhibitorleri, antikanser
aktiviteye sahip ilaglarin tasarimi igin yeni bir kaynak olusturmustur (17). Giiniimiizde
tedavi amaciyla siklikla kullanilan kemoterapotik etkili bu tip ilaglara (daunomisin,
bleomisin vb.) karst diren¢ kazanilmasi veya istenmeyen yan etkilerinin bulunmasi bu
ilaglarin kullanim alanlarini kisitlamaktadir. Bu durum, arastiricilar1 daha etkili ve genis
spektruma sahip, yan etkileri daha az olan kemoterapétik etkili yeni ilaglarin aranmasi

calismalarina yonlendirmektedir.

Serbest radikaller, atomik orbitali lizerinde eslenmemis elektron (e) tasityan
molekiiller olarak tanimlanir. Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi
tetiklemektedir. Temel olarak oksidatif stres biyolojik sistemde prooksidanlarla
antioksidanlar arasindaki dengenin, prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir.
Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina tolere edebilseler de genellikle antioksidan
enzim sistemlerini aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i savunma sistemlerinin yeterli
olamadig1 durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi lizere, reaktif oksijen
bilesikleri ile antioksidanlar arasindaki denge bozulur, dolayisiyla oksidan hasara
duyarli DNA, protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar
goriir (18). Yapilan galismalar, gesitli kategorideki sitotoksik ajanlarin hem in vivo hem

de in vitro olarak serbest radikal {iretimine ve antioksidanlarda kayiba neden olduklarin



gostermistir (19). Klinik c¢alismalarda da antioksidanlar kemoterapinin antikanser
etkisini arttirmistir  (20). Bu nedenle tasarlanan antikanser ilaglarin antioksidan
katkisinin, kemoterapiye bagli toksisite siddetini  ve siklifim1  azaltacagi

diistiniilmektedir.

Bakterilerin enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklere karst gosterdigi direng 21.
yiizyilda ciddi bir kiiresel saglik sorunu haline gelmistir. Son zamanlarda yeni direng
mekanizmalarinin ~ ortaya ¢ikmasi ile farkli simiftan antibiyotiklere direncli
"siipermikroplar" olarak adlandirilan c¢ogul direngli bakteriler biiylik bir tehlike
olusturmaktadir (21). Mevcut antibiyotiklerin hastalarda gelisigiizel ve dikkatsiz
kullanimi, enfeksiyona karsi koruyucu onlemlerin yetersiz olusu antibiyotik direncinin
baslica nedenleridir (22). Mevcut antimikrobiyal ajanlara karst direngli bakteri izolatlar
endise verici bir sekilde artis gostermektedir. Bu durum antibiyotiklere direngli
bakterilere karsi yeni etkili ajanlar aramay1 gerektirmektedir (23, 24). Bu nedenle yeni
bir antibiyotik ilag olma potansiyeli agisindan ftalosiyanin bilesiklerinin etkilerinin

arastirilacak olmasi ilgili konuya farkli bir bakis acis1 kazandiracagi diistiniilmektedir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, antikanser etki gosterdigi literatiir tarafindan belirlenmis
olan titanyum (IV) metali ile ftalosiyanin molekiilleri bir araya getirilip bu ¢alismanin
yapilmasina karar verilmistir. Bu ¢calismada Fen Fakiiltesi Kimya Bolimii 6gretim tiyesi
Dog. Dr. Zekeriya BIYIKLIOGLU tarafindan sentezlenen 3 farkl suda ¢oziiniir Ti (IV)
ftalosiyanin bilesiginin DNA ile etkilesip etkilesmedikleri UV spektrofotometri teknigi
ile incelenecektir. Ayrica baglanma modunun tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in
termal denatiirasyon ¢alismalar1 yapilacaktir. Absorbsiyon spektrumlarindan elde edilen
sonuglar agaroz jel elektroforezi ile desteklenerek 151k varliginda ve yoklugunda DNA
kesim etkinlikleri tespit edilecektir. Ayrica, topoizomeraz I inhibisyonu agaroz jel
elektroforezi ile incelenecek ve bilesiklerin antikanser potansiyelleri ortaya
konulacaktir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitelerini tespit etmek icin siiperoksit ve
DPPH radikalleri siipiirme ve metal selat baglama aktiviteleri incelenecektir. Son olarak
bilesiklerin antimikrobiyal 6zellikleri agar difiizyon metodu ile incelenecektir. Sentezi
ve karakterizasyonu yapilan bu bilesiklerin sahip oldugu potansiyel 6zelliklerin ortaya
konulmasi agisindan bu ¢alisma disiplinlerarast ¢alisma olarak bir 6neme sahiptir. Bu
bilesiklerin 6nemli biyolojik aktivite gostermesi, onlarin fotodinamik terapi i¢in uygun

ajan olarak degerlendirilmesine temel olusturacaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1.Ftalosiyaninler

Adin1 Yunancada mineral yagi anlamina gelen naphta ve koyu mavi anlamindaki
cyanine kelimelerinden alan ftalosiyaninler, 18z elektronuna sahip 16 iiyeli (8 karbon, 8
azot) makrosiklik bilesiklerdir. Renkleri maviden sarimsi yesile kadar degisebilir. Genel
olarak tetrabenzotetraazaporfirinler veya dort izoindolin birimlerinin kondenzasyon
trtinleri olarak bilinirler. Metalli ftalosiyaninlerin olusumu molekiiliin merkezinde

bulunan izoindoliin hidrojen atomlarinin metal atomlariyla yer degistirmesiyle olur (25).

Ftalosiyaninler ilk kez 1907 yilinda Braun ve Tcherniac tarafindan asetik asit ve
ftalimit’den 0-siyanobenzamid sentezi sirasinda yan iirlin olarak elde edilmistir.
Ftalosiyaninlerin yapist 1929’dan 1933’e kadar Linstead ve grubunun yapmis oldugu
calismalar neticesinde aydinlatilmistir. Linstead ftalosiyaninler iizerine yaptigi cesitli
fizikokimyasal ol¢timlerle yapilarin1 dogrulamis, X-151n1 veya elektron mikroskobu gibi

metotlarla da ftalosiyaninlerin diizlemselligini tespit etmislerdir (26).

Sekil 1. Metalsiz ve Metalli Ftalosiyaninler (30)

Gilinlimiize kadar yaklasik 70 farkli element ftalosiyaninlerde merkez atom olarak

kullanilmistir.
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Sekil 2. Periyodik tabloda ftalosiyanin bilesigi yapilmis elementler (30)

Kare diizlem geometride olan ftalosiyaninin koordinasyon sayist dorttiir. Daha
yiiksek koordinasyon sayisini tercih eden metallerle, karepiramit, tetrahedral ve
oktahedral gibi yapilar olusur. Ftalosiyaninler, Lantanid ve Aktinidlerle sekiz
koordinasyonlu sandvig tarz1 kompleks olustururlar (27). Metalli ftalosiyanin igin ideal
geometriler Sekil 3’de verilmistir. a) kare diizlem b) kare piramit c) oktahedral ve d)

sandvic seklindeki yapilardir.
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Sekil 3. Metalli ftalosiyaninlerin ideal geometrileri. a) 4 koordinasyonlu kare diizlem b)
5 koordinasyonlu kare piramidal ¢) 6 koordinasyonlu oktahedral d) 8

koordinasyonlu sandvig (26)



4.1.1. Ftalosiyaninlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Ftalosiyaninlerin en onemli fiziksel 6zelliklerinin biri renkleridir. Ftalosiyanin
bilesiklerinin renkleri maviden yesile kadar c¢esitlilik gosterir. Farkli renklerde
ftalosiyanin bilesiklerinin olusmasina neden olan temel unsurlar, ftalosiyanin halkasina
stibstitiie olan ligandlarin kimyasal Ozellikleri ve ftalosiyanin bilesiginin kristal

yapisidir.

Ftalosiyaninler olduk¢a yiiksek kimyasal ve termal kararliliga sahiptir.
Ftalosiyaninlerinin ¢ogunun erime noktasi yoktur, havada 400-500 °C’ye kadar énemli
bir bozunmaya ugramadiklari bilinmektedir. Vakumda metal komplekslerinin biiyiik bir
kism1 900-1000 °C’den 6nce dekompoze olmaz. Kuvvetli bazlara ve asitlere karsi
oldukga dayaniklidir (28).

(4n+2)7 Hiickel kuralina uyan ftalosiyanin makrohalkas: 187w elektron sistemine
sahiptir ve aromatik 6zellik gosterir. Ftalosiyanin molekiiliiniin kavitesinin ¢ap1 1,35 A
ve kalinligi 3,4 A’dur. Kararli metalli ftalosiyaninlerin olusmasinda ftalosiyanin
halkasinin kavite ¢api ile kaviteye yerlesecek metal iyonunun c¢api arasindaki uyum
oldukca 6nemlidir. Metal iyonunun ¢ap1 ftalosiyanin halkasinin kavite ¢apindan kiigiik
ya da biiyiik ise olusacak metalli ftalosiyanin kompleksi kararsiz olur ciinkii boyle

durumlarda metal iyonu kolaylikla kaviteden ayrilabilir (29).

Ftalosiyaninler genellikle isomorfik kristal yapidadirlar. Siibstitiie olmamis
ftalosiyaninlerin a-yapisi ve B-yapisi olmak iizere 2 tip kristal yapis1 vardir. Bu iki tip
yapt arasinda ¢Oziiniirliik, renk ve termodinamik kararlilik agisindan farklar vardir. -

formu, a- formuna goére daha kararlidir ve en ¢ok rastlanan yapidir.

Ftalosiyaninler kolayca yiikseltgenir veya indirgenebilirler. Yikseltgenme ve
indirgenme metal atomunda olabildigi gibi sartlara bagli olarak ftalosiyanin halkasinda
da tersinir veya tersinmez olabilir. Biitiin ftalosiyaninler nitrik asit ve potasyum

permanganat gibi kuvvetli oksitleyici reaktifler ile ftalimide yiikseltgenir (30).
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Sekil 4. Ftalosiyaninlerin kristal yapilarinin gosterimi (26)

Ftalosiyaninlerin bir diger ©nemli fiziksel 0Ozelligi ise ¢ozlnirlikleridir.
Ftalosiyaninlerin en Onemli dezavatajlarindan biri yaygin c¢oziiclilerde veya suda
¢Oziiniirliigliniin az olmasidir. Ftalosiyaninlerin ¢oziiniirliigii, onlarin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin arastirilmasi agisindan ¢ok Onemlidir. Ftalosiyaninlerin polar
solventlerde ve suda ¢oziiniirliigii genellikle periferal pozisyonlara, polar veya iyonik
gruplarin (6rnegin —SO%*, -NR**, -COO" gibi) eklenmesiyle artar. Apolar organik
¢oziiclilerde ¢oziinilir yapmak icin ise bu gruplarin uzun alkil veya alkoksi zincirleri,

biiyiik siibstitiientler veya ta¢ eter gibi makrosiklik yapilarin baglanmasi gerekmektedir
(312).

4.1.2. Ftalosiyaninlerin Kullamim Alanlar

Ftalosiyaninler giizel ve parlak renklere sahip olmalari, oldukca yiiksek kimyasal
kararliliklar1 ve sicakliga karsi dayanikli olmalar1 sebebiyle bilimsel ve teknolojik
alanda oldukea ilgi ¢ekmektedirler (32). Ftalosiyaninler; kimyasal sensorlerde (33),
giines pillerinde (34), yar1 iletken metallerde (35), sivi kristallerde (36), veri
depolamada (37), giyimde boyarmadde olarak giyinme (38), metal ve plastiklerin
yiizeylerini boyamada (38), katalizor olarak yiikseltgenme veya indirgenme
reaksiyonlarinda (39) , yiiksek enerjili bataryalarda, fotokopi makinelerinde, fotoiletken
ajan olarak, biyosensorlerde, fotokatalizor olarak, petrolde oktan oranini artirmakta ve
son yillarda fotoduyarlastiric1 6zelliklerinden dolayi, alternatif bir kanser tedavi yontemi

olan fotodinamik terapide (6) kullanilmaktadir.

10



4.1.2.1. Fotodinamik Terapi

Ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi giinlimiizde kanser tedavisinde en yaygin
kullanilan 3 yontem olarak bilinmektedir. Bu yontemlerin kanserli dokuyu yok
etmesinin yani sira mide bulantisi, kizariklik, sa¢ dokiilmesi, halsizlik gibi yan
etkilerinin bulunmasi bilim insanlarini alternatif bir kanser tedavisi metodu arayisina
stiriiklemigtir. Bu arastirmalarin sonucunda kemoterapinin alt dali olarak bilinen

fotodinamik terapi (PDT) ortaya ¢ikmustir (40).

PDT, 1s18a duyarli bir fotoduyarlastiricinin kanserli dokuda birikmesi ve uygun
dalga boyunda 1518a maruz birakilmasiyla olusan serbest radikaller ve singlet oksijenin
kanserli dokuyu pargalamasi esasina dayanan bir kanser tedavi yontemidir. Belli dalga
boyundaki 1s181n fotoduyarlastirict madde tarafindan absorblanmasi ve bu tepkilemeler
sonucu aciga ¢ikan singlet oksijenin sadece kanserli doku {izerinde bir tahribata neden
olmast ve boylelikle cevre dokuya zarar vermeden yalnizca timorlii bolgedeki
hiicrelerin yok edilmesi fotodinamik terapiyi diger kanserle miicadele yontemlerinden
iistiin kilmaktadir. Fotoduyarlastirici olarak davranan ftalosiyaninlerin yliksek dalga
boyundaki 15181 absorblayabilmeleri yiliksek triplet hal kuantum verimlerine, triplet
halde uzun Omiirlere sahip olmalari, yiikksek miktarlarda singlet oksijen iiretebilmeleri
ve 151k kullanilmadigi zaman herhangi bir toksik etkilerinin olmamasi fotodinamik
terapide etkin olarak kullanilabilirliklerini artirmaktadir (41). 1980’lerin basinda
Amerikan Yiyecek ve ilag Kurulu'nun (Food and Drug Administration, (FDA))
hematoporfrin (HpD) tiirevi olan Photofrin isimli ilacin klinik uygulamalarina onay
vermesiyle bir¢ok kanserin tedavisinde bu metot uygulanmaya baslanmistir (42, 43).
PDT, A.B.D, Almanya, Japonya, Ingiltere, Fransa, Hollanda, Kanada gibi bir¢ok iilkede

saglik kurumlari tarafindan gesitli kanser tedavi uygulamalari igin onaylanmustir (44).

PDT ile tedavide ilk olarak fotoduyarlagtirici madde damar yolundan
verilmektedir. Fotoduyarlastirict madde hizla tiimoérlii dokulara lokalize olur ve hedef
hiicrelerde birtkmesi saglanir. Viicuda verildikten 48-72 saat sonra, fotoduyarlastici
maddenin konsantrasyonu tiimorlii dokularda artar. Bunun sebebi, tiimorlii dokularin
daha biliylik dokusal hacme sahip olmasi, tiimor dokusundaki mikrodamarlarda
catlaklarin bulunmasi ve tiimorlii dokularin biiylik miktarlarda kollajen icermesidir.

Fotoduyarlastirict madde tiimorlii dokuda biriktikten sonra uygun dalga boylu 1s1n
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timorlii dokuya verilir ve fotoduyarlastirict madde aktive olur ve fotokimyasal

reaksiyonlar sonucunda iiretilen singlet oksijenin etkisiyle doku hizlica yok edilir (45).
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Sekil 5. Fotodinamik Terapide tedavinin sematik gosterimi (45)
4.2.  Deoksiriboniikleik Asit (DNA) ve Yapisi

Deoksiriboniikleik asit veya kisaca DNA tiim organizmalar ve bazi viriislerin
canlilik islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik talimatlar1 tasiyan bir
niikleik asittir. Cok sayida deoksiriboniikleotid birimlerinden olusmus ¢ok uzun
ipligimsi bir makromolekiildiir. DNA molekiiliinde bazlarin baslica rolii genetik bilginin
saklanmasi ve depolanmasi iken, seker ve fosfat gruplarinin yalniz yapisal 6zellikleri
vardir. DNA molekiilii 4 ¢esit baz ihtiva eder: adenin (A), guanin (G) piirinleri ile timin
(T) ve sitozin (S) pirimidinleri. DNA omurgasi biitiin molekiil boyunca ayni olup,
fosfodiester kopriileriyle baglanmis deoksiribozdan ibarettir. DNA molekiiliinde

bazlarin sirast DNA’nin birincil yapisini olusturmaktadir (46).
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Sekil 6. Piirin ve pirimidin yapisi (53)

Her bir zincirde seker molekiiliiniin 3’ karbonuna bagli bir fosfat grubu diger seker
biriminin 5’ karbonu ile esterlesmis durumdadir. Bu sekilde yeni seker birimlerinin 3’
ucuna baglanmasi ile DNA zinciri 5" ucundan 3' ucuna dogru uzanir. Boylece fosfat
deoksiriboz iskeleti 5° —3’ seklinde bir yonliiliik gosterir ve DNA dizileri bu sirada
okunur (47).
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Sekil 7. DNA molekiiliiniin yapisi (53)

1953 yilinda James Watson ve Francis Crick, DNA’nin {i¢ boyutlu yapisini ortaya
cikardilar. DNA’nin sarmal olacagi sonucuna varilmig ve pirinlerin pirimidinlerle

eslestigi dikkate alinarak bu sarmalin muhtemel yapisi 6nerilmistir. Bu ayn1 zamanda,
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DNA’nin ikincil yapisi anlamina gelmektedir. Bu yapida DNA molekiilii bir ¢ift sarmal
halinde iki oldukg¢a uzun deoksiriboniikleotit zincirinden olusmaktadir. Bu iki zincirin
fosfat-deoksiriboz iskeleti hidrofilik oldugundan sulu ortam ile etkilesecek sekilde g¢ift
sarmalin disinda yer alir. Birbirleri ile hidrojen baglari ile eslesmis piirin/pirimidin
bazlar1 ise sarmalin i¢ kisminda, sarmalin uzun eksenine dik bir diizlem {izerinde ve her
bir eslesmis baz cifti birbiri ilizerine istiflenmis gibi yer alir. Boyle bir istiflenme ise
eslesmis bazlarin kuvvetli van der Waals etkilesimleri yapmalarini saglar. Ayrica,
sarmalda yer alan iki zincir birbirine gore antiparalel olarak yonlenmislerdir. Boyle bir
konumda her iki zincir ¢ok sayida piirin/pirimidin bazlar1 arasindaki hidrojen baglari ile
bir arada tutulur. Biitlin bu gozlemler ayrica, lifler halindeki DNA molekiillerinin

diizenli bir 3-boyutlu yapiya sahip olmasi gerektigini géstermistir (47).
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Sekil 8. DNA molekiiliiniin ikincil yapisinin 3 boyutlu gosterimi (51)

Hiicresel DNA hiicre i¢inde yerlesmek ic¢in ¢ok siki olarak yogun bir yap1 i¢inde
olmalhidir. Bu yogun yapilanma, fazla miktarda yapisal bir organizasyonu ifade
etmektedir. Cemberimsi DNA molekiillerinin bdlgesel c¢ift zincirli ikincil yapilari
tizerindeki yiiksek derecede katlanmalarla olusturduklar: siipersarmal yapilar molekiiliin

tiglinciil yapisi olarak tanimlanmaktadir (47).
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4.2.1. DNA’min Ozellikleri

Iki uzun poliniiklotit zinciri, bir merkez eksen etrafinda kivrilarak, sag-el iKi
sarmal yapisi olusur. iki zincir birbirine antiparaleldirler; yani, iki zincirin 5> ucundan
3’ ucuna dogru olan yonleri birbirine gére terstir. Sarmalin eksen etrafinda bir zincirin
tam doniisii 10 baz ile olur ve bu uzunluk 34 A (3.4 nm) kadardir. DNA nin herhangi
bir boliimiinde, eksen iizerinde sira ile genis olan major (biiyiik) oluklar ve daha dar
olan minor (kiiciik) oluklar (Sekil 9) yer alir (48).
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Sekil 9. DNA molekiiliiniin mindr ve major oluklar

Prokaryotlarda DNA ¢ift sarmali oldukca biiyiikk bir bobin gibi bir sekilde
diizenlenmis ¢emberimsi bir yapida bulunur. Okaryotlarda ise DNA sarmali uzun
iplik¢iklerin olusturdugu siki bir y1gin halinde bulunur ki bu bazi proteinlerle beraber

hiicre niikleusunun kromozomlarini olusturur.

DNA sarmalindaki en 6nemli noktalardan birisi de hidrojen baglar1 ile eslesen
zincirlerin birbirlerini tamamlayici olmasidir. Adenin sadece timin ile ve sitozin sadece
guanin ile hidrojen bagi yapabileceginden zincirlerden birindeki baz sirasi sarmaldaki
tamamlayict zincirin sirasint belirleyecektir. DNA molekiiliindeki bazlarin hidrojen
etkilesimleri ile bag yapmasi hayatin devamliligi i¢in olduk¢a Onemlidir. Hidrojen
baglar1 kovalent baglardan zayiftir ve bu nedenle hidrojen baglar1 kopup tekrar
olusabilir, bundan dolayr DNA iki zinciri sicaklik ve mekanik gii¢ ile birbirinden
ayrilabilir. Boylece DNA’nin replikasyonuna ve protein sentezine imkan saglanmis
olmaktadir (49).

Iki zincirli poliniikleotid sarmallarmin ii¢ farkli konformasyona sahip olabilecegi

gbzlenmis ve DNA c¢ift sarmali i¢in bu konformasyonlar; A-DNA, B-DNA ve Z-DNA
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olarak adlandirilmistir. Her bir konformasyon iki tane antiparalel poliniikleotid
zincirinin Watson-Crick hidrojen baglariyla birbirlerine baglanmasi sonucu olusur, fakat
heliks sekilleri farklidir. B-DNA formu DNA’nin fizyolojik kosullar altinda en kararh
halde bulundugu formdur. Bu nedenle, DNA o6zelliklerinin ¢alisilmasi esnasinda bu
form standart baslangi¢ noktasi olarak kabul edilir. Su molekiilleri uzaklastirildiginda
daha baskin olan A formu, sag-el durumundaki ¢ift sarmal yapisinda diizenlenmistir.
(50). Belirli bir molekiilde A formu, B formuna gore daha kisa ve daha genis caplidir. A
formunda genis oluk, daha derin olmasi ve fosfat gruplarinin ugta asili olmasi sebebiyle
daha az ulasilabilirdir. Sonug olarak bireysel bazlar bu olukta daha derine gomiiliidiir.

Ancak dar oluk tam belli degildir (51).

Sekil 10. DNA molekiiliiniin A-DNA, B-DNA, Z-DNA formlari (53)

Z-DNA in vitro kosullarda, Z-DNA ¢ift sarmalinin daha ince olan yapis1 i¢inde
sikisan niikleotitler arasindaki artan elektrostatik itmeye kars1 koymak icin yiiksek tuz
konsantrasyonunun kullanildig1 alisilagelmemis kosullarda kesfedilmistir. Z-DNA’nin
in vivo kosullardaki varligi hakkinda bilgiler sinirhidir. Z-form diger formlar ile

karsilastirildiginda daha ince yapidadir ve sol el durumunda ¢ift sarmala sahiptir.
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Tablo 1. DNA ¢ift sarmalinin yapisal sekillerine ait bazi1 6zellikler

Ozellikler A-DNA B-DNA Z-DNA
Sarmal Doniis Yoni Sag Sag Sol
Doniis Basina Donme 11 10 12
Acis1
Baz Basina Donme 33° 36° -30°
Acis1
Sarmal Eksenine Gore 20° 6° I
Egiklik
Biiyiik Cukur Dar ve Derin Genis ve Derin Diiz
Kiigtik Cukur Genis ve S1g Dar ve Derin Dar ve Derin
Bulunma Yeri DNA-RNA DNA’nin hiicre ~ Ard arda gelen
hibritleri ve ici sekli plirin-pirimidin
RNA-RNA c¢ift bazlarinin
sarmali olusturdugu
dizilislerde

DNA, molekiil agirligr ¢ok yiliksek oldugundan molekiil agirligindan bahsetmek
zordur bu ylizden ortalama molekiil agirligindan s6z edilebilir. Ortalama molekiil
agirlik, DNA’nin igerdigi GC ve AT baz ciftlerinin yiizdesine ya da igermis oldugu baz
cifti sayisina gore hesaplanmaktadir. DNA’y1 olusturan bir ¢ift niikleotidin ortalama
molekil agirligt 660 Dalton’dur (1 Dalton = 1 g/mol). Cift sarmalli bir DNA
molekiiliinliin ortalama agirlig: ise; igerdigi baz ¢ifti sayisi ile baz ¢iftinin ortalama

agirlgi (660 Da = 660 g/mol) garpilarak bulunur (52).

DNA, UV is1gm  bazlarmin konjuge aromatik yapilarina bagli olarak
sogurmaktadir. DNA’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyu 260 nm’dir.
DNA’nin absorbsiyon 0Ozellikleri; teshiste, miktar tayininde ve safliginin
degerlendirilmesinde kullanilabilir (53). DNA bazlarinin Amax’1 sabit olsa da, bazlarinin
ekstinksiyon katsayisi (£=absorpsiyon katsayisi) ortama baglidir. 260 nm’deki (A2g0)
absorbans, izole edilmis niikleotitler i¢in en biiytik, tek iplikli DNA (ssDNA) i¢in orta,
cift iplikli DNA (dsDNA) i¢in ise en kiicliktiir. Bu etki hidrofobik bir ¢cevrede bazlarin
yigmlanmast ile fikse edilmesinden kaynaklanmaktadir. Absorbansi bu degisikligi i¢in
kullanilan klasik terim hipokromisitedir, yani dsDNA, ssDNA’ya gore hipokromiktir.
Alternatif olarak ssDNA, dsDNA ile karsilastirildiginda hiperkromiktir denilebilir (53).

17



DNA’nin safligin1 belirlemek i¢in; tek iplikli DNA preparasyonlarin yaklasik saflig
260 ve 280 nm’deki absorbanslarnin orani ile (Azgo/Azg0) belirlemek miimkiindiir.
Absorbsiyon spektrumunun sekli ayn1 zamanda ekstinksiyon katsayisi, bazlarin dogasi
ile degisiklik arz eder. Soyle ki, saf dSDNA igin Azgo/Azg0=1,8 dir. DNA 6rneginde bu
deger 1,8’den biiyiik ise, RNA kontaminasyonunu ve 1,8 den kiiciik ise protein

kontaminasyonunu isaret eder (51).

Cift sarmalin iki zinciri, ¢iftlesmis bazlarin arasindaki hidrojen baglari
kirildiginda birbirinden ayrilir. DNA sivisinin pH’siin degistirilmesi veya 1sitilmasi bu
baglarin kirilmasina sebep olabilir. DNA ¢ift sarmalinin bozulmasi durumuna
denatiirasyon adi verilmektedir. Denatiirasyon islemli ¢ift iplikli yapinin tek iplikli
yaptya doniisiimiindeki absorbans artis1 ile rahatlikla goriilebilir. Ciinkii yapi tek zincirli
oldugunda 151g1n ortamda bulunan bazlara daha kolay ulagsmasi miimkiin olmaktadir ve

bu durumda absorbans artigini ortaya ¢ikarmaktadir.

Sekil 11’de erime egrisinin farkli bolgelerinde DNA molekiiliiniin  durumu
gosterilmektedir. Artis baslamadan ©nce, molekiil tiimii ile c¢ift sarmaldir. Artis
bolgesinde, molekiiliin ¢esitli kisimlarindaki baz ¢iftleri ayrilmaktadir. Ayrilan baz ¢ifti
sayisi, sicaklik artigi ile artmaktadir. Erime gegisini tanimlamak i¢in kullanilan uygun
bir parametre, 260 nm’deki absorbans artiginin yarisinin tamamlandig sicakliktir. Bu
sicaklik, erime sicakligt (Tm) olarak adlandirilmaktadir. Tm, sarmalin kararlilig
konusunda 6nemli bir 6l¢iim parametresi saglar. Ciinkii, Tm Guanin-Sitozin (G, C) baz
cifti oranina baglidir. DNA molekiilii ne kadar ¢ok GC baz c¢iftine sahipse iki ipligin
ayrilmasi i¢in gereken enerji de o denli fazla olmaktadir. Tm, GC igeriginin her %]1’lik

artisinda yaklagik olarak 0.4 °C artmaktadir (54).
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Sekil 11. DNA’nin denatiirasyonu (53)
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4.2.2. DNA ile Molekiillerin Etkilesimleri

Genetik bilginin tasiyicis1 olan DNA, hiicre biiyiimesi ve bdliinmesinde ana
basamak olan DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna engel olabilme yeteneklerinden
dolay1 ilag etkilesimlerinin ana hedefidir (55). Bazi kanser, viral ve paraziter
hastaliklara karsi kemoterapinin ve ilag gelistirmenin en Onemli yollarindan biri de

niikleik asitlerle geri dontisiimlii olarak etkilesen maddeler bulmay1 gerektirir (56).

1961 yilinda Lerman tarafindan yapilan ¢alismada diizlemsel ve aromatik bir
molekiil olan akridinin DNA baz ciftleri arasina yerlestigi goriilmistiir (57). Rosenberg
ve arkadaglar ise; Peyrone tarafindan sentezlenen cisplatinin (58) DNA iizerine etki
gosterip gostermedigini arastirmistir (59). Yapilan caligmalar sonucunda cisplatinin
DNA’ya kovalent baglandigin1 ve tiimorleri yok ettigi belirlenmistir. Boylece, DNA ile

molekiillerin etkilesimleri ¢ok ilgi ¢ekici bir konu haline gelmistir.

DNA ile molekiiller kovalent ya da kovalent olmayan (elektrostatik etkilesim,
oluga baglanma, interkalasyon) etkilesimlerle baglanma gerceklestirir. Bu baglanmalar,
DNA ile molekiillerin arasindaki iligki, niikleik asit baglanma 6zglinligi, ligand
indiiklii  konformasyonel degisimler, baglanmadaki kooperativitenin molekiiler
temelleri, aminoasit yan zincirlerinin niikleik asitlerle olan etkilesimleri ve diger niikleik
asit etkilesimlerinin ve kimyasinin kritik 6zellikleri hakkinda bilgi saglamistir (56).
DNA ile molekiillerin etkilesim tiirlerinin belirlenmesinde UV-Vis absorbsiyon
titrasyon yontemi, agaroz jel elektroforez, floresans spektroskopisi, voltametri, termal

denatiirasyon ve vizkozimetri gibi yontemler kullanilmaktadir.
4.2.2.1. DNA ile Kovalent Baglanma

DNA ile kovalent etkilesimler tersinmezdir. Yani DNA proseslerinin tamamen
inhibe olmasina, ardindan da hiicre 6liimiine neden olur. Kovalent baglanma aktivitesi
gosteren molekiillerin bir diger biiyiik avantaj1 ise baglanma kuvvetlerinin ¢ok yiiksek
olmasidir. Bu yiiksek baglanma afinitesi sayesinde DNA’ya baglanan molekiil DNA
omurgasinda bozulmalara neden olur bdylece transkripsiyon ve replikasyon proseslerini
etkiler (60). Kovalent baglanma yaptig1 bilinen cisplatin (cis-diamindikloroplatin(ll),
cis-[PtCI,(NHs)2]), akciger, mesane ve yumurtalilk kanserinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Baglanma, cisplatinin DNA’daki iki komsu guanin bazinin N(7) azot

atomlar1 ile kovalent bag olusturmas: seklinde gergeklesir (61, 62). Oncelikle hiicre
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duvarini gegen cisplatin sitoplazma igerisine yerlesir. Hiicre igerisindeki C1™ derisimi
diisiik oldugundan sulu ¢ozeltide kararli olmayan cisplatin kolayca iki CI" ligandi, H,O
ligantlariyla yer degistirmesi sonucu hidroliz olur. Olusan katyonik kompleks
[Pt(NH3)2(OH,),]** dir ve DNA tarafindan kolaylikla elektrostatik olarak cekilir. Sekil

12’de cisplatinin 6ngdriilen mekanizmasini gorebilirsiniz.

HsN,,, | <C H.O £ HaN.., 2OHg - H* H"N”"Pt““OH
. = . _— .
HaN" G 1,6 of|HaN™ voi | +H HN™ w5
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l’_"'lSp atin {7 -»._]1,-’
)
cr l\“cr cr l\‘(:'r

- e HgM,  JOH
HaNa,,_PrNOHe - T
HaN™  ™OH, +H* 2

- +HY| -1
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Sekil 12. Cisplatinin 6ngoriilen etki mekanizmasi (62)

Bu sekilde olusan katyonik yapt DNA’ya iyice yaklasir ve ilk olarak guanin
veya nadiren de adenin bazinin N7 atomuna tek bagla koordine olur. Daha sonra, ikinci
bir koordinasyon bagi olusturarak yakinindaki bir bagka guaninin ya da adenin bazinin

N7 atomu ile tepkimeye girer. Sekil 13’da bu koordinasyonu gorebilirsiniz (63).

H;
HN. O Hidoli Aol TN,
:;}"t{ Hidroliz HN—P—G Hidroliz n
HNT 0 | NG
N
Tek bagh koordinasyon Cift bagh koordinasyon
(selat)

Sekil 13. Cisplatinin DNA ile koordinasyonu (62)
4.2.2.2. DNA ile Kovalent Olmayan Baglanma

DNA ile molekiiller kovalent olmayan etkilesimlerle 3 farkli sekilde baglanma
gerceklestirir. Bunlar elektrostatik etkilesimler, oluga baglanma etkilesimleri ve
interkalasyon olarak ii¢ smifta incelenmektedir (64). Bu etkilesimler molekiillerin

geometrisine, biiylikliigline ve stereokimyasal 6zelliklerine baglidir (62).

20



Kovalent Olmayan Etkilesim

I I T
Elektrostatik Etkilesim Oluklara Baglanma interkalasyon

%3 £ g

Sekil 14. DNA ile kovalent olmayan etkilesimler (62)
4.2.2.2.1. Elektrostatik Etkilesimler

DNA, her fosfat grubunda bir negatif yiikiin bulundugu yiiksek derecede yiiklii
polielektrolittir. DNA hiicre i¢i ortamda katyonlarla kuvvetlice etkilesebilirler ve
ilaglarin biyolojik aktifliklerinde 6nemli rol oynar (65). DNA ¢ift sarmalinin dis yiizey
omurgasinda seker-fosfat gruplarmin bulunmasindan dolayr Na*, Mg®* gibi pozitif
yikli metal iyonlaryla etkilesimler burada gerceklesir. Katyonlarin DNA ile
etkilesmesi sonucu fosfat gruplar1 nétr hale gelir ve karsit iyonlar serbest kalir. DNA
polianyonu ile pozitif yiiklenmis kars1 iyonun birlesmesinin DNA konformasyonu ve

stabilizesi lizerinde 6nemli bir etkisi vardir.

Sekil 15. DNA ile molekiillerin elektrostatik baglanma modeli (51)
4.2.2.2.2. Oluga Baglanma Etkilesimi

Oluga baglanma etkilesimleri, DNA’nin major veya mindr oluklarinin birinde yer
alan baz ciftlerinin oluga bakan yilizeydeki fonksiyonel gruplari ile diger molekiillerin
dogrudan etkilesimi seklinde gergeklesir. Oluga baglanma etkilesimini gdsteren
molekiiller genellikle uzun ve hilal seklindeki bir yapiya sahip olup, major ve mindr
oluklardaki bazlar ile etkilesime girer. DNA bazlar ile oluga baglanan molekiiller
arasinda hidrojen baglar1 ya da van der Waals etkilesimleri oldugundan DNA’da biiyiik
konformasyonel degisimlere yol agmaz Oluga baglanma, DNA-molekiil baglanmasi

anahtar-kilit modeline benzer bir yapiyla tanimlanabilir. Belirgin bir bi¢imde, kiigiik
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oluga baglanan molekiiller donebilme 6zelligine sahip baglarla baglanmis pirol, furan
veya benzen gibi ¢esitli aromatik halkalara sahiptirler. Bu durum uygun bir biikiilme ile
bilesiklerin, suyun oluktan ¢ikarilmasinin ardindan kiigiik olugun kavisine girebilmesini
saglar. Oluklara baglanan molekiiller, Adenin-Timin (A-T) bolgelerinin Guanin-Sitozin
(G-C) bolgelerinden daha dar olmasindan dolay1 daha az sterik engel ve daha fazla
elektrostatik potansiyele sahip olacagindan otliri Adenin ve Timin segiciligi

gostermektedir (65).

Sekil 16. DNA ile molekiillerin major ve minor oluklara baglanmasi (51)

DNA bosluklarina baglanan ilaglar gibi kiigiik molekiiller genelde minér oluklar
tizerinden etkilesime girerken, oligoniikleotitler ve proteinler gibi biiyiik molekiiller ise
major oluklar tizerinden DNA’ya baglanmaktadir (66). Distamisin, netropsin ve

Hoechst 33258 gibi ilaglar mindr oluklara baglanma gosteren ilaglardandir (67).
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Sekil 17. Minér oluga baglanma gdsteren ilaglar
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4.2.2.2.3. interkalasyon Etkilesimleri

1960’larin  baginda Lerman, akridin grubu boyalar varlifinda DNA’nin
etkilesimleri iizerine bir takim c¢alismalar gergeklestirdi ve “interkalasyon” olarak
adlandirdiklar1 bir siirecle aromatik molekiillerin DNA’ya dik bir sekilde girerek
kovalent olmayan baglar ile etkilesebilecegini acikladi (68, 69). Interkalasyon
stirecinde, aromatik bilesigin DNA bazlarinin arasindaki bosluga uymasi igin seker-
fosfat omurgasinda degisiklikler meydana gelir. Bu durum sonucunda interkalasyon
bolgesinin olusumu, interkalasyon bolgesindeki helikal donmenin azalmasi ve ¢ift

sarmalin uzamasi ile DNA baz ¢iftlerinin ayrilmasina neden olmaktadir (69).

Klasik interkalatorler DNA baz ¢iftinin arasina dogru pozisyonda yerlesebilen

coklu aromatik halkalardir. Tipik 6rnekleri proflavin kloriir i¢eren akridinyum tuzlari ve

fenantridinum tuzlari, etidyumbromiir ve propidyum iyodiirdiir.

Etidyum bromiir Proflavin kloriir Propidyum iyodiir

Sekil 18. Interkalasyon yapan ajanlar

Etidyum bromiir aromatik diizlemsel bir molekiil olup, niikleik asit sentezini
inhibe edecek sekilde DNA ile gii¢lii interkalasyon olusturmaktadir (70, 71). Etidyum
bromiir tek basina zayif floresans 6zellik gostermesine ragmen, DNA ile etkilestiginde
floresans spektrumunda 610 nm civarinda oldukca siddetli emisyon gdsterir. Agaraoz
jel elektroforezi gibi laboratuvar tekniklerinde DNA bazlarinin arasina yerleserek

DNA’nin goriintiilenmesinde boyar madde olarak kullanilmaktadir (62).
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Sekil 19. Etidyum bromiiriin interkalasyonu

Proflavin kloriir ve propidyum iyodiiriin interkalasyonu kiigiik oluklarda
gerceklesir. Interkalasyonun meydana gelmesi icin, baz ¢iftleri arasina giren diizlemsel
ligand i¢in kavite olusturmak iizere DNA baz ¢ifti 3.4 A ayrilir. B- formu DNA’nin
normal bir doniisii 36°’dir ve ligandi oluga sigdirmak i¢in bu donmede azalma meydana

gelir (72).

Yapilarinda birbirine birlesmis dort halkadan olusan bir aglikon grubu ve bir
amino seker grubu bulunan adriamisin ve daunomisin klinik olarak kanser tedavisinde
kullanilan interkalatif ajanlardir (73). Bu iki bilesigin kanser tedavisinde gegerliliginin
kanitlanmasina ragmen kardiyotoksisite gibi Onemli bir yan etkisi bulunmasi

kullanimini sinirlamaktadir.

Sekil 20. Adriamisin ve Daunomisin ilaglarinin yapilari
4.2.2.3. DNA Kesim

DNA kesim tiim yasayan sistemler i¢in gerekli bir enzimatik reaksiyon olarak
kabul edilmektedir. DNA’nin tek ya da ¢ift zincirini keserek replikasyonda ve
transkripsiyonda olusan DNA problemlerini ortadan kaldiran topoizomeraz enzimleri
buna Ornek gosterilebilir. Ayrica virlis enfeksiyonlarina karsi hiicreyi koruyan

restriksiyon enzimlerinin de yabanci DNA’y1 kesme (74) veya etkilenmis hiicrenin
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apoptozisi (programlanmis hiicre 6liimii) (75) sirasinda DNA’nin degrade olmasi bir
baska 6rnek olarak verilebilir (51).

Biyoteknoloji ve ilag sanayinde yapay kimyasal niikleazlarin gelistirilmesi son
derece Onemlidir. Segici DNA niikleazlarinin tasarlanmasi antikanser ajanlarin ve
antimikrobiyal ilaglarin gelistirilmesinde son derece 6nemlidir (76, 77). Bunun yani sira
DNA caligmalar i¢in yapay niikleazlar arastirmacilar i¢in 6nemli bir 151k tutacaktir.
Bundan dolay1 ge¢is metal kompleksleri yapisal zenginligi ve reaktivitesi nedeniyle son
yillarda yapay niikleaz tasarmmi igin dikkat gekici bir rol almaktadir. Ornegin DNA-
protein etkilesimlerinin detayli bir sekilde ¢alisilmasi i¢in gerekli olan DNA-parmak izi
deneyleri i¢in 1,10-fenantrolinin bir bakir kompleksi kullanilmaktadir (78). Gegis metal
kompleksleri ¢ok ¢esitli yapisal 6zellikleri ve kontrol edilebilir redoks potansiyellere
sahip oldugundan dolay1 yapay niikleaz uygulamalar1 i¢in uygundur. Ayrica ligandlar
metalloproteinlerdeki aktif gruplara benzer sekilde biyolojik gruplar ve metal iyonlar
olacak sekilde tasarlanabilir. DNA kesmenin etkinligi, metal bilesigin DNA’ya ilgisini
arttirarak genisletilebilir. Bu is i¢in uygun olan koordinasyon bilesiklerinin DNA’ya
baglanabilen bir gruba sahip olmasit gerekir. Boylelikle metal bilesigin DNA’ya
odaklanma yetenegi arttirilabilir (79).

DNA’y1 kesim mekanizmasi oksidatif, hidrolitik ve fotokimyasal kesim olabilir.
Oksidatif kesim seker veya niikleobazlarda meydana gelirken hidrolitik kesim DNA’
nin fosfodiester bagindan meydana gelir. Fotokimyasal kesim ise temel olarak oksidatif
kesime benzer bir mekanizmaya sahip olmasina ragmen tek farki niikleaz aktivitesi igin

15181n kullanilmasidir.

[Fe(EDTA)]?* veya [Cu(Phen)CHL] gibi redoks aktif metal kompleksleri ile tekli
veya cift sarmal oksidatif DNA kesmesi hidroksil radikali veya singlet oksijen tiirleri
gibi reaktif oksijen tiirlerinin olugmasiyla baslar ve Fenton tipi mekanizma ile yiiriir. Bu
serbest radikallerin seker hidrojenlerini ayirarak DNA kesmesini baslatir ve DNA
kesme triinleri olusur. Gergekte DNA sekerinden c¢ikarilan hidrojenin yeri kullanilan
aktif metalloniikleaza baglidir. Bu tip metalloniikleazlar, DNA’nin segici olarak

taninmasi1 ve DNA parmak izi ajanlar1 gibi uygulamalarda kullanilabilir (80).

DNA’nin omurgasi fosfodiester baglariyla olustugundan dolayr DNA’nin hidrolizi

cok Oonemli bir enzimatik reaksiyondur. Ancak DNA’nin hidrolize olan olaganiistii
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kararlilig1 nedeniyle bu reaksiyon olduk¢a zordur. Fosfodiester baglarini hidroliz eden
enzimlerin aktif bolgelerinde cogunlukla Mg, Zn**, Mn®*, Ca®* ve Fe*" gibi katalitik
metal iyonlar1 bulunur. Bu yiizden metal kompleksleri fosfodiester baginin kesilmesi

i¢in uygun bir aragtir (81).

Fotokimyasal kesim, niikleaz aktivitesi i¢in 1s1gmn kullanimina izin verilmesidir.
Gorliniir ya da UV 1s1n kullanilarak aktiflestirilen niikleazlar transkripsiyon, foto DNA-
parmak izi gibi proseslerde kullanilabilmektedir. Ayrica fotoduyarlastirict 6zellige sahip
ilaglar antikanser tedavilerde kullanilabilir. DNA’nin fotokesimi reaktif oksijen
tiirlerinin olusumuna neden olur. Reaktif oksijen tiirlerin iiretimi iceren 2 mekanizma
vardir: Tip | ve Tip Il. Tip I’de radikal olusumu; Tip II’de singlet olusumu esas alinir
(82).

Cift zincirli DNA’nin fosfodiester baginin hidrolizi ile yiiriiyen hidrolitik kesim,
deoksiriboz seker kismindan veya guanin bazindan meydana gelen oksidatif DNA
kesim ile karsilastirildiginda hiicre agisindan avantajlidir. Oksidatif kesim singlet
oksijen (*Oy), siiperoksit (O%) veya hidroksil radikali (HO") gibi aktif tiirler meydana
getirir. Bu tiirler seker ve/veya baza zarar vererek pargalanmus tiirler olusmasina neden
olurlar. Buna karsilik baska maddeler ilave edilmedigi zaman meydana gelen hidrolitik
kesimin bu tip olumsuz yan etkileri yoktur. Ciinkii kesim driinleri enzimatik prosesle
bertaraf edilebilir (60).
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Sekil 21. Hidrolitik ve Oksidatif kesimin gosterimi (82)
4.3. Topoizomerazlar

Topoizomerazlar DNA’nin replikasyonunda, transkripsiyonunda, kromozom
segresyonunda ve rekombinasyonunda o6nemli rol oynayan enzimlerdir.
Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunmaktadir. 2 tip
topoizomeraz bulunmaktadir. Topoizomeraz | (EC 5.99.1.2.) DNA gift sarmalinin bir
zincirini geri dontisiimlii olarak keser. Topoizomeraz I hem niikleaz (zincir kesen) hem
de ligaz (zincir birlestiren) aktiviteye sahiptir. ATP gereksinimleri bulunmaz; daha ¢ok
kirdiklar1 fosfodiester baglarinin enerjisini depolayarak, ayni enerji kaynagiyla zincir
birlestirici etkinlikler gosterirler. Topoizomeraz Il (EC 5.99.1.3.) ise DNA gift
sarmalinin her iki zincirini de kesmektedir. Enzim daha sonra ikinci bir DNA
uzantisinin bu kirilma noktasindan gegmesini saglar ve sonra kirilma noktasini yeniden
kapatirlar. ATP’ye ihtiya¢ duyulmaktadir. Hem prokaryotlarda hem de okoryatlarda,
kromozomal replikasyon sonrasinda i¢ i¢e gegmis DNA molekiillerinin ayristirilmasi

i¢in bu enzimler gereklidir (83-86).
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Topoizomeraz |

Topoizomeraz 11

Sekil 22. DNA c¢ift sarmalinin {izerinde topoizomeraz I ve II enzimlerinin gosterimi (85)

Son yillardaki farmakolojik caligsmalar, genellikle DNA kii¢iik olugundaki 6zgiil
dizilere baglanarak antitiimor aktivite gosteren ilaglarin, DNA topoizomeraz enzimlerini
inhibe ederek de etkili oldugunu gostermistir. Topoizomeraz aktivitesini inhibe eden
mekanizmalar iki sinifta incelenir. Birincisi; topoizomeraz zehirleri, ikincisi; katalitik
inhibitorlerdir. Topoizomeraz zehirleri, DNA-topoizomeraz enzim kompleksini stabilize
eder ve DNA’da olusan kirigin tekrar birlesmesini engeller. Bu bilesikler, hiicrelerde tek
ya da cift zincir kiriklarini tastyan DNA parcaciklarinin birikmesine neden olur ve buna
bagli olarak hiicre oliimii ger¢eklesir. Topoizomerazlarin katalitik inhibitorleri ise
DNA’ya baglanarak veya topoizomerazlara baglanarak enzimin DNA’ya baglanmasini
engelleyebildikleri gibi topoizomeraz katalitik dongilisiindeki basamaklarin herhangi
birini durdurarak DNA’da meydana gelen siiper kivrilmalarin, diiglimlerin ya da
karigikliklarin ¢6ziilmesini onleyerek mitotik ve mayotik basarisizliklara neden olurlar.
Katalitik dongii sirasinda ATP’nin baglanmasi veya serbest birakilmasini engelleyen

maddeler katalitik inhibitorler arasinda yer almaktadir (87, 88).

Topoizomeraz | ve Il enzimleri klinikte kullanilan kemoterapétik ajanlarin

molekiiler hedefleridir. Klinikte kullanilan topoizomeraz I inhibitérleri kamptotesin,
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irinotekan, topatekan gibi bilesikler iken, topoizomeraz II inhibitorii olarak kullanilan

bilesikler adriamisin, etopozit, elliptisin ve tenipozitdir (89, 90).

TOPOIZOMERAZ I TOPOIZOMERAZ II
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Sekil 23. Topoizomeraz | ve Il enzimlerinin inhibisyonu
4.4. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagli, bir veya
daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve
etkin molekiiller olarak tanimlanan serbest radikalleri notralize ederek oksidasyonunu

engelleyen, serbest radikal hasarlarini tamir etmeye yardimci olan bilesiklerdir (91).

Antioksidanlarin yoklugunda ve yetersizliginde oksidatif stres olugmaktadir.
Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur. Hiicrede normal sartlar altinda prooksidan
ve antioksidanlar dengede bulunmaktadir. Ancak bu denge reaktif oksijen tiirlerinin
liretiminin artmas1 veya antioksidan miktarindaki azalma nedeniyle prooksidanlar
yoniine kaymaktadir. Prooksidan yoniine kaymasi oksidatif stresi olustururken, olusan
oksidatif stres DNA ve hiicre membranlar1 gibi duyarli biyolojik yapilarin oksidatif
hasarma neden olan radikalik reaksiyonlar1 baslatir (92). Bunun sonucunda kanser,
kalp-damar hastaliklar1 ve seker hastaligi gibi hastaliklara yol agar. Doku hasarlarini

onlemek i¢in serbest radikallerin giderilmesi 6nemlidir (93).

29



Birgok radikal tiir olmasina ragmen biyolojik sistemlerde en cok goriilen
oksijenden olusan ve genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan
radikallerdir. Canli sistemlerde ROS’un hem yararli hem de zararhi etkileri vardir.
ROS’un yararli etkileri diisiik ve orta konsantrasyonlarda meydana gelir. Ornegin;
enfeksiyonlu maddelere karsi savunma etkisi goriiliirken, enerji tiretimi, fagositoz,
hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi ve hiicre i¢i sinyalizasyonda olumlu bir rol oynar.
Diger bir taraftan ROS; proteinler, lipidler ve DNA gibi temel biyomolekiillere zarar
verme yetenegine sahiptir. Oksjenden {iretilen radikaller canli sistemlerde meydana
gelen radikallerin en 6nemli sinifin1 temsil ederler. Reaktif oksijen tiirleri tanimina giren

reaktif tiirleri Tablo 2’de gosterilmektedir (53).

Tablo 2. Reaktif oksijen tiirlerinin siniflandirilmasi

Serbest Radikaller Radikal Olmayan Bilesikler
- Atmosferik Oksijen, ‘O, (diradikal) - Hidrojen Peroksit, H,O,
- Stiperoksit Anyon Radikali, O," - Organik Peroksitler, ROOH
- Hidroksil Radikali, OH - Lipid Peroksitler, LOOH
- Peroksil Radikalleri, ROO' - Singlet Oksijen, 0,

Oksidasyonu o©nemli derecede engelleyen ve geciktiren maddeler olan
antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki simifta
incelenmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimatik
antioksidanlara ornekler iken, enzimatik olmayan antioksidanlar ise; mineraller (Se,
Zn), vitaminler (A, C, K ve E), karotenoitler (B-karoten, likopen, lutein, zeaksantin),
organosiilfiir bilesikler (allium, allil siilfit, indoller), diisik molekiil agirlikli
antioksidanlar (GSH-Px, irik asit), antioksidan kofaktorler (koenzim Q10) ve
polifenoller seklinde incelenmektedir (94-96).
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ANTIOKSIDANLAR

 ZE

Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Birincil Enzimler
(SOD, Katalaz, GSH-Px)

Mineraller
(Cinko,Selenyum)

ikincil Enzimler
(Glutatyon rediiktaz)

Karatenoidler
(B-Karoten,
Lipoprotein)

Diisiik Molekiil
Agirhiklu
Antioksidanlar
(GSH-Px-Urik
Asit)

Polifenoller

\

Vitaminler
(C, A, E Vitamini)

Organosiilfiir
Bilesikleri
(Allium, Allil siilfit,
indol)

Antioksidan
Kofaktorleri
(Ko-enzim Q10)

v

Flavonoidler

v

izoflovonoidler (Genistein)
Flavanoller (Katesin)
Antosiyanidinler (Siyanidin)
Flavanonlar ( Hesperidin)

Flavon (Krstin)

Sekil 24. Antioksidanlarin siiflandiriimasi (53)

Antioksidanlar etkilerini; serbest radikal olusumunu engellemesi (baslatic1 reaktif
tirevleri uzaklastiric1 etki, oksijeni uzaklastiric1 veya konsantrasyonu azaltict etki) ve
olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi (toplayict etki, bastirict etki, onarict
etki, zincir kirict etki) olmak iizere iki sekilde gosterirler. Antioksidanlarin viicuttaki

aktivitesi, ortamdaki oksijen miktari, konsantrasyon miktari, sicaklik ve substrat ¢esidi

v

Fenolik Asitler

Hidroksi sinnamik Asitler
(Ferulik asit, p-kumarik asit)
Hidroksi benzoik Asitler
(Gallik asit, ellagik asit)

gibi 6zelliklere bagli olarak degiskenlik gosterir (53).

Antioksidan aktivitesini hesaplama yontemleri iki temel prensibe dayanir.
Bunlardan birincisi, ‘Tek Elektron Transferini’ (SET) temel alan analizler, ikincisi ise

‘Hidrojen Atom Transferini’ temel alan analizlerdir.
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SET reaksiyon mekanizmasina ait analizler; Antioksidanin, Fe* gibi bir oksidan
tarafindan yiikseltgenmesi sonucunda bir elektron, antioksidandan oksidana transfer
edilir, bu da oksidanin renk degisimine neden olur. UV-Vis ile absorbans degisimi
Olctiliir. Bu absorbans degisiminin derecesi antioksidan konsantrasyonuyla orantili
oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi tayininde kullamlir. Ornek olarak;
troloks esitligi antioksidan kapasitesi yontemi (TEAC), demir iyonlarini indirgeme
antioksidan kapasitesi (FRAP) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)  yontemi  ve

toplam fenolik madde miktar1 analizi i¢in Folin-Ciocalteu yontemidir (97).

HAT reaksiyon mekanizmasina ait analizler; peroksil radikali tiretmek {izere bir
radikal baslatici kullanilir. Eklenen antioksidanlar, radikaller i¢in ortamdaki substrat ile
yarisir. Peroksit radikali antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonug olarak peroksit
radikali ve hedef molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir. Ornek
olarak; oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ve radikal tutuklama antioksidan
parametresi (TRAP) yontemidir (97).

4.5. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal madde; istenmeyen fakat herhangi bir sebepten dolay1 bulunabilen
bakteri, kiif ve mayalari, her tiirlii mikroorganizmay1 ortamdan yok eden ve ¢ogalmasini
onleyen biyolojik kokenli ikincil metabolitlerdir. Antimikrobiyal maddeler vuciit
savunmasi agisindan oldukca dnemlidir. Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalar1 5
farkli mekanizma ile yok etmektedir. Bunlar; hiicre duvari sentezinin inhibisyonu,
sitoplazma zarmin ve fonksiyonunun bozulmasi, protein sentezinin inhibisyonu, niikleik
asit sentez ve fonksiyonlarin bozulmasi ve kimyasal yapidaki benzerliklerden dolay1
metabolizmalarinin  bozulmasidir. Uygun antimikrobiyal madde se¢iminde dikkat
edilmesi gereken konular sunlardir; mikroorganizmalar lizerinde az yogunlukta da sidal
etki yapmali, yan ve toksik etkileri olmamali, vuciitta uzun siire metabolize olmadan
etkin formda kalabilmeli, doku enzimleri tarafindan inaktive olmamali, genis
spektrumlu olmali, kombinasyon durumunda sinergetik etki gostermemeli, ucuz olmali,
kolay bulunmali ve dayanikli olmalidir. Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde
kulanilan iki farkli yontem bulunmaktadir. Bunlardan birincisi Tiip dilusyon teknigi
iken, ikincisi ise disk diftizyon teknigidir. Tip dilisyon tekniginde antimikrobiyal

ilaglarn  MIK (minimal inhibitér konsantrasyonunu) ve MLK (minimal letal
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konsantrasyonlu) degerlereni belirlemede yardimer olur. Disk difiizyon tekniginde ise;

agar diskler tizerindeki alan ¢aplar1 6l¢iimiine dayali bir analiz uygulanmaktadir (21).
4.6. Literatiir Ozeti

Metal komplekslerin kanser tedavilerinde kullanimi 1969 yilinda cis-
diamindikloroplatinyum (1) (cisplatin) (Sekil 25) bilesiginin bulunmasiyla baslamigtir
(98). Platinyum kompleksleri testis, yumurtalik, mesane, bas ve boyun kanserlerine
karst olduk¢a yiiksek etki gostermesine ragmen toksik etkilerinin olmasi bu
komplekslerin ~ klinik uygulamalarda kullanilmasinin ~ 6niinde  biiyiik  engel
olusturmaktaydi. Bu sebeple farkli metal kompleksleri arayislari baslamistir (99, 100).

Cl NH,
N/
Pt

7 N\
Cl” 'NH,

Sekil 25. Cisplatin’in yapis1 (98)

Klinik tedavilerde platinyum kompleksleri disinda ilk olarak  cis-
[(CH3CH,0),(bzac),Ti(IV)] (Sekil 26) kullanilmis ve kansere karst iyi bir etki
gostermistir. Ayni sekilde cis-[Xz(bzac),Ti(IV)] komplekslerinin de kansere karsi iyi

aktivite gosterip diisiikk toksisite gostermesiyle titanyum komplekslerinin antikanser

arastirmalarda kullanilmasi ilgi ¢ekici hale gelmistir (15).
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Sekil 26. cis-[(CH3CH0),(bzac),Ti(IV)]’in yapis1 (15)

1979 yilinda Kopf-Maier ve Kopf metalosen kompleksi olan titanosen dikloriiriin
antikanser Ozelliklerini yaymlamistir (101). Bundan sonra Cp,MX; genel formiiliine

sahip diger metalosenler sentezlenmis ve antikanser oOzellikleri incelenmistir. Bu
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kompleksler Ehrlich asit tiiméri, kolon, akciger kanserlerine karsi iyi etki gostermesinin
yan1 sira disiik yan etkiye sahip olmasi titanyum komplekslerini platinyum
komplekslerinden daha popiiler hale getirmistir. Tiim metalosenlerin iginde titanosen
diklortir (Cp,TiCly) (Sekil 27) kompleksi kolon, akciger ve meme kanserine karsi
oldukga iyi etkiye sahip olup tip alaninda kullanilan bilesikler haline gelmislerdir (102,

103).
i E €l

=

Sekil 27. Titanosen dikloriir’{in yapis1 (102)

Birgok antikanser ajanin DNA ile etkilesim mekanizmasin1i anlamak igin,
biyolojik makromolekiiller ile etkilesiminin modunun belirlenmesi agisindan ¢ok
onemlidir. Bundan dolay: titanosen kompleksinin CT-DNA baglanma galismalar1 UV-
Vis ve floresans spektroskopisiyle gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar sonunda titanosen
komplekslerinin diisilk konsantrasyonlarda fosfat gruplart ile etkilestigi, yiiksek
konsantrasyonlarda ise hem fosfat hem de DNA bazlan ile etkilestigi belirlenmistir

(15).

[k sentezlendigi donemde yalnizca kararlilig1 yiiksek bir boya olarak kullanilan
ftalosiyaninlerin 6nemi, yeni uygulama alanlarinin bulunmasiyla siirekli artmaktadir.
Birgok calismaya konu olan metalli ve metalsiz ftalosiyaninler bugiin 6nemli teknolojik
sistemlerde kullanilmakta ve gelecekte bir¢cok problemin ¢oziimiinde 6énemli bir anahtar
bilesik olarak disiniilmistir (104). Son yillarda ise, ftalosiyanin bilesikleri
fotoduyarlastict ve antioksidan ozelliklerinden dolay: tip ve ilag sanayinde oldukga ilgi
cekici bilesikler haline gelmislerdir (105, 106).

2011 yilinda Burcu Turanh Yildiz ve arkadaslar1 CT-DNA ile katyonik kobalt ve
paladyum ftalosiyanin bilesiklerinin (Sekil 28) etkilesimini UV/Vis spektrofotometrik
metod ve jel elektroforez ile incelenmistir. Buna ek olarak bilesiklerin ilavesinde CT-
DNA’nin termal denatiirasyonundaki degisiklikler gozlenmistir. Elde edilen tiim
sonuglar, bu molekiillerin etkili DNA baglama aktivitesi gosterdigini ve biyomedikal

alanda kullanilma potansiyeli oldugunu koymustur (107).
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Sekil 28. Katyonik Co (II) ve Pd (II) ftalosiyanin bilesikleri (107)

2012 yilinda Canan Uslan ve B. Sebnem Sesalan; yeni sentezledikleri bakir(II),
kobalt (II) ve g¢inko (Il) hekzametilenimino-etoksi siibtiitie ftalosiyanin bilesiklerinin
UV/Vis spektrofotometre ve jel elektroforeziyle DNA baglanma etkilesimlerini
incelemistir. pBR322 DNA’nin fotokesim c¢alismalari 600-700 nm’lik diyot lazer
yardimiyla gerceklestirilmistir. UV/Vis ¢alismalar1 sonucunda bakir (I1), kobalt (11) ve
¢inko (IT) bilesiklerinin baglanma sabitleri (Kp) sirastyla 1.02x10°, 1.1x10° ve 1.08x10°
M™ olarak hesaplanmustir. Elde edilen tiim veriler ftalosiyanin bilesiklerinin CT-DNA
ile elektrostatik olarak etkilestigini gdstermistir. Sentezlenen ftalosiyanin bilesiklerinin
singlet oksijen veriminin yiiksek olmasi hiicre Oliimiine isaret etmekte olup Tip Il

mekanizmasi ile DNA kesimi yaptigin1 gostermistir (108).

2013 yilinda Didem Evren ve arkadaslari 4-((7-(triflorometil)kinolin-4-il)oksi)
slibstiitie tetrakatyonik ¢inko ve metalsiz ftalosiyanin bilesikleri sentezleyerek UV/Vis
absorbsiyon spektroskopisi ve floresans spektroskopisi yardimiyla bilesiklerin DNA
etkilesimlerini incelemistir. Bu ¢alismalar sonucunda metalli ftalosiyaninlerin, metalsiz
ftalosiyaninlere gore daha iyi etkilesime sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira
suda ¢Oziiniir olmas1 ve toksik etkilerinin diisiik olmasi sebebiyle etidyum bromiiriin

yerine kullanilabilecegi 6nerilmistir (109).

2014 yilinda N.C. Lopez Zeballos ve arkadaslar katyonik ¢inko (II) ftalosiyanin
bilesiginin CT-DNA ile etkilesimini termal denatiirasyon, UV/Vis absorpsiyon ve
floresans spektroskopisi ile incelemistir. Bu galismada ligandlarda sadece oksijen ve

kiikiirt atomlarinin farkli olmasindan dolay: elektropozitif atomun baglanmaya vermis
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oldugu etki arastirtlmistir. Oksijen atomuna sahip olan ftalosiyanin molekiiliniin daha

kuvvetli bir baglanma gergeklestirdigi belirlenmistir (110).

2015 yilinda Ebru Yabas ve arkadaglar1 ball-type ftalosiyanin bilesiklerini (Sekil
29) sentezlemis ve antikanser potansiyelinin olup olmadigimi arastirilmislardir. Bu
calismada CT-DNA ile bilesigin spektrofotometrik olarak etkilesimi incelenmistir.
Bununla birlikte ftalosiyanin-DNA mekanizmasini anlamak i¢in termodinamik
Ozellikleri termal denatiirasyon, elektroforetik ve viskozimetre yontemlerle
arastirilmistir. Tiim bu ¢alismalarin sonunda sentezledikleri bilesigin DNA sarmalinin
arasima yerlestigini yani interkalasyon yaptigi belirlenmistir. Bunun sonucunda
sentezlenen ftalosiyanin bilesiginin fotodinamik terapi i¢in uygun oldugunu kanser

tedavilerinde kullanilabilirligi ortaya koyulmustur (111).
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Sekil 29. Ball-tipi ftalosiyanin bilesigi (111)

2009 yilinda Li Shuai ve arkadaglari, sentezledikleri ftalosiyanin bilesiklerinin
topoizomeraz | ve topoizomeraz Il inhibisyonu fiizerine arastirma yapmuislardir. Bu
calismalarin sonucunda sentezledikleri ftalosiyaninlerin antikanser 06zellige sahip

oldugunu ortaya koymuslardir (112).

2009 yilinda Guilherme Pires Amaral ve arkadaglar1 farkli ftalosiyanin
bilesiklerinin antioksidan 6zelliklerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada ftalosiyanin
bilesiklerinin antioksidan ozellikleri; lipid peroksidasyon, nitrit oksit siipiirme, DPPH
radikal siipiirme, deoksiriboz bozunma yontemleri ile gergeklestirilmistir. Bu
calismalarin sonunda kullanilan ftalosiyanin bilesiklerinden mangan ve bakir
ftalosiyanin bilesiklerinin dikkate deger antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (113).
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2014 yilinda Metin Celebi ve arkadaslari, (2-((2-hidroksieti)(p-tolil)amino)etoksi)
ve (2-((2-phenoxyethyl)p-tolil)amino)etoksi)ftalonitril tiirevli ftalosiyanin bilesikleri
sentezleyip antioksidan ve antibakteriyal 6zelliklerini incelemislerdir. Bu calismada
bilesiklerin gostermis oldugu etkili aktivitelerden dolay1 fotodinamik terapi i¢in uygun

ajan olabilecekleri belirlenmistir (114).

Literatiirde ftalosiyanin bilesiklerinin farkli metallerinde DNA etkilesim
calismalar1 gergeklestirilmis olmasina ragmen titanyum metaliyle ilk kez boyle bir
calisma gergeklestirilmistir. Bu molekiillerin suda ¢oziiniir olmasi, ¢oziiciiden gelecek
olan toksik etkiyi bertaraf edecek olmasi ¢alismay1 daha etkin kilmistir. Tiim bu bilgiler
15181nda, antikanser etkiye sahip oldugu literatiir tarafindan belirlenmis olan titanyum
metali ile suda ¢o6ziiniir ftalosiyanin molekiillerinin bir araya gelmesi sonucu ortaya
cikan bilesigin antikanser aktivitenin etkinligini artiracagi diisliniilmiis olup, bu

calismanin yapilmasina karar verilmistir.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazin Adx Model Firma
Su banyolu ¢alkalayici WNB 7-45 MEMMERT
Vorteks WM-10 WISD WISEMIX
Terazi PA 2140 OHAUS
Yatay DNA elektroforezi Wide Mini-Sub Cell GT BIORAD
System
Gii¢ kaynagi Bio Rad Power PacTM Basic BIORAD
Isitict MSH-20A WISD HOTPLATE
Buzdolab1 190507962400 INDESIT
Isiticili sallayict kuru blok MS-100 THERMO-SHAKER
Spektrofotometre LAMBDA-25 PERKIN ELMER
Jel goriintiileme sistemi Universal Hood imager gel BIORAD
docTM
Saf su cihazi 61316 BIOTECH
pH metre Starter 3000 OHAUS
Steril kabin MN120 BIO RAD
Magnetik karistiric MS-H-Pro DRAGON LAB
UV kabin lamba CAMAG
Derin Dondurucu ARCELIK

5.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan agaroz, bromofenol mavisi, biitirillenmis hidroksianisol,
CT-DNA, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, EDTA, etidyum bromiir, gallik asit, gliserol,

ksilen siyanol, L-metiyonin, nitro mavisi tetrazolyum (NBT), riboflavin, sodyumdodesil

siilfat, ve BSA Sigma-Aldrich’den temin edildi. DNA kesim aktivitesi denemelerinde

de ticari olarak Fermantas’dan satin alinan %90’dan fazlasi stipersarmal formda oldugu
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bilinen, 4361 baz ¢ifti igeren, 2,83x10° Da molekiiler agirliginda olan ¢ift sarmal kapali
halkali pPBR322 plazmid DNA’s1 kullanildi. Topoizomeraz | inhibsiyon ¢alismalarinda
kullanilan Topoisomerase I Human Assay Kit Topogen’den satin alindi. Calismada
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 tiirleri antibakteriyal,
Candida albicans ATCC 10231 tir(i antifungal testi i¢in kullanildi. Bu
mikroorganizmalar Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’nin stoklarindan temin edildi.

Bu calismada incelenen ftalosiyanin bilesikleri Karadeniz Teknik Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Anorganik Kimya Bilimdali &gretim iiyesi Dog¢. Dr. Zekeriya
BIYIKLIOGLU tarafindan sentezlendi. Incelenen suda c¢oziiniir titanyum (1V)
ftalosiyanin bilesiklerinin kimyasal yapilart ve kisa kodlar1 Sekil 30°da, isimleri ve

molekiiler agirliklar1 Tablo 4°de verilmistir.

Q\ '
4 i!j] N 41

N \N N

N —=

Sekil 30. Calismada incelenen suda ¢oziinir titanyum (V) ftalosiyanin bilesiklerinin
sekilleri ve kodlar1
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Tablo 4. Calismada incelenen bilesiklerin isimleri ve molekiil agirliklari

Kisa Ismi Molekiil Agirhg
Kod

2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-{2-[3-
Pcl (dimetilamino)fenoksi]etoksi}ftalosiyaninato 1861.0 g/mol
oksotitanyum(IV)iyodiir
2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-{2-[3-
Pc2 (dietilamino)fenoksi]etoksi}ftalosiyaninato 1973.2 g/mol
oksotitanyum(I'V)iyodiir
2(3),9(10),16(17),23(24)-tetrakis-(2-{2-[3-
Pc3 (dimetilamino)fenoksi]etoksi}etoksi)- 2037.2 g/mol
ftalosiyaninato oksotitanyum(IV)iyodiir

5.1.3. Kullamilan Cozeltiler

CT-DNA ¢ozeltisi: DNA stok ¢ozeltisi 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2)
icerisinde 3 gilin boyunca 4 °C’de yavasca karistirilarak hazirlandi ve 4 °C’de
saklanarak bir hafta i¢inde tiiketildi. Konsantrasyonunun hesaplanmasi i¢in, 260 nm’de
molar absorblama katsayist (g260) 6600 MZecm? olarak almarak absorbans Ol¢limii
yapildi. Ayrica DNA’nin yeterli diizeyde protein safsizligindan uzak oldugunu ortaya
koymak amaciyla 280 nm’deki absorbans Ol¢iimii yapilarak 260 ve 280 nm’lerdeki

absorbans degerlerinin 1.8-1.9:1 oranini verdigine dikkat edildi.

Etidyum Bromiir (EB) Cozeltisi: Agaroz jel elektroforezi galismalarinda ise 5

mg/mL Konsantrasyonda hazirlanan stok ¢6zelti kullanildi.

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

9%0.2 ksilen siyanol ve %30 oraninda gliserol igerecek sekilde hazirlandi.

Yiiriitme Tamponu (10X TAE): 48.4 g Tris, 11.2 mL asetik asit, 20 mL 0.5 M
EDTA (pH 8) son hacim 1 L olacak sekilde su igerisinde ¢oziildii.

Jel Hazirlama: Agaroz 0.8 g tartilarak 100 mL seyreltilmis TAE iginde, 7 uL EB

(5 mg/mL) ilavesi ile hazirlandu.
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5.2. Yontem
5.2.1. DNA Baglanma Deneyleri
5.2.1.1 UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonlari

Cogu durumda DNA kesimi i¢in DNA baglanmasi kritik adimdir. Bu ylizden
oncelikle bilesiklerin CT-DNA’ya baglanmast UV/Vis absorpsiyonu kullanilarak
calisildi. Bu metod, DNA-bilesik etkilesimlerinin belirlenmesinde en etkili yollardan
birisidir. Optimum kosullar1 belirlemek, ¢ozeltileri ve yontemin uygulanabilirligini test
etmek agisindan, bilesiklerle 6n denemeler yapilmistir. Bu 6n denemeler sonucunda

deneylerin Tris-HCI tamponu pH 7.2’de yapilmasina karar verilmistir.

Bilesiklerin CT-DNA ile etkilesimini igeren tiim ¢aligmalar 5 mM Tris-HCI/50
mM NaCl (pH 7.2) i¢inde, su igerisinde hazirlanan stok ¢ozeltiler sabit konsantrasyonda
(375 uM) tutularak ve CT-DNA konsantasyonu degistirilerek (2.5-20 pM)
gercgeklestirildi. Bu amagla ilk olarak 37.5 uM konsantrasyonda olacak sekilde, alinan
ftalosiyanin bilesiklerinin ¢ozeltisi 300-750 nm araliginda spektrumu 0.5 nm’de bir
deger ol¢iilebilecek sekilde kaydedilmistir. Ardindan ilk CT-DNA ilavesi yapilmis, oda
sicakliginda 10 dakikalik inkiibasyonun ardindan, belirtilen dalga boyu araliginda
absorbsiyon spektrumu kaydedilmistir. Bu islem yapilirken kor ¢ozelti lizerine de esit
miktarda CT-DNA ilave edilerek CT-DNA’nin absorbansi elimine edilmistir. Bu isleme
DNA konsantrasyonu asamali olarak artirilarak son konsantrasyon 20 puM oluncaya

kadar devam edilmistir.

Elde edilen sonuglardan asagidaki esitlik geregince her bir DNA
konsantrasyonuna ([DNA]) kars1 [DNA]/(ea-€5) degerleri grafige gegirilmistir. Grafikten
elde edilen dogrunun egimi 1/(ep-€¢)’yi, kesim noktast ise 1/Kp(gp-€f) olarak bulunmustur
ve iki deger birbirine oranlanarak baglanma sabitleri K, hesaplanmistir (Formiil 5.1.).
Bu esitlikte &r, serbest haldeki bilesigin soniim katsayisini, g, tam bagl bilesigin soniim

katsayisini, €, ise A/[M]’yi ifade eder (115).

[DNA]/(ea-gf) =[DNA]/(ep-&) + L/Kp(ep-g) (Formiil 5. 1.)
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5.2.1.2. DNA Erime Sicakhiginin Belirlenmesi

DNA erime denemeleri farkli baglanma modlarini ayirt etmek i¢in uygulanir.
Kiiclik molekiillerin DNA ¢ift sarmalina interkalasyonun sonucunda ¢ift sarmalin tek
zincirli DNA’ya denatiire olmasiyla erime sicakligmin 8-12°C yiikselirken, oluga
baglanma esnasinda ise dikkat cekici sicaklik degismeleri ger¢eklesmez (116, 117).
Sarmalin erimesi 260 nm’de DNA bazlarinin molar absorblama katsayisinin ¢ift sarmal
formda tek zincirli forma gore daha diisiik olmasi sebebiyle 260 nm’de absorpsiyonun
artisina yol acar. Boylece, DNA sarmalinin bobine doniisme sicakligi 260 nm’de DNA

bazlarinin absorbansinin sicakligin bir fonksiyonu olarak izlenmesiyle belirlenebilir.

Bu bilgiler 1s18inda planlanan termal denatiirasyon caligmalart Varian Cary
Temperature Controller iinitesine sahip Cary 100 Bio UV-Visible Spectrophotometer
cihazi kullanilarak ve [DNA]/[bilesik] orami farkli olacak sekilde ¢esitli denemeler
yapilarak gergeklestirildi. Denemeler, 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7.2) tamponu
igerisinde yapildi.

Termal erime programi kullanilarak kiiveti igeren hiicrenin sicakligi dakikada 1
°C arttirtlarak 60-90 °C araliginda her 0.5 °C’de 260 nm’de absorbans odl¢tildii. CT-
DNA’nin bilesik varliginda ve yoklugunda 260 nm’deki absorbansina bagli olarak
cizilen t(°C)-Absorbans egrisinden Tm degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak

hesapland1 (118).
5.2.2. DNA Kesim (Niikleaz) Aktivitesi

Bilesiklerin DNA ile etkilesimleri siipersarmal pBR322 plazmid DNA’sinin kesim
denemesiyle incelendi. Kesim reaksiyonu agaroz jel elektroforezi teknigiyle izlendi.
Dairesel pBR322 plazmid DNA’s1 elektroforeze maruz birakildiginda, bozulmamis
siipersarmal form (Form I)’un kismen hizli goc¢ ettigi gozlenmektedir. Cesitli
maddelerle etkilesimi sonrasinda tek bir zincirde kesim gerceklesirse (kirilma),
siipersarmal form daha yavas hareket eden kirik form (Form II)’u olusturmak iizere
gevsemektedir. Her iki zincirin de kesildigi durumlarda Form I ve Form II’nin arasinda
goc eden lineer form (Form III) olusmaktadir (53). Komplekslerin DNA zincir kesimi
icin niikleaz aktivitelerini degerlendirmek amaciyla pBR322 plazmid DNA’s1 belirlenen

uygun reaksiyon kosullarinda bilesiklerle inkiibe edildi.
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5.2.2.1. pBR322 Plazmid DNA’sinin Hidrolitik Kesimi

pBR322 plazmid DNA’sinin kesim aktivitesinin ¢esitli kosullara bagliligini
degerlendirmek tlizere herhangi ilave bir ajan olmaksizin hidrolitik kosullarda denemeler
gerceklestirildi. Bu ¢alismada kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde, 0.5 puL 250 ng
pBR322 plazmid DNA, 7.5 pL tampon ¢ozelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)), 2 uL Pc
bilesiklerinden (kuyu icerigindeki son konsantrasyon 20 pM olacak sekilde)
olusturuldu. Kuyucuk igerigi %0.8’lik agaroz jele (0.25 pg/mL EB iceren) yiliklenmesi
esnasinda jel ylikleme boyasi ilave edildi ve jele yiiklendi. Yiiriitme tamponu
ilavesinden sonra 90 dakikalik siireyle 100 Voltluk akim uygulanarak elektroforeze
maruz birakildi. Elektroforez isleminin bitiminde jel, UV 15181 altinda goriintiilendi ve

fotografi kaydedildi (119).
5.2.2.2. pBR322 Plazmid DNA’simin Isikla indiiklenmis Kesimi

Incelenen bilesiklerin fotodinamik terapide kullanilabilme potansiyellerini
degerlendirmek amaciyla yapilan calismada pBR322 plazmid DNA’sinin bilesikler
tarafindan kesimini gozlemleyebilmek amaciyla, bilesiklerin maksimum absorbans
gosterdigi 650 nm’deki 1s18in kesim aktivitesine etkisi incelendi. Bu ¢aligmada kuyu
igerikleri 10 pL olacak sekilde, 0.5 puL 250 ng pBR322 plazmid DNA, 7.5 uL tampon
¢ozelti (50 mM Tris-HC1 (pH 7)), 2 uL Pc bilesiklerinden (kuyu igerigindeki son
konsantrasyon 20 uM olacak sekilde) olusturuldu. Daha sonra kuyu igerikleri 10 dk
stireyle 650 nm 151832 maruz birakildi. Isik kaynagi olarak 300 Watt’lik quartz lamba,
ultraviyole ve infrared radyasyonlari filtre etmek i¢in 650 nm’ lik bir filtre ve ayrica bir
su filtresi kullanilmistir. Bu siirenin sonunda karigimlar 1 saat siireyle 37 °C’de
karanlikta inkiibe edildikten sonra yukarida izlenen yontemlerle reaksiyonlar

durduruldu ve kesim iriinleri agaroz jel lizerinde UV 15181 altinda incelendi (44).

= >

Numune 650 nm filtre Su filtresi Isik kavnag:

Sekil 31. pBR322 plazmid DNA’nin 650 nm 1sikla uyarilma diizenegi
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5.2.2.3. pH’nin pBR322 Plazmid DNA’simin Kesim Aktivitesine Etkisi

pBR322 plazmid DNA’nin  hidrolitik ve 1sikla uyarilmis  kesimi
gergeklestirildikten sonra, 650 nm 1s1kta uyarilan bilesiklerin kesim aktivitelerinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Bundan dolayr pBR322 plazmid DNA’nin kesim

aktivitesinin optimum sartlar1 650 nm’lik 1s1kla uyardiktan sonra incelenmistir.

Bu c¢aligmada kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde, 0.5 uL 250 ng pBR322
plazmid DNA, 7.5 pL tampon ¢o6zelti (50 mM Tris-HCI (pH 5-9)), 2 uL Pc
bilesiklerinden (kuyu igerigindeki son konsantrasyon 20 uM olacak sekilde)
olusturuldu. Daha sonra kuyu icerikleri 10 dk siireyle 650 nm 1518a maruz birakildi. Bu
siirenin sonunda karisimlar 1 saat siireyle 37 °C’de karanlikta inkiibe edildikten sonra
yukarida izlenen yontemlerle reaksiyonlar durduruldu ve kesim firlinleri agaroz jel

tizerinde UV 15181 altinda incelendi (53).
5.2.2.4. pBR322 Plazmid DNA’nin Oksidatif Kesimi

Bilesiklerin hidrolitik kesim aktivitelerinin ortaya koyulmasini takiben cesitli
yardimer  reaktifler hidrojen peroksit, askorbik asit, 2-merkaptoetanol nihai
konsantrasyonlar1 sirasi ile 0.4 M, 2.5 mM ve 0.4 M olacak sekilde ortama ilave

edilmektedir.

Bu c¢alismada kuyu igerikleri 10 pL olacak sekilde, 0.5 uL 250 ng pBR322
plazmid DNA, 5.5 puL tampon ¢o6zelti (50 mM Tris-HCI (pH 7)), 2 uL yardimci reaktif,
2 pL Pc bilesiklerinden (kuyu igerigindeki son konsantrasyon 20 pM olacak sekilde)
olusturuldu. Daha sonra kuyu icerikleri 10 dk siireyle 650 nm 1518a maruz birakildi. Bu
siirenin sonunda karigimlar 1 saat siireyle 37 °C’de karanlikta inkiibe edildikten sonra
yukarida izlenen yontemlerle reaksiyonlar durduruldu ve kesim {iriinleri agaroz jel

tizerinde UV 15181 altinda incelendi (120).
5.2.3. Topoizomeraz | inhibisyonu

Bu deneme; topoizomeraz enzimi, siipersarmal DNA’y1 gevsemis DNA ve acik
dairesel DNA haline doniistiirdiigli i¢in, ilag etkisi incelenen bilesiklerin siipersarmal
DNA’nin gevsemesini etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in dolaysiz bir yoldur
(121). DNA topoizomeraz I, DNA zincirlerinden birini gecici olarak keserek DNA’nin

topolojik degisimlerini etkileyebilir ve yeni antikanser ilaglarinin dizayni i¢in muhtemel
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hiicre i¢i hedef olarak rol oynayabilir (122). Bu amacgla komplekslerin insan
Topoizomeraz 1 {izerindeki etkisini incelemek icin standard bir plazmid DNA kesim
denemesi gerceklestirildi. DNA topoizomeraz [ aktivitesi siipersarmal DNA’nin

gevsemesini Ol¢erek belirlendi.

Bunun i¢in 0.5 pL 250 ng pBR322 plazmid DNA’s1 uygun kosullar altinda 7.5 pL
tampon ¢ozelti [35 mM Tris-HCI (pH 8.0), 72 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT, 5
mM spermidin, %0.1 Albiimin], 1 puL 1 {nite topoizomeraz | enzimi ve 2 uL Pc
bilesiklerinden (kuyu igerigindeki son konsantrasyon 20 uM olacak sekilde)
olusturuldu. Karisim 10 dakika siireyle 650 nm 1s18ina maruz birakildiktan sonra 37
°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Ornekler %0.8’lik agaroz jeline yiiklendi, 3 saat
stiresince 40 volt akim uygulanarak yiiriitme tamponu igerisinde elektroforeze maruz

birakildi ve olugan formlar agaroz jel lizerinde UV 15181 altinda incelendi (121).
5.2.4. Antioksidan Aktivite Calismalari
5.2.4.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) tarafindan
gelistirilen nitro mavisi tetrazolyum (NBT) indirgeme metodu kullanilarak belirlendi.
O, ’nin miktar1 ve baskilanma oram1 560 nm’deki absorbans Olgiilerek belirlendi.
Siiperoksit radikalleri (O,7) 0.1 mM EDTA, 2 uM riboflavin, 13 mM L-metiyonin ve
75uM NBT iceren 50 mM fosfat tamponundan (pH 7.8) olusan sistem ile {iretildi.
Bilesiklerin farkli konsantrasyonlarda (25-100 puM) hazirlanmig ¢ozeltileri radikal
iireten bu ¢ozelti sistemlerine ilave edilerek her bir reaksiyon karigimi 5 dakika floresan
1s18inda inkiibe edildikten sonra 6rneklerin absorbansi 560 nm’de dl¢tildii (Asmek). Test
edilen bilesigi igermeyen karisimin absorbansi kor olarak kullanildi (Axs). NBT
indirgenmesinin yiizde inhibisyonu (%IC) asagidaki sekilde hesaplandi (123). Referans
bilesik olarak BHA kullanildi. Tiim denemeler 3 tekrarli gergeklestirildi ve standart

sapmas1 hesaplandi.
%IC = ((Akér'A()mek) 100/ Akér
5.2.4.2. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu calismada incelenen bilesiklerin DPPH serbest radikalini siipiirme aktivitesini

test etmek i¢in 0.1 mM DPPH c¢ozeltisi kararh radikal olarak kullanildi ve 1 mL DPPH
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¢ozeltisinin 517 nm’deki absorbansi dlgiildii (Ays). DPPH c¢ozeltisi iizerine degisik
konsantrasyonlardaki (25-100 uM) bilesiklerin ¢6zeltilerinden ilave edilerek karanlikta
oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan 517 nm’de absorbans Ol¢iildii
(Asmex). DPPH serbest radikal siipirme aktivitesi, DPPH radikallerinin siipiirme
kapasitesi (%IC) seklinde farkli Pc bilesiklerin konsantrasyonlar1 i¢in asagidaki
denklemden hesaplandi. Referans bilesik olarak gallik asit kullanildi. Tiim denemeler 3

tekrarli gergeklestirildi ve standart sapmasi hesaplandi (124).
%IC = (Ak(jr'Aérnek)lOO/ Akér)
5.2.4.3. Metal Selat Baglanma Aktivitesinin Belirlenmesi

Pc bilesiklerinin metal selat aktivitesi, Dinis metoduna gore belirlendi. Yonteme
gore; bilesiklerin cesitli konsantrasyonlarindan (25-100 uM) 500 pL alindi ve {izerine
50 uL 2 mM FeCl; ve 100 uL 5 mM ferrozin ilave edildi. Bilesikler, 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 562 nm’de absorbansi dlgiildii. Referans bilesik
olarak EDTA kullanildi. Tiim denemeler 3 tekrarli gergeklestirildi ve standart sapmasi
hesaplandi (106).

%IC = (Akor-Asmek) 100/Axsr)
5.2.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Test edilen mikroorganizmalara karst test materyallerinin antimikrobiyal
aktiviteleri agar diflizyon metodu ile test edildi. Test edilen sentetik kimyasal maddeler
500 pg/mL konsantrasyonunda distile su yardimi ile ¢oziildii. Serum fizyolojik (SF)
icinde 0.5 McFarland'a ayarlanan bakteri siispansiyonlarindan bakteriler i¢in hazirlanan
MHA, maya igin ise SDA plaklarina 10 puL (10® olmak iizere) inokiile edilip, pamuk
ekiiviyon ile yayma ekim gergeklestirildi. Besiyerleri iizerine 4-6 mm c¢apinda
kuyucuklar agildi. Bir kuyucuga negatif kontrol olarak ¢oziicii madde bir kuyucuga
pozitif kontrol olarak gentamisin veya amfoterisin B ilave edildi. Diger kuyucuklara ise
test materyallerinden 30 pL eklendi. Bu islem tiim test mikroorganizmalari i¢in ayr1 ayri
tekrar edildi. Mikroorganizmalar 37°C’de 24-48 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda kuyucuklarda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 degerlendirildi (114).
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6. BULGULAR
6.1. DNA Baglanma Cahsmalar
6.1.1. UV-Vis Absorpsiyon Titrasyonlari

CT-DNA varhiginda ve yoklugunda incelenen ftalosiyanin bilesiklerinin
absorbsiyon spektrumu bilesiklerin DNA’ya baglanma modu hakkinda bilgi
vermektedir. Bilesikler DNA’ya kovalent ya da kovalent olmayan (elektrostatik
etkilesim, oluga baglanma ve interkalasyon) etkilesimler ile baglanabilir. Genellikle
interkalatif ajanlar, kromofor gruplarin arasindaki m-m etkilesimlerinden dolayr biiyiik
dalga boyuna dogru kayma gosterirken, oluga baglanma durumunda ise dalga boyunda

kiiglik degisimler meydana gelmektedir (53).

Tez kapsaminda incelenen bilesiklerin CT-DNA’ya baglanmast UV/Vis
absorpsiyonlar1 Olgiilerek belirlendi. Sabit konsantrasyonda tutulan ftalosiyanin
bilesiklerinin ¢ozeltisi iizerine konsantrasyonu asamali olarak artirilarak CT-DNA
¢ozeltisi ilave edildi ve absorpsiyon spektrumlarindaki degisiklikler kaydedildi (Resim
1-3).

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

Absorpsiyon spektrumlari kaydedilmistir.

CT-DNA varhiginda Pcl, Pc2 ve Pc3’tin absorbsiyon spektrumlarinda
hipokromizm ve kirmiziya kiigiik kayma gézlenmistir. Pcl bilesiginde 2 nm kirmiziya
kayma gozlenirken (Amax 647 — 649), Pc2 bilesiginde 1 nm kirmiziya kayma go6zlendi
(Mmax 645 — 646). Pc3 bilesiginde ise herhangi bir kayma gozlenmemistir. Bu durum
Pc bilesikleri ile DNA’nin interkalatif olmayan bir etkilesim iginde oldugunu
gostermektedir. Bilesiklerin baglanma sabitleri (Kp) hesaplandiginda; Pcl, Pc2 ve
Pc3’iin K, degerleri sirasiyla 3.75x10%, 2.3x10* ve 4.57x10* M™*‘dir. Bu degerler
interkalasyon ajanlar icin goriilen 10%°dan kiiciik oldugundan dolayi, interkalatif
olmayan etkilesim icinde oldugunu daha da desteklemektedir (110). Yapida
hipokromizm goriilmesi, dalga boyundaki kaymalarin kii¢ciik olmas1 ve Ky degerinin
10%dan kiiciik olmas1 Pc bilesiklerinin CT-DNA ile etkilesiminin oluga baglanma
seklinde oldugunu desteklemektedir.
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Resim 1. Pcl bilesiginin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu varliginda
absorpsiyon spektrumlari. (]) Artan kompleks konsantrasyonunu gosterir.
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Resim 2. Pc2 bilesiginin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu varliginda
absorpsiyon spektrumlari. (|) Artan kompleks konsantrasyonunu gosterir.
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Resim 3. Pc3 bilesiginin DNA yoklugunda ve artan DNA konsantrasyonu varliginda
absorpsiyon spektrumlari. (|) Artan kompleks konsantrasyonunu gosterir.

6.1.2. DNA Erime Sicakhiginin Belirlenmesi

DNA erime sicakligit (Tm)’min belirlenmesi denemeleri baglanma modunu
anlamak icin kullanilir. Ty, cift sarmalin kararliligi ile son derece iliskilidir. Klasik
interkalatorlerin varliginda Ty, degeri 8-12 °C’lik artisa neden olurken, oluga baglanma

durumunda ise T, dikkat ¢ekici degisikliklere neden olmamaktadir (116, 117).

Bu bilgiler 151g1nda planlanan termal denatiirasyon calismalar1 sirasinda termal
erime programi kullanilarak kiiveti igeren hiicrenin sicakligi dakikada 1 °C arttirilarak
60-90 °C aralifinda her 0.5°C’de 260 nm’de absorbans o6lgiildii. CT-DNA’nin Pc
bilesigi varliginda ve yoklugunda 260 nm’deki absorbansina bagl olarak ¢izilen t(°C)-
Absorbans egrisinden T, degerleri cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.
Hesaplanan T, degerleri Tablo 5’de verilmistir. CT-DNA’nin erime sicakligi 80.2 °C
iken, CT-DNA + Pcl, CT-DNA + Pc2 ve CT-DNA + Pc3’iin erime sicakligi sirasiyla
81.7 °C, 82.2 °C ve 82.9 °C’dir. Erime sicakliklarinda dikkate deger bir artis olmamasi

oluga baglanma oldugunu diisiincesini desteklemektedir.
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Tablo 5. Ftalosiyanin bilesiklerinin DNA Erime Sicakliklari

Kisa Kod Tm values

CT-DNA 80.2 °C
CT DNA + Pcl 81.7°C
CT DNA + Pc2 82.2 °C
CT DNA + Pc3 82.9 °C

6.2. DNA Kesim (Niikleaz) Aktivitesi

Calismada kullanilan Pc bilesiklerinin DNA kesim aktiviteleri agaroz jel
elektroforezi ile ortaya konuldu. Metaloniikleaz aktivitesinin varligt DNA’nin Form I
(stipersarmal form)’den Form II (kirik dairesel form) veya Form III (lineer form)’e
dontisiimiiyle tespit edildi. Niikleaz etkinliginin bagl oldugu faktorleri belirlemek icin
ilk olarak 151k yoklugunda ve varliginda kesim aktivitesi incelendi. Isik varliginda
aktivitenin yliksek oldugu belirlendi. Bundan dolay1 pH ve oksidatif denemeler 151k
varliginda gercgeklestirildi.

6.2.1. pBR322 Plazmid DNA’simin Hidrolitik Kesimi

Ftalosiyanin bilesiklerinin DNA’y1 fosfodiester baglarinin hidrolizi yoluyla
kesebilme etkinligini degerlendirmek i¢in hidrolitik kesim denemesi yapildi. Pcl, Pc2
ve Pc3 bilesiklerinin hidrolitik kesim goriintiileri Resim 4’de verilmistir. Goriintiiler
incelendiginde hicbir ilave ajan olmaksizin ve 151k yoklugunda Pc bilesiklerinin kesim

aktivitesinin bulunmadig1 gozlendi.
6.2.2. pBR322 Plazmid DNA’sinin Isikla indiiklenmis Kesimi

pBR322 plazmid DNA’nin bilesikler tarafindan kesim etkinligine 1sikla
indiiklemenin de katkisinin olup olmayacagi incelendi. Bu amagla 50 mM Tris-HCI (pH
7) icerisinde hazirlanan Pc bilesiklerinin 20 uM bilesik konsantrasyonu ile DNA’nin
bulundugu karisim bagska higbir ilave ajan olmaksizin 650 nm 1s1k altinda 10 dakika
inkiibe edildikten sonra standartize edilen yol takip edildi.

Isik varliginda ve yoklugunda yapilan analiz sonucunda Pc bilesiklerinin
fotoduyarlastic1 6zelliklerinden dolayi, Pcl, Pc2 ve Pc3 bilesiklerinin 151k varliginda
aktivitesinin yiiksek oldugu Resim 4’de goriilmekte olup fotodinamik terapi igin
oldukca umut verici sonug¢ gozlenmistir. Bundan dolayr pH ve oksidatif kesim

denemeleri 151k varliginda yapilmustir.
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Resim 4. Isik varliginda ve yoklugunda ftalosiyanin bilesiklerinin pBR322 plazmid
DNA kullanilarak kesim aktvitelerinin incelenmesi. 1: DNA kontrol: 9.5 uL
Tris-HCI+ 0.5 pL DNA, 2: 7.5 pL Tris-HCI + 2 pLL Pcl + 0.5 uL DNA, 3:
7.5 pL Tris-HCI + 2 uL Pc2 + 0.5 uL DNA, 4: 7.5 uL Tris-HCI + 2 uLL Pc3 +
0.5 uL DNA, 5: DNA kontrol: 9.5 pL Tris-HCI+ 0.5 pL. DNA (650 nm
uyarma), 6: 7.5 pL Tris-HCI + 2 uL Pc1 + 0.5 uL DNA (650 nm uyarma), 7:
7.5 pL Tris-HCI + 2 pLL Pc2 + 0.5 uL. DNA(650 nm uyarma), 8: 7.5 puL Tris-
HCI + 2 uL Pc3 + 0.5 uLL DNA (650 nm uyarma).

6.2.3. pH’nin pBR322 Plazmid DNA’sinin Kesim Aktivitesine Etkisi

pBR322 plazmid DNA’nin bilesikler tarafindan optimal sartlarini belirlemek igin
kesim reaksiyonlarmin pH bagimliligi incelendi. Bu amagla 650 nm 11k varliginda her
bir bilesik i¢in pH 5-9 araliginda 50 mM Tris-HCI tamponlari kullanilarak kesimin en
etkili oldugu pH belirlendi. Resim 5’de pH’nin pBR322 plazmid DNA’nin kesim
aktivitesine etkisi goriilmektedir. Resim 5’de goriildiigii gibi Pcl bilesigi i¢in en iyi
aktivite pH 6 ve pH 9’da goriiliirken, Pc2 bilesigi i¢in en iyi aktivite pH 6’da, Pc3
bilesigi icin ise en iyi aktivite pH 5 ve pH 6’da goriilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Resim 5. pH’nin pBR322 plazmid DNA’sinin kesim aktivitesi iizerine etkisi. 1: DNA
kontrol: 9.5 uL Tris-HCI (pH 5) + 0.5 uL DNA, 2: DNA kontrol: 9.5 pL Tris-
HCI (pH 6) + 0.5 uL DNA, 3: DNA kontrol: 9.5 uL Tris-HCI (pH 7) + 0.5 uL
DNA, 4: DNA kontrol: 9.5 puL Tris-HCI (pH 8) + 0.5 uL DNA, 5: DNA
kontrol: 9.5 puL Tris-HCI (pH 9) + 0.5 uL DNA, 6: 7.5 uL Tris-HCI (pH 5) +
2 uL Pcl + 0.5 uL DNA, 7: 7.5 pL Tris-HCI (pH 6) + 2 uL Pcl + 0.5 pL
DNA, 8: 7.5 uL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL Pc1 + 0.5 uL DNA, 9: 7.5 uL Tris-
HCI (pH 8) + 2 uL Pcl1 + 0.5 uL DNA, 10: 7.5 pL Tris-HCI (pH 9) + 2 uL
Pcl + 0.5 uL DNA, 11: 7.5 pL Tris-HCI (pH 5) + 2 uL Pc2 + 0.5 uLL DNA,
12: 7.5 pL Tris-HCI (pH 6) + 2 uLL Pc2 + 0.5 uL DNA, 13: 7.5 uL Tris-HCI
(pH7) + 2 uL Pc2 + 0.5 uL DNA, 14: 7.5 uL Tris-HCI (pH 8) + 2 uL Pc2 +
0.5 uL DNA, 15: 7.5 pL Tris-HCI (pH 9) + 2 uL Pc2 + 0.5 uL DNA, 16: 7.5
pL Tris-HCI (pH 5) + 2 uL Pc3 + 0.5 uLL. DNA, 17: 7.5 uL Tris-HCI (pH 6)
+2uL Pc3 + 0.5 uL DNA, 18: 7.5 puL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL Pc3 + 0.5 uL
DNA, 19: 7.5 uL Tris-HCI (pH 8) + 2 uL Pc3 + 0.5 uL DNA, 20: 7.5 uL
Tris-HCI (pH 9) + 2 uLL Pc3 + 0.5 uL DNA.
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6.2.4. pBR322 Plazmid DNA’nin Oksidatif Kesimi

Bilesiklerin hidrolitik kesim aktivitelerinin belirlenmesinin ardindan 1s1k
varhiginda oksidatif kesim kabiliyetlerinin arastirilmasi amaciyla kesim reaksiyonlari
hidrojen peroksit (H,0,) (0.4 M), askorbik asit (AA) (2.5 mM) ve merkaptoetanol (ME)
(0.4 M) ajanlarin ilavesiyle gerceklestirildi.

H,0,, AA ve ME’in Pc bilesikleri olmaksizin DNA kesim aktiviteleri ile bu ti¢
ajan ve Pc bilesiklerinin varlifindaki DNA kesim aktiviteleri Resim 6’da goriilmektedir.
Uc¢ ajan DNA’ya tek baslarina ilave edildiklerinde herhangi bir kesim aktivitesi
gostermez iken, Pc bilesikleriyle birlikte ilave edildiklerinde ise aktivatdr 6zellik
gosterdikleri belirlenmistir. 3 ajanin ilavesi sonrasinda bilesiklerin kesim aktiviteleri
incelendiginde, en cok kesim aktivitesini artiran ajan hidrojen peroksit olurken, en az
etkileyen merkaptoetanol olmustur. Bu ii¢ ajan arasinda siralama yapildiginda etki

sirasina gore; HyO, > AA > ME oldugu goriilmektedir.

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

Resim 6. Yardimci reaktiflerin pBR322 plazmid DNA’nin kesim aktivitesi iizerine
etkileri.1: DNA Kontrol: 9.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 0.5 uL DNA, 2: 7.5 pL
Tris-HCI (pH 7) + 2 uL Pcl + 0.5 uLL DNA, 3: 7.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2
uL Pc2 + 0.5 uL DNA, 4: 7.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL Pc3 + 0.5 uL DNA,
5: 7.5 puL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL HyO,+ 0.5 pL DNA, 6: 7.5 pL Tris-HCI
(pH 7) + 2 uL AA + 0.5 uL DNA, 7: 7.5 puL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL ME +
0.5 uL DNA, 8: 5.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL H,O,+ 2 uL Pcl + 0.5 pL
DNA, 9: 5.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL HyO,+ 2 uL Pc2 + 0.5 ulL DNA,
10: 5.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL H,O,+ 2 uL Pc3 + 0.5 pL DNA, 11: 5.5
pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL AA+ 2 uL Pcl + 0.5 uL DNA, 12: 5.5 pL Tris-
HCI (pH 7) + 2 uL AA+ 2 uL Pc2 + 0.5 uL DNA, 13: 5.5 pL Tris-HCI (pH
7) +2 uL AA+ 2 pL Pc3 + 0.5 uL DNA, 14: 5.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL
ME+ 2 uL Pcl + 0.5 pL DNA, 15: 5.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL ME + 2
uL Pc2 +0.5 uL DNA, 16: 5.5 pL Tris-HCI (pH 7) + 2 uL ME + 2 uL Pc3 +
0.5 uL DNA.

6.3. Topoizomeraz I inhibisyonu

Ftalosiyanin bilesiklerinin topoizomeraz I enzimine karsi etkisi pBR322 plazmid
DNA’nin relaksasyon yontemine gore incelendi. Resim 7°de goriildiigii gibi,
topoizomeraz I’in tek basina kullanilmasiyla gergeklestirilen kontrol denemesinde

siipersarmal DNA kompleksler yoklugunda gevsemis forma doniismektedir. incelenen
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bilesiklerin varliginda ise gevsemis form azalmakta siipersarmal form orani artmaktadir.
Isik varliginda gerceklestirilen bu calismada ftalosiyanin bilesikleri topoizomeraz I
enzimine kars1t yiiksek inhibisyon aktivitesi gostermektedir. Resim 7 dikkatlice
incelendiginde; Pc3 bilesiginin en yiiksek inhibisyon aktivitesine sahip oldugu
gozlenirken, Pc2 bilesigi de Pcl’den daha yiiksek aktivite gostermektedir. Calismada
kullanilan ftalosiyanin bilesiklerinin DNA’nin oluguna baglanma gerceklestirdigi
diislintildiiginden, topoizomeraz 1 enziminin DNA’nin oluguna baglanmasini
engelleyerek inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Topoizomeraz I inhibisyonu ¢alismalariyla
ilgili bu veriler degerlendirildiginde ftalosiyanin bilesiklerinin antikanser potansiyelinin

olabilecegi diisiiniilebilir.

Resim 7. Ftalosiyanin bilesiklerinin topoizomeraz | inhibisyon aktivitelerinin
goriintiilenmesi. 1: DNA Kontrol: 9.5 uLL Tampon + 0.5 uL DNA, 2: 8.5
uL Tampon + 1 pL topoizomeraz | + 0.5 uL DNA, 3: 6.5 uLL Tampon + 1
pL topoizomeraz | + 2 pL Pcl + 0.5 pL. DNA, 4: 6.5 pL Tampon + 1 pL
topoizomeraz | + 2 puL Pc2 + 0.5 uL DNA, 5: 6.5 pL Tampon + 1 pL
topoizomeraz | + 2 uL Pc3 + 0.5 uLL DNA.

6.4. Antioksidan Aktivite Calismalar
6.4.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapilar1 tamamiyla dogal enzimden farkli olsa bile 6zellikle Mn, Cu veya Zn gibi
cesitli gecis metallerinin karigik ligandli kompleksleri metal merkezinin etrafindaki

esnek geometrik doniisiimleri ile SOD aktivitesi sergilemektedirler.

Bu bilgiler 1s1ginda ftalosiyanin bilesiklerinin SOD aktivitesi NBT metoduyla
incelenmis ve sonuglar Tablo 6’de verilmistir. Yapilan ¢alismalar sonrasinda ortamda
olusturulan  siiperoksit radikallerinin 25, 50, 75 wve 100 uM bilesik
konsantrasyonlarindaki ¢6zeltilerinin inhibisyon aktiviteleri yiizde (%) cinsinden
belirlenmistir ve referans bilesik olan BHA ile karsilastirilmistir. Bu karsilastirma

sonucunda ftalosiyanin bilesiklerinin oldukga iyi aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Tablo 6. Ftalosiyanin bilesiklerinin siiperoksit radikal siipiirme aktiviteleri (%)

uM Pcl Pc2 Pc3 BHA
25 5571035  40.41=0.30 5577029  17.18%0.30
50 6479015  55.55+0.19 70.73+£036  32.11+0.35
75 7535+£026  67.64=0.24 7267032  46.65+0.32
100 85.01+0.15  70.43=0.14 77.49+027  59.16+0.24

6.4.2. DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

2,2-Difenil-1-pikril-hidrazil (DPPH) radikal siipiirme aktivitesi’nin tespiti
bilesiklerin antioksidan ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan basit, hizl1 ve uygun bir metoddur. DPPH bir elektron ya da hidrojen radikali
kabul edebilen ve boylece kararli diyamagnetik bir molekiile doniisebilen kararli bir
serbest radikaldir. DPPH tek bir elektrona sahiptir bu ylizden 517 nm’de giiglii bir
absorbsiyon bandma sahiptir. Bu elektron serbest radikal siipiiriiciiniin varliginda
eslesir, bu absorbsiyon kaybolur ve alinan elektronlarin sayisinin stokiyometrisine gore
renk agilmasiyla sonuglanir. Absorbanstaki bdyle bir degisiklik SR (Serbest Radikal)
stiptiriicii olarak rol oynayan ¢esitli molekiillerin kapasitelerini test etmek icin yaygin
olarak kullanilabilir. Absorbansin hizli diigmesi, bilesigin antioksidan aktivitesinin fazla

oldugunu gosterir (97).

Bu bilgiler 15181nda ftalosiyanin bilesiklerinin DPPH radikal siiptirme aktivitesi
belirlenmis ve sonuclar Tablo 7’de verilmistir. Yapilan c¢aligmada ftalosiyanin
bilesiklerinin 25, 50, 75 ve 100 uM konstrasyondaki ¢ozeltilerinin radikal siipiirme
aktivitesi yiizde (%) cinsinden belirlenmistir ve referans olarak kullanilan gallik asit ile
karsilastinlmistir. Ug ftalosiyanin bilesigi arasinda tiim konsantrasyonlarda en yiiksek
aktiviteyi Pc3 bilesigi gosterirken, en diisiik aktiviteyi ise Pc2 bilesigi gostermistir.
Referans bilesik ile karsilagtirildiginda ise gallik asitin tiim konsantrasyonlarda ¢ok

daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu gortilmiistiir.
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Tablo 7. Ftalosiyanin bilesiklerinin DPPH radikal stipiirme aktiviteleri (%)

M Pcl Pc2 Pc3 Gallik Asit
25 13.49£0.40 5.12+0.10 16.71 £0.32 71.70 £ 0.07
50 20.13 £ 041 11.64+0.21 23.58 £0.17 77.44 +£0.13
75 23.70 £0.44 18.65 +0.09 37.14+0.11 81.02 +£0.03
100 32.73 +£0.90 30.05+0.13 43.14 +£0.30 83.16 £ 0.06

6.4.3. Metal Selat Baglanma Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu metotta demir iyonlarinin indikatorii olan ferrozin demir iyonlariyla kompleks
olusturarak ¢ozeltinin renginin degigsmesine sebep olur ve bu ¢ozelti 562 nm’de
maksimum absorbans verir. Antioksidan maddelerin aktiviteleri, ferrozin molekiiliiyle
rekabet edip ferrozin-Fe** kompleksi seklinde, demir iyonlarmi baglayarak cozelti
renginin giderek solmasi ve absorbans degerinin azalmasi esasina dayanmaktadir. En
diisiik absorbans degeri en yiliksek demir iyonlarin1 baglama aktivitesini isaret

etmektedir (97).

Bu bilgiler 1s181inda ftalosiyanin bilesiklerinin metal selat baglanma aktivitesi
belirlenmis ve sonuglar Tablo 8’de verilmistir. Yapilan c¢alismada ftalosiyanin
bilesiklerinin 25, 50, 75 ve 100 uM konstrasyondaki ¢ozeltilerinin metal selat baglanma
aktivitesi yiizde (%) cinsinden belirlenmis ve referans olarak kullanilan EDTA ile
karsilastirilmistir. Referans bilesik olarak kullanilan EDTA’nin tiim konsantrasyonlarda

cok daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 8. Ftalosiyanin bilesiklerinin metal selat baglanma aktiviteleri (%)

uM Pcl Pc2 Pc3 EDTA

25 6.17+0.17 3.31+0.81 10.7+0.19 16.92 £0.10
50 11.56 £0.43 9.83+0.15 16.97 £0.04 48.19 £ 0.09
75 26.24 £0.66 21.04 £ 0.46 21.19+0.12 84.1 +0.20
100 33.07 £0.11 30.65 £ 0.04 36.83+0.13 95.7+0.13

6.5. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

C. albicans ATCC 10231 tiirii antifungal, P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 13883 tiirii antibakteriyal
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mikroorganizmalara karsi ftalosiyanin bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri agar
difiizyon metodu ile test edilmistir. C. albicans ATCC 10231 tiirii i¢in Amfoterisin B,
P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ve K.
pneumoniae ATCC 13883 tiirleri igin pozitif kontrol olarak Gentamisin kullanilirken
negatif kontrol olarak ti¢ bilesigin de ¢Oziiclisii olan su kullanilmistir. Yapilan aktivite
testleri sonucunda Resim 8’de de gorildigi gibi ftalosiyanin bilesiklerinin

antimikrobiyal aktivite gostermedigi goriilmiistiir.

C. albicans P.aeruginosa S.aureus
ATCC 10231 ATCC 27853 ATCC 25923

E. coli K. pneumoniae
ATCC 25922 ATCC 13883

Resim 8. Ftalosiyanin bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri. K: Kontrol, 1: 30 pL
su, 2: 30 uL 500 pg/mL Pcl, 3: 30 uL 500 ug/mL Pc2, 4: 30 uL 500 pg/mL
Pc3
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7. TARTISMA ve SONUC

DNA ile metal bilesiklerin etkilesimi DNA zararini indiikleyerek hiicre
boliinmesini engellemekte ve neticede hiicre oliimiine yol agmaktadir (125). Bundan
dolay1 antikanser ilaglarin bir¢ogunun temel amaci DNA’y1 kontrol altina alip yok
etmektir. DNA’y1 kontrol altina alabilmenin yolu ise bilesiklerin DNA’ya baglanma
modlarinin belirlenebilmesinden gegmektedir (126). Spektrumda gozlenen degisiklikler
etkilesimin varlig1 ve tlirii konusunda kanit sagladig: icin, UV spektroskopik titrasyon
DNA’nin metal bilesiklerle baglanma modunu arastirmak i¢in etkili bir metotdur (127,
128). Bu sebeple oOncelikli olarak bu ¢alismada DNA baglanma ¢alismalari
gerceklestirildi.

Calisilan bilegiklerin absorbsiyon spektrumlarinda artan CT-DNA ilavesiyle
meydana gelen spektral degisiklikler incelendiginde Pcl, Pc2 ve Pc3 bilesiklerinde
hipokromizm ve kirmiziya kiigiik kaymalar gézlenmistir. Bilesiklerin baglanma sabitleri
ise sirastyla 3.75x10%, 2.3x10* ve 4.57x10* M* hesaplanmistir.  Bilesiklerin
hipokromizm gostermesi, kirmizi dalga boyuna kiiciik kaymalar gdstermesi ve
interkalasyon etkilesimleri i¢in gereken Ky degeri olan 10%dan daha diisiik baglama
sabiti gostermesi bilesiklerin oluga baglanma yolu ile etkilesim yaptigi anlamina
gelmektedir. Bilesiklerin DNA baglanma aktiviteleri; sirasiyla Pc3 > Pcl > Pc2
seklindedir.

DNA erime sicakligi da DNA’nin baglanma modu hakkinda bilgi vermektedir
(129). Bu sebeple UV-Vis absorbsiyon titrasyonu ile oluga baglanma yoluyla etkilestigi
diisiiniilen tez kapsaminda incelenen bilesiklerinin farkli bir teknikle bir kez daha
desteklenmesi amaciyla CT-DNA’nin bilesiklerin yoklugunda ve varliginda termal
erime egrilerinin ¢izilmesiyle elde edilen Tm degerleri incelenmistir. Literatiirden elde
edilen bilgiler 1518inda erime sicaklifindaki 8-12 °C arasindaki artis DNA ile
interkalasyon yaptigina isaret ederken, dikkat g¢ekici degisimlerin olmamasi ise oluga
baglanmay: isaret etmektedir (116, 117). Incelenen bilesiklerin Tm degerleri Pcl, Pc2
ve Pc3 bilesikleri i¢in sirasiyla 81.7 °C, 82.2 °C ve 82.9 °C. Bu {i¢ bilesiginde Tm
degerlerinin dikkat g¢ekici Olclide degismemesi oluga baglanma oldugunu daha da
desteklemistir. Bilesiklerin DNA’ya baglanma c¢aligmalarinin sonucunda ii¢ ftalosiyanin

bilesiginin de DNA’nin oluguna baglanma etkilesimi gosterdigi belirlenmistir.
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Kimyasal niikleazlar DNA’y1 oksidatif yolla kesebilen redoks aktif koordinasyon
bilesiklerdir (130). Sentetik metaloniikleazlar, metal iyonunu etkili bir sekilde DNA
kalibiin yakinina ulastiran ligandlara gereksinim duyarlar (131). Gegis metal
bilesiklerinin niikleaz etkinligini ortaya koyabilmek igin jel elektroforezi yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu metotta molekiillerin izolasyonu bir jel araciligiyla elektrik
alan1 etkisi altinda hareketlerinin kismi hizina bagh olarak gerceklesmektedir. DNA
negatif yiikliidiir ve elektrik alana yerlestiginde anota dogru hareket eder. DNA’nin
gociine elektrik alanin giicli, tampon ve agaroz jelinin yogunlugu ile DNA’nin
biiyiikliigi etki eder. Dogal olarak elde edilen plazmid DNA baslica kapali gemberimsi
siipersarmal formda (Form I) oldugu kadar, kirik (Form II) ve kiigiik pargaciklar halinde
lineer form (Form III)’dadir. Kiigiik molekiillerin plazmid DNA ile interkalasyonu
siipersarmal formdaki DNA’y1 gevsetebilir veya kesebilir bu durum hareket hizini
azaltir boylece agaroz jel elektroforez metodu ile ayri ayr1 goriintiilenebilirken, kiigiik
molekiillerin DNA ile basit elektrostatik etkilesimi plazmid DNA’nin silipersarmal
formunu 6nemli derecede etkilemez bodylece siipersarmal DNA’nin hareketi degismez
(132). Bu ¢alismanin amaglarindan biri incelenen ftalosiyanin bilesiklerinin antikanser
bilesik olarak degerlendirilip degerlendirilemeyeceginin ortaya koyulmasidir ve genel
olarak metal komplekslerinin biyoloji aktivitelerinin, bu metal bilesiklerin DNA’ya
baglanma, DNA’nin yapisina zarar verme ve fonksiyonunu bozma 6zellikleriyle yakin

sekilde iliskili olduguna inanilmaktadir (133).

Bu bilgiler 15181nda ftalosiyanin 6zelliklerinin ilk olarak hidrolitik kesim aktivite
denemesi gerceklestirildi. Hicbir ilave ajan olmaksizin yapilan bu ¢alisma sonucunda
ftalosiyanin bilesiklerinin hidrolitik kesim aktivitesinin olmadig1 gdzlenmistir. Ikinci
olarak 650 nm 151k varlifinda 10 dakika uyarilan bilesiklerin, plazmid pBR322 DNA
kesim aktivitesi denemeleri gerceklestirildi. Bu ¢alismada ftalosiyanin bilesiklerinin
kesim aktivitesi gozlendiginden dolayr bundan sonra gerceklestirilen c¢aligsmalar
bilesiklerin 650 nm’de 10 dakika uyarilmasindan sonra gergeklestirildi. Ug ftalosiyanin
molekiiliiniin 151k varliginda kesim aktivitesi siralanirsa, bu siralama Pc3 > Pcl > Pc2
seklindedir. Ftalosiyanin bilesiklerinin fotoduyarlastict 6zelliklerinin literatiir tarafindan

bilinmesi, bu calismada 650 nm’de uyarilan bilesiklerin yiiksek kesim aktivitesi
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gostermesi bilesiklerin fotodinamik terapi ajami olarak kullanilabilmesine imkan
tanimaktadir.

Ftalosiyanin bilesiklerinin, 1s1k varliginda plazmid pBR322 DNA’s1 iizerinde
kesim aktivitesi gosterdiginin belirlenmesinden sonra, sartlarinin optimize edilmesi
amactyla kesime pH’nin etkisi incelendi. Ilk olarak ftalosiyanin bilesigi ilave edilmeden
farkli pH’larda tampon kullanilarak kor ¢alisma yapildi ve herhangi bir kesim aktivitesi
gozlenmedi. Daha sonra bilesiklerin ilave edilmesi ile yapilan g¢alisma sonucunda
bilesikler tiim pH’larda kesim aktivitesi gostermistir. Bununla birlikte Pcl bilesigi en
yiiksek aktiviteyi pH 6 ve pH 9’da, Pc2 bilesigi pH 6’da, Pc3 bilesigi ise pH 5 ve pH

6’da gostermistir.

Bilesiklerin 650 nm’de 1sikla uyarildiktan sonra kesim aktivitesi gostermesinden
sonra bilesiklerin kesim aktivitelerine bazi kimyasallarin etkisini incelemek amaciyla
yapilan deneme de hidrojen peroksit (H,0,), askorbik asit (AA) ve -merkaptoetanol
(ME) kullanilarak bu bilesiklerin aktivator etkileri incelendi. Ilk olarak plazmid pBR322
ile aktivator bilesiklerin kesim aktivitesi incelendi ve tek basina bu bilesiklerin DNA’y1
kesmedigi ortaya ¢ikti. Bundan sonra ftalosiyanin bilesiklerinin varlifinda aktivator
bilesiklerin DNA kesim aktivitesine artirici etki gosterdigi belirlendi. Aktivator
bilesiklerin DNA kesim aktivitesine etkisi siralanirsa; H,O, > AA > ME seklindedir.

Topoizomerazlar tiim prokaryot ve Okaryotlarda bulunan, yliksek derecede
korunan bir enzim ailesidir. Topoizomerazlarin ekspresyonu tiimdr ile baglantili
olmamasina ragmen, kanserli dokularda normal dokulara gore daha yiiksektir.
Topoizomeraz enziminin inhibisyonu ile kanserli hiicrenin g¢ogalmasini engelleyip,
kontrol altina alinabilecegi diisiiniilmektedir (134). Bu bilgiler 1s1¢inda ftalosiyanin
bilesiklerinin topoizomeraz I enzimi inhibisyonu calismalar1 gerceklestirilmistir. Ilk
olarak DNA kontrolii incelendiginde siipersarmal formda oldugu goriilmekteyken,
topoizomeraz I enzimi ilave edildiginde DNA’nin kirik ve lineer forma doniistigi
goriilmustiir. Ftalosiyanin bilesikleri ilave edildiginde ise siipersarmal formun tekrar
kazanildig1 gozlenmistir. Bu durumda ¢alismada kullanilan ftalosiyanin bilesiklerinin
topoizomeraz I enzimini inhibe ettikleri belirlenmis olup, antikanser c¢alismalar i¢in
uygun bir ajan oldugu belirlenmistir. Ug bilesigin topoizomeraz enzimini inhibisyon

aktivitesi Pc3 > Pc2 > Pc1 seklindedir.
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Antioksidanlar insan viicudunu serbest radikallerden ve reaktif oksijen tiiriin
etkilerinden koruyabilirler ve hem bir¢cok kronik hastaligin siirecini hem de lipid
peroksidasyonunu yavaslatirlar (135). Bu yiizden tez kapsaminda incelenen bilesiklerin
potansiyel antioksidanlar olarak arastirilmasi 6nemlidir. Yapilan incelemeler sonrasinda
incelenen bilesiklerin dikkate deger Olglide antioksidan aktivite gosterdikleri ortaya
konulmustur. Ftalosiyanin bilesiklerinin antioksidan aktivitesi incelendiginde tim
bilesiklerin aktivitelerinin konsantrasyonla dogru orantili bir sekilde arttig1 goriilmiistiir.
Pc3 bilesiginin diger bilesiklere gore daha yiliksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Siiperoksit radikal siipirme aktivitesi {i¢ bilesigin de referans madde olarak kullanilan
BHA’dan yiiksek aktivite gostermesi oldukga ilgi ¢ekici bulunmustur. DPPH ve metal
selat baglanma aktivite calismalarinda ise referans maddelerin daha yiiksek aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Siiperoksit radikal siipiirme metotunda bilesiklerin floresans
lamba ile uyarilmasindan sonra yapilan Ol¢limlerde aktivitesinin yiiksek olmasi

bilesiklerin fotodinamik terapi i¢in uygunlugunu bir adim daha gii¢lendirmektedir.

Son olarak ftalosiyanin bilesiklerinin antifungal ve antibakteriyal ozellikleri
incelenerek yeni bir antibiyotik olma potansiyelleri arastirilmistir. Ancak C. albicans
ATCC 10231 tiirti antifungal, P.aeruginosa ATCC 27853, S.aureus ATCC 25923, E.
coli ATCC 25922 ve K. pneumoniae ATCC 13883 tirli antibakteriyal
mikroorganizmalara kars1 ftalosiyanin bilesikleri aktivite gostermemistir. Bunun nedeni
olarak ¢aligmada kullanilan ftalosiyanin molekiillerinin biiyiik olmasindan dolayi hiicre
membranindan gegemeyecegi diisiiniilmektedir. Hiicre membraninda bu bilesikleri
hiicre igerisine tasiyacak proteinlerin bulunmamasindan dolay1 bilesikler hiicre igine

giremedikleri i¢in antimikrobiyal aktivite gostermedikleri diistiniilmektedir.

Tiim bu bilgiler 15181 altinda ftalosiyanin bilesiklerinin DNA baglanma, DNA
kesim, topoizomeraz I inhibisyonu, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari
sonucunda bilesiklerin CT-DNA ile oluga baglanma seklinde etkilesmesi, yiiksek
fotokesim aktivite gdstermesi, topoizomeraz [ enzimi inhibisyonu aktivitesinin yiiksek
olmasi ve antioksidan aktivite 6zelliklerinin etkili olmasi sebebiyle fotodinamik terapide

kullanilmak {izere uygun ajan adayi1 olacag: diistiniilmuistiir.
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