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OZET

BAZI SCHIFF BAZLARI VE KOMPLEKSLERININ DNA’YA BAGLANMA
OZELLIKLERI VE BiYOLOJIK AKTIVITELERININ iINCELENMESI

Nuray YILDIRIM
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman : Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR
28/06/2016, 85

Bu calismada; orijinal (E)-3-[3,5-bis (triflorometil)fenilimino)metil] benzen-1,2-diol
(L1) ve 2,2'-{4,4'-[2,2'-(etan-1,2-diyilbis(oksi))bis(etan-2,1-diyil)]bis(oksi)bis(4,1fenilen) }
bis(azan-1-yil-1-yiliden)bis(metan-1-yil-1-yiliden)difenol (L2) Schiff bazlar1 ve L1’in
Fe(I1), Co(l1), Ni(ll) ve Cu(ll) kompleksi ile L2’nin Mn(II), Fe(II), Ni(Il) ve Cu(Il)
komplekslerinin DNA ile olan etkilesimleri ve biyolojik aktiviteleri arastirildi. Bilesiklerin
DNA’ya baglanma o6zellikleri UV-Vis absorbsiyon titrasyonu yontemi, DNA kirma
aktiviteleri agaroz jel elektroforezi ve in vitro DNA replikasyonuna etkileri polimeraz
zincir reaksiyonu teknikleri ile ¢alisildi.

UV-Vis absorbsiyon titrasyonu sonuglari bilesiklerin tamaminin DNA ile etkilesime
girdigini gostermistir. L1 ligand1 ve Fe(ll), Co(ll), Ni(ll) kompleksleri ile L2 ligand:1 ve
Mn(l1), Ni(ll) komplekslerinin DNA’ya interkalasyonla baglandigi bulunmustur. L1-Cu,
L2-Cu ve L2-Fe komplekslerinin ise DNA’ya kismi interkalasyon ile baglandigi
gbzlemlenmistir.

Agaroz jel elektroforezi ¢alismalar1 sonucu, L1-Fe, L1-Cu ve L2-Fe hem hidrolitik
hem de oksidatif DNA kirigma yol acarken, L2-Ni ve L2-Cu kompleksleri plazmid
DNA’y1 sadece oksidatif yolla kirabilmistir.

Schiff bazi ve komplekslerinin in vitro ortamda DNA replikasyonunu
konsantrasyona bagli olarak inhibe ettikleri gorilmiistir. L1-Fe(ll) ve L1-Co(ll)
komplekslerinin pozitif kontrol etidiyum bromiirden daha diisiik konsantrasyonlarda

replikasyonu inhibe edebildigi gdzlemlenmistir.
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DNA’ya baglanan bilesiklerin sitotoksik aktiviteleri 3-(4,5-dimethylthyazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) metodu ile arastirilmig, L1-Ni, L2-Mn ve L2-Cu
komplekslerinin HepG2 hiicre hattina karsi sitotoksik aktivitelerinin oldugu bulunmustur.

Schiff baz1 ve komplekslerinin gram pozitif ve negatif bakteriler ile mayalara karsi
antimikrobiyal aktiviteleri broth mikrodiliisyon metodu ile c¢aligilarak test edilmis ve
bakterilere karsi 128-8 ug/uL ve mayalara karsi 64-8 pg/ul konsantrasyonlarinda

antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Anahtar sézciikler: Schiff Bazi, DNA’ya Baglanma, UV-Vis Absorbsiyon
Titrasyonu, DNA Kirma, Sitotoksik Aktivite, Antimikrobiyal Aktivite
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF DNA BINDING PROPERTIES AND BIOLOGIC
ACTIVITIES OF SOME SCHIFF BASES AND THEIR COMPLEXES

Nuray YILDIRIM
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Biology
Advisor : Asst. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
28/06/2016, 85

In this study; we researched DNA interaction and biological activity of a novel (E)-3-
[3,5-bis (triflorometil) fenilimino)metil]benzen-1,2-diol (L1) and 2,2'-{4,4'-[2,2'-(etan-1,2-
diyilbis(oksi))bis(etan-2,1-diyil)]bis(oksi)bis(4,1fenilen) }bis(azan-1-yil-1-yiliden)bis
(metan-1-yil-1-yiliden)difenol (L2) Schiff bases and L1’s Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll)
complexes and L2’s Mn(II), Fe(Il), Ni(Il) and Cu(Il) complexes. DNA binding ability,
DNA cleavage activity and effects on in vitro DNA replication of the compounds were
studied by UV-Vis absorbtion titration, agarose gel electrophoresis and polymerase chain
reaction techniques, respectively.

UV-Vis absorbtion studies showed that all ligands and complexes interacted with
DNA. L1 ligand and its Fe(ll), Co(ll), Ni(Il) complexes and L2 ligand and its Mn(Il),
Ni(ll) complexes bind to DNA via intercalative binding mode. On the other hand, we
found that L1-Cu, L2-Cu and L2-Fe complexes bind to DNA via partial intercalation.

Results from the agarose gel electrophoresis studies demonstrated that while L1-Fe,
L1-Cu, and L2-Fe complexes can cleave plasmid DNA by both hydrolytic and oxidative
pathway, L2-Ni and L2-Cu complexes cleave DNA only by oxidatively.

Polimerase chain reactions results showed that Schiff bases and their complexes
inhibited in vitro DNA replication at different concentrations. L1-Fe(Il) and L1-Co(ll)
complexes inhibited DNA replication at lower concentrations than control ethidium
bromide.

Cytotoxic activity of the compounds that bind to DNA were studied by 3-(4,5-
dimethylthyazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method and L1-Ni, L2-Mn



and L2-Cu complexes showed cytotoxic activity against human hepatocellular carcinoma
(HepG2) cancer cell line.

Antimicrobial activity of the Schiff bases and their metal complexes were screened
against gram positive, gram negative bacteria and yeasts by broth microdilution method.
Compounds showed antibacterial activity at 128-8 ug/uL and 64-8 ug/uL concentrations

against tested bacteria and yeasts, respectively.

Keywords: Schiff Base, DNA Binding, UV-Vis Absorbtion Titration, DNA
Cleavage, Cytotoxic Activity, Antimicrobial Activity
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BOLUM 1
GIRIS

Kanser diinyada ve iilkemizde sebebi bilinen dliimler siralamasinda kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sirada yer alan 6nemli bir toplum sagligi problemidir (Global
Burden of Disease Cancer Collaboration, 2015). Kanser hastalarindaki yiiksek oliim
oranlar1 goz Oniine alindiginda, yeni terapdtik ajanlarin kesfedilmesi ve gelistirilmesi
hayati 6nem tagimaktadir (Clarke, 2003).

Niikleik asitler, hiicre boliinmesi ve protein sentezi gibi kritik hiicresel olaylarda
onemli rol oynamalar1 nedeniyle kii¢iik molekiillii terapotikler icin 6nemli hedeflerdir
(Wilson, 1996). Deoksiriboniikleik asit (DNA)’i hedefleyen bilesikler kimya, biyoloji ve
tip alaninda 6nemli teorik 6neme ve uygulama degerine sahiptir (Li ve ark., 2011). DNA,
yapisinin aydinlatilmastyla birlikte antikanser ilaglardan antibiyotiklere kadar degisen
birgok terapdtik ajan igin birincil hedef olmustur (Sobha ve ark., 2012). Kemoterapdtik
ilaglarin gogu DNA ile direkt olarak etkilesime gecebilen ya da topoizomeraz enzimlerinin
inhibisyonu ile DNA’nin diizglin bir sekilde acilmasmma engel olan bilesiklerdir
(Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007). DNA ile etkilesime girebilen yeni molekiillerin
aragtirtlmas1 ve dizayni kemoterapide kullanilacak yeni DNA hedefleyen antikanser
ilaglarin kesfedilebilmesi igin en umut vaat edici yollardan biridir (Quiao ve ark., 2011).
Ik inorganik antineoplastik ila¢ olan sisplatin, modern tipta bircok kanser tiiriiniin
tedavisinde kullanilan ve piyasadaki ylizlerce ilag¢ arasinda ikinci sirada olan 6nemli bir
antikanser ilactir (Stearns ve ark., 2011; Jaividhya ve ark, 2012; Li ve ark., 2015). Ancak,
sisplatin’in yiiksek toksisitesi ve yan etkilerinin olmas1 ve tedavi siiresince ila¢ direncinin
gelisebilmesi gibi nedenler klinik uygulamalarini sinirlamaktadir. Bu nedenle, potansiyel
yan etkisi minimum, iyilestirici etkisi maksimum diizeyde olan yeni ilaglarin gelistirilmesi
biiyiik 6nem tagimaktadir (Arjmand ve Muddassir, 2010; Li ve ark. 2015).

Etkili kemoterapotik ajanlar ve daha iyi antikanser ilaclarin gelistirilebilmesi igin,
bilesiklerin DNA ile etkilesimlerinin arastirilmasi gereklidir (Patra ve ark., 2007). Kiigiik
molekiillii bilesiklerin DNA ile non-kovalent etkilesimleri elektrostatik etkilesimler, oluga
baglanma ve interkalasyon olmak {iizere ii¢ temel yolla gerceklesir. Bu etkilesimler
arasinda oluga baglanma ve interkalasyon hiicresel yikima yol agmalar1 nedeniyle en
onemli baglanma sekilleridir (Liu ve ark, 2010). Ligandin diizlemselligi ve metal iyonunun
koordinasyon geometrisi kompleksin DNA’ya baglanabilmesinde belirleyici 6zelliklerdir
(Pradeepa ve ark. 2015). Metal merkezini degistirerek kompleksin DNA ile olan etkilesim



seklini ve afinitesini degistirmek miimkiindiir (Jiang ve ark., 2010). Bakir, nikel ve kobalt
elemetleri; oksidatif yapilar1 ve biyolojik sistemlerle uyumlu olmalar1 ve bir¢ok bakir nikel
ve kobalt komplekslerinin DNA replikasyonunu ve tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
ettiginin bulunmasi nedeniyle, antikanser ilaclarin gelistirilmesi ¢alismalarinda en ¢ok
kullanilan gecis metalleridir (Wang ve ark., 2007; Keene ve ark., 2009). Bu nedenle, bu
gecis metalleriyle sentezlenen yeni bilesiklerin DNA’yla olan etkilesimlerinin ve sitotoksik
aktivitelerinin degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

DNA’ya baglanabilen ve DNA kiriklar1 olusturan yeni molekiillerin tanimlanmasi
tizerine yapilan ¢alismalar son yillarda oldukea ilgi gérmektedir. Bu tiir yapay niikleazlarin
gelistirilmesi biyoteknoloji, nanoteknoloji, ilag sanayii gibi alanlarda ve niikleik asit
konformasyonu ile ilgili ¢alismalar igin 6nem tagimaktadir (Zhou ve ark., 2016).

Bir¢ok antibiyotik, antidepresan ve antiviral ilacin fizikokimyasal o6zellikleri, bu
ilaclarin DNA, lipitler ya da proteinler gibi makromolekiillerle kuvvetli etkilesime girerek
etki ettiklerini gostermektedir (Williams ve ark., 2012). Yaygin patojenlerde coklu ilag
direncinin gelismesi, yeni enfeksiyon tiirlerindeki hizli artis1i ve potansiyel biyolojik
savaslarda coklu ilag direnci olan ajanlarin kullanilma tehlikesi yeni antimikrobiyal
ajanlarin  gelistirilmesi ihtiyacin1 her zamankinden daha gerekli kilmistir. Yeni
antimikrobiyal ilaglara ihtiyacin artmasina karsin bu ajanlarin gelistirilmesi giderek
azalmaktadir.

Schiff bazlar1 en yaygin kullanilan organik bilesiklerden biridir. Pigment, boya
sanayii, organik sentezlerde katalizor ve polimer stabilizatorii olarak yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Branchaud, 1983; Silva ve ark., 2011). Medikal ve farmasétik alanda
onemli bir bilesikler sinifi olan Schiff bazlar1 antibakteriyel, antifungal ve antitlimor
aktiviteleri de dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik uygulamalar1 vardir (Mladenova ve ark.,
2002). Gecis metallerinin bir¢ogu ile kolaylikla kararli kompleksler olusturabilirler
(Brooker, 2002). Schiff baz1 metal kompleksleri ¢esitli biyolojik ve farmasoétik aktiviteleri
ile genis ilgi toplamistir (Liu ve ark., 2010). Buna ek olarak son yillarda Schiff bazi1 ve
komplekslerinin DNA ile olan etkilesimleri iizerine calismalar yogunlasmistir. Ozgiin
baglanma ozellikleri ve kanser terapisindeki cesitli uygulamalari ile bu bilesikler, DNA
probu, yapay niikleazlar, antimikrobiyal ve antitiimér ilag olarak uygun adaylar olarak
distintilmislerdir (Patil ve ark., 2011, Kiran ve ark., 2015). Bu nedenle, yeni Schiff bazi
ve komplekslerinin de bu dzelliklere sahip oldugu ve hastaliklarla miicadelede daha etkili
antikanser ve antimikrobiyal ilaglarmn gelistirilmesine katki saglayacagi tahmin

edilmektedir.



Yukarida Schiff bazlar1 ve kompleksleri i¢in verilen 6zellikler dikkate alindiginda;
yeni sentezlenen ve orijinal Schiff bazlar1 ile komplekslerinin 6zelliklerinin arastirilmasi
¢alismanin ana unsurunu olusturmustur. Bu dogrultuda; tez ¢alismasinda, L1 ve L2 Schiff
bazlar: ile Mn(ll), Fe(Il), Co(ll), Ni(ll) ve Cu(ll) komplekslerinin UV-Vis absorbsiyon
titrasyonu, agaroz jel elektroforezi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri, 3-(4,5-
dimethylthyazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi ve broth mikrodiliisyon
metodu uygulanarak DNA ile olan etkilesimlerinin ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi
ve boylece Schiff bazi ve komplekslerinin antikanser ve antimikrobiyal ajan olarak

kullanilabilme potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmistir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Schiff Bazlari ve Biyolojik Kullanim Alanlari

Ik olarak Alman kimyager H.J. Schiff tarafindan sentezlenen ve ismini kendisini
kesfeden bilim adamindan alan Schiff bazlarinin genel formiilii R,C=NR seklindedir
(Schiff, 1869). Bir aldehit ya da ketonun uygun reaksiyon sartlarinda primer aminle
kondenzasyonu sonucu olusan ve yapilarinda karbon-azot ¢ift bagi (C=N) bulunan
bilesiklere “Schiff bazlar1” denir (Sekil 2.1).

0]
R
” ™ R H,O
—N—R +
R—NH, + R—C—R > /C N 2
R
I1°Amin Aldehit (ya da) Schiff Bazi
Keton

R=H (Aldehit)

Sekil 2.1. Schiff bazlarinin genel olusum mekanizmasi (Xavier ve Srividhya, 2014)

Bir aldehit ya da ketondan Schiff baz1 olusumu geri doniistimlii bir reaksiyondur ve
genellikle asit ya da baz katalizi veya isiyla meydana gelir. Schiff bazlarinin olusum
mekanizmas1 1ki basamaklidir. Birinci katilma basamaginda, Schiff bazlarinin primer
aminle karbonil grubunun kondenzasyonundan bir karbolamin ara bilesigi meydana gelir.
Ikincisi ayrilma basamagidir ve bu asamada ara iiriiniin dehidrasyonu sonucunda Schiff
bazi olusur (Sekil 2.2) (Giircan, 2014).

Schiff bazlarmmin oldukca esnek ve farkli yapilar1 vardir. Bu esnek ve degisken
yapisal ozellikleri nedeniyle Schiff bazi bilesikleri ve bu bilesiklerin davranigsal 6zellikleri
izerine ¢ok sayida calisma yapilmistir (Xavier ve Siridhya, 2014). Schiff bazlar1 genel
olarak bi, tri ya da tetra-dentat selat ligandlaridir ve metal iyonlar1 ile ¢ok kararl
kompleksler olustururlar. Schiff bazlar1 hidrojen bagi 06zelliklerinin arastirilmasi
caligmalar1 icin oldukea ilgi ¢ekici bir gruptur. Schiff bazlarimin 6nemli fiziksel ve
biyolojik 6zellikleri, molekiiller aras1 hidrojen baginin ve bir proton transfer dengesinin
olmast ile dogrudan iliskilidir. Bu gruba ait bilesikler yiiksek biyolojik aktiviteleri ile
karakterize edilirler ve biyolojik sistemlerde 6nemli rol oynarlar (Sahu ve ark., 2012).



Schiff baz1 metal kompleksleri Co(II), Cu(Il) ve Zn(II) iyonlar1 koordinasyon kimyasinin
gelismesinde 6nemli rol oynamustir. Gegis metali kompleksleri fizyolojik kosullardaki
DNA baglanma ve kirma 6zelliklerinden dolayr ilgi uyandirmistir. Kimyasal niikleazlar
olarak metal komplekslerinin kullanilabilmesi giiniimiiz arastirmalarinin odagi olmustur

(Xavier ve Srividhya, 2014).
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Sekil 2.2. Schiff bazlarinin olusum mekanizmalar1 (Xavier ve Srividhya, 2014)

Schiff bazlarinin genis kullanim alanlar1 vardir. Pigment, boya, organik sentezinde
katalizor ve polimer stabilizatorii olarak kullanilirlar. Schiff bazlari ve kompleksleri
spesifik fizyolojik ve farmakolojik Ozelliklere sahiptir. Antifungal, antimalariyal,
antikanser, anti-inflamatuvar, antiviral ve antipiretik aktivite gibi oldukg¢a genis biyolojik
aktivitelere sahip olduklar1 bilinmektedir (Dhar ve Taploo, 1982; Przybylski ve ark., 2009).
Alfa-aminoasitlerin (RCH(NH,)COOH) biyosentezinde onemli ara bilesikler olmalar
Schiff bazlarinin en ilgi ¢ekici biyolojik aktivitelerinden biridir (Giircan, 2014).

Schiff bazi komplekslerinin antikanser aktivite c¢aligmalarinda oldukca basarili
sonuglar vermesi, tip diinyasindaki onemini giderek arttirmaktadir. Bu nedenle kanserle
miicadelede reaktif olarak kullanilmasi ile ilgili ¢alismalar giderek artmaktadir. Ozellikle,

Cu(Il) komplekslerinin normal ve kanserli hiicrelerde farklit metabolik ve hiicresel yanitlar



vermesi nedeniyle antineoplastik karaktere sahip oldugunun bulunmasi, alternatif metal-

temelli antikanser ilaclar olarak diisiiniilmesini saglamistir (Santini ve ark., 2014).

2.2. Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi ve ¢evresindeki dokulari
isgal etmesi (invazyon) veya daha uzak dokulara lenf/kan yoluyla yayilmasi (metastaz) ile
olusan bir hastaliktir (Kizilbey ve Akdeste, 2013). Diinya ¢apinda milyonlarca insanin
oliimiine yol agmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin aragtirma verilerine gore her
y1l 8,2 milyon kisi kanserden dolay1 6lmektedir ve bu diinyadaki toplam 6liimlerin %3 iinii
teskil etmektedir. WHO’ya gore Oniimiizdeki yirmi yil iginde bu oranin %70 artacagi
tahmin edilmektedir. 2012 yilinda diinyadaki kansere bagli 6liim oranlari incelendiginde;
akciger (1,59 milyon), karaciger (745.000), mide (723.000), kolorektal (694.000), meme
(521.000) ve 6zofagus kanserinin (400.000) en yaygin olarak 6liimle sonug¢lanan kanser
tirleri oldugu gorilmistir (WHO, 2015a). En son yayinlanan istatistik verilerine gore,
2012 yilinda Tiirkiye’de toplam 175.000 (erkeklerde 105.404 ve kadinlarda 70.897) yeni
kanser vakasi1 ve 91.800 kanser kaynakli 6liim (erkeklerde 58.400 ve kadinlarda 32.500)
goriildiigii rapor edilmistir (Saglik Bakanligi, 2015). Erkeklerde en yaygin goriilen kanser
tirleri akciger, prostat, mesane, kolorektum ve mide kanseri iken akciger, trake, brons,
prostat, mide ve kolorektal kanseri en ¢ok Oliime neden olan kanser tiirleri olarak
belirtilmistir. Kadinlarda ise meme, tiroid, kolorektum, mide, uterus korpusu en yaygin
olarak goriilen kanser tiirleri iken en ¢ok Gliime sebebiyet veren kanser tiirlerinin meme,
mide, kolorektal, trake, brons, akciger kanserleri oldugu bildirilmistir (Sekil 2.3 ve Sekil
2.4) (WHO, 2015a).
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de goriilen kanser insidans1 (WHO, 2014b)
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Sekil 2.4. Tiirkiye’de goriilen kansere bagli 6liim oranlar1 (WHO, 2015b)

Kanser, DNA’da olusan mutasyonlar sonucu hiicrenin kontrolsiiz boéliinmesi ve
cogalarak bir hiicre y1gin1 olusturmasini i¢eren ¢ok asamali bir stirectir (Sekil 2.5). Kanser
olusumuna neden olan degisiklikler proto-onkogenler, timdor baskilayict genler ve DNA
tamir genleri olmak iizere lic temel gen bolgesine etki eden mutasyonlardir. Proto-
onkogenler normal bir hiicrenin biiyiimesi ve boliinmesinde rol alirlar; ancak, mutasyona
ugradiklarinda onkogenlere doniisiir ve hiicrelerin siirekli béliinmesine neden olurlar.
Tiimor baskilayict genler de hiicre biiyiimesi ve boliinmesinin kontroliinde rol alirlar. Bu
genlerdeki belirli mutasyona sahip hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boéliinebilirler. DNA
tamir genleri hasarli DNA’nin tamirinde rol alirlar. Bu genlerdeki mutasyonlar ise, diger
genlerde daha fazla mutasyonun gelismesine neden olur. Birlikte, bu mutasyonlar
hiicrelerin kansere doniismesine neden olabilir (Roberts ve ark., 2001; NIH, 2015).

Timorler 1yl huylu (benign) ya da kotii huylu (malign) olabilirler. Hiicreler tek bir
kiitle i¢cinde kiime halinde durduklar: siirece iyi huylu tiimorlerdir ve bu tiimorler kanser
riski tagimazlar. Bir timor ancak koétii huylu ise, yani hiicrelerin etrafindaki dokuyu istila
yetenegi varsa kanser olarak adlandirilir. Bu genellikle etrafindaki dokunun biitiintilglinti
bozma ve kan ya da lenf damarlar1 araciligi ile tasiarak viicudun diger bolgelerinde
metastaz olarak adlandirilan ikincil tiimorler olusturma yetenegini ifade etmektedir.
Saglikli hiicreler ve organlar, fibroz protein aginda organize bir sekilde ve gomiilii olarak
bir arada tutulur. Timor hiicreleri genellikle bu fibr6z dokunun ¢6ziinmesini saglayan
kimyasallar salgilayarak kanser hiicrelerinin saglikli dokular1 istila etmesini saglarlar.
Tiimdr biiyiidilkge kendi kan ve lenf damarlari ile yayilarak viicudun diger kisimlarina
taginabilir. Bu hiicreler immun sistem tarafindan yok edilebilirler ya da baska bir organa
yerleserek ikincil tiimdrleri olustrurlar (Sekil 2.6) (Alberts ve ark., 2002; Hall, 2002;
Jerrum, 2009).
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Sekil 2.5. Kanser gelisiminin evreleri (NIH, 2015)

Kanser tek bir hastalik tiirii degildir, 100°den fazla tipi vardir ve farkl tan1 ve tedavi
yontemleri gerektirir (WHO, 2015a). Kanser tedavisinde kullanilan dort ana tedavi tipi;
cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi ve immunoterapidir (Pollock ve Morton, 2003).
Cerrahi miidahale kanser tedavisinde kullanilan en eski tedavi seklidir ve eger tiimor hayati

organlara yakin degilse ve metastaz yapmamigssa kanser cerrahi miidahale ile tedavi



edilebilir. Bu tedavi sekli en ¢ok bir bolgede kalmis olan solid tiimdrlerde basarili sonug
vermektedir. Cerrahi miidahale ile kanser tamamen tedavi edilebilir ancak bunun igin
tiimdriin tamaminin alinmasi gereklidir. Bu nedenle de siklikla diger tedavi yontemlerine
de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tedavi sekli tiimoriin tiiriine, hangi asamaya geldigine ve
hastanin saglik durumuna baghdir (Fleming, 2001). Radyoterapide yiiksek doz radyasyon
kullanarak kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi amaglanir. Radyoterapi hem kanser hiicrelerine
hem de normal hiicrelere zarar verir ancak; normal hiicreler hasar1 tamir edene kadar hiicre
dongiilerini durdururken, kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin kontrol noktalar1 cesitli
hasarlar oldugundan hiicre dongiisiinii durdurma yetenegini kaybederler ve boliinmeye
devam ederler. Hasarli kromozomlariyla boliinmeye devam eden bu hiicreler yikict DNA

hasar1 sonucunda birkag giin i¢inde Sliirler (Alberts, 2002).
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Sekil 2.6. Metastaz siirecindeki asamalar (Alberts, 2002)

Cerrahi miidahale ve radyoterapi, ilk asamadaki yayilma gostermeyen tiimorlerin
tedavisinde kullanilir. Yayilma gosteren kanser vakalarinda kemoterapi ve immunoterapi

daha basarili tedavi sekilleridir (Meyers, 2004). Kemoterapi, toksik kimyasallar kullanarak



kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesini amaglar. Ancak bunu yaparken saglikli hiicrelere karsi
toksik etkisinin minimuma indirilmesi gerekir (Okey ve ark., 2005). Kemoterapotik
ilaglarin bir kism1 sadece boliinmekte olan hiicrelere etki ederler ve dongiliye spesifik
ilaclar olarak adlandirilan bu ilaclar kontrolsiiz olarak bdliinen kanser hiicrelerine karsi
daha etkilidirler. Diger bir kismi ise dongiiye spesifik degildir. Bu ilaglar boliinmekte olan
hiicrelere kars1 daha etkili olmakla birlikte biiyiime hiz1 diigiik olan tiimdrlerin tedavisinde
daha etkilidirler (Olgen ve ark., 2002). immunoterapi ise, kanserle miicadelede hastanin
kendi immiin sistemini kullanir. Bu tedavi seklinde, hastanin immiin sistemi uyarilarak
malign tiimdre saldirmasi saglanir ve bu sekilde kanserli hiicrelerin biliylimesinin ve

yayilmasinin durdurulmasi veya tamamen yok edilmesini amaglar (Meyers, 2004).

2.3. Antineoplastik Ilaglar
Ulkemizde yaklasik olarak 70 ¢esit sitotoksik ilag kanser kemoterapisinde
kullanilmaktadir (Saglik Bakanligi, 2004). Bu ilaglar, hiicresel diizeydeki etki
mekanizmalarina gore bes grup olarak siiflandirilirlar (Olgen ve ark., 2002).
1. DNA ile geri doniisiimsiiz olarak etkilesime giren ilaclar,
2. Piirin ve pirimidin niikleotid prekiirsorlerini engelleyerek veya DNA/RNA
sentezinde bunlarin yerine gecerek etki eden ilaglar,
3. Mikrotiibiil yapisini bozan ilaglar,
4. DNA ile geri doniisimlii olarak etkilesime girebilen ilaclar,
5. Hormon uyarist ile stoplazmik reseptore baglanarak biiylime ve gelisme hizim
yavaglatarak etki eden ilaglar.
Genel olarak hedeflenen bu ilaglarin sadece kanserli hiicreleri etkilemesidir. Ancak
pratikte ilaclar kanserli hiicrelerle birlikte ¢ogalmakta olan tiim normal hiicreleri de
etkilemektedir (Hitchings, 1983). Bu nedenle de yeni antikanser ilaglarin sentezi

caligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4. Ila¢-DNA Etkilesimleri

Glinlimiizde kullanilmakta olan ve klinik aragtirmalar1 yapilan bir¢ok ilacin
farmakolojik hedefi DNA’dir. DNA, sag el ikili sarmal yapida olup bu iki zincir birbirine
antiparaleldir. DNA ipliginin omurgasini olusturan ve niikleik asitlerin yap1 tasi olan
niikleotitler, yapilarinda bir azotlu baz, pentoz sekeri (2-deoksiriboz) ve fosfat grubu
bulundururlar. 1ki mononiikleotitten birinin 3 numarali karbonu ile digerinin 5 numaral

karbonu arasinda fosfat grubu, fosfodiester bagi ile niikleotitleri birbirine baglar. DNA
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ipliginde fosfodiester baglari ile birbirine bagl olan piirin bazlar1 adenin (A), guanin (G)
ve plirimidin bazlar sitozin (C), timin (T) diizlemsel yapidadir ve diizlemleri eksene diktir.
Bazlar aralarinda 3.4 A° mesafe olacak sekilde birbiri ardina istiflenir ve sarmalin ig¢inde
yer alir. Kars1 zincirlerdeki azotlu bazlar, hidrojen baglar1 yalnizca A=T ve G=C eslesmesi
ile birbirine baglanirlar. Sarmalin ¢ap1 20 A° olup her bir tam doniisii 34 A°’dur; boylece
her bir doniiste 10 baz yer alir. Molekiiliin herhangi bir boliimiinde, eksen lizerinde sira ile

daha genis olan biiyiik (major) oluklar ve daha dar olan kiiclik (minér) oluklar bulunur

(Sekil 2.7 ve 2.8) (Watson ve Crick, 1953; Klug ve Cummings, 2011).

Kuglk (mindr)
oluk

34 nm

Sekil 2.7. DNA yapis1 (Sangeetha ve ark., 2014)

DNA’nin hiicrede replikasyon ve transkripsiyon olmak tizere iki ana fonksiyonu
vardir. Replikasyon ve transkripsiyon hiicrenin hayatta kalabilmesi ve ¢ogalmasi icin
oldugu kadar tiim viicudun fonksiyonlarinin aksamadan yerine getirebilmesi i¢in de hayati
oneme sahiptir. DNA, replikasyona ve transkripsiyona baslayabilmek igin bir sinyale
ihtiyag duyar ve bu sinyal genellikle regiilator proteinin DNA’nin spesifik bir bolgesine
baglanmasi ile olur. Bu sekilde, eger regiilator proteinin baglanma seciciligi ve afinitesi
kiiclik bir molekiil tarafindan taklit edilebilirse, protein yerine bu molekiiliin baglanmas: ile
DNA’nin fonksiyonu yapay olarak degistirilebilir. Boylece, bir hastaligin tedavisi ya da
kontrolii DNA’nin aktivasyonu ya da inhibisyonunu gerektirdiginde bu sentetik/dogal

molekiil ila¢ olarak kullanilabilir.
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Sekil 2.8. Watson-Crick’e gore A-T ve G-C baz eslesmesi. Oklar potansiyel azot ve

oksijen baglanma bolgelerini gostermektedir (Sirajuddin ve ark., 2013).

DNA aktivasyonu, ilacin DNA’nin hangi bolgesini hedef aldigina bagl olarak DNA
replikasyonunda artisa ya da gerekli proteinin daha fazla sentezine neden oldur. DNA
inhibisyonu ise, replikasyonu ya da protein sentezini engeller ve hiicre 6liimiine yol agar.
Bu yollardan her ikisi de miimkiin olsa da, antitiimor ve antimikrobiyal aktivite i¢in daha
¢ok DNA inhibisyonu amaglanir (Shaikh ve Jayaram, n.d.).

Kiigiik molekiillerin DNA ile olan etkilesimlerinin arastirilmasi sadece etkilesim
mekanizmalarimin arastirilmasi i¢in degil ayni zamanda yeni ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in

de 6nem tasimaktadir.
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2.5. DNA’ya Baglanma
Kiigiik molekiiller DNA’ya kovalent ya da kovalent olmayan baglarla baglanirlar.

2.5.1 Kovalent Baglanma

DNA ya kovalent baglanan ilaglar alkilleyici ajanlar olarak da adlandirilirlar. Ilag ve
DNA’nin kovalent olarak baglanmasi geri doniisiimsiizdiir ve DNA proseslerini kalici
olarak inhibe ederek hiicre Oliimiine yol agarlar. Kovalent olarak baglanan ilaglarin en
onemli avantajlar1 yiiksek baglanma giiciine sahip olmalaridir. Bu sekilde DNA’ya
baglanan molekiil DNA omurgasinda hasar olusturarak replikasyon ve transkripsiyonu
engeller (Liu ve Sadler, 2011). Alkilleyici ajanlar ti¢ farkli mekanizma ile DNA’yla
etkilesime girebilirler. ilk mekanizmada, alkilleyici ajan alkil gruplarim1 DNA bazlarina
baglar. Bu da, DNA tamir enzimlerinin alkillenmis bazlar1 kesip ¢ikarmak amaciyla
DNA’y1 fragmentlerine ayirmasi ile sonuglanir. Ikinci mekanizmada, alkilleyici ajanlar
DNA’daki atomlar arasinda ¢apraz baglar olusmasina neden olur. DNA’ya iki baglanma
bolgesine sahip alkilleyici bir ajanla iki baz arasinda ¢apraz bag kurulur. Capraz baglanma
DNA’nin agilmasina engel olarak transkripsiyonu ve translasyonu engeller. Alkilleyici
ajanlarin etki ettigi liglincli mekanizma ise niikleotitlerin yanlis eslesmelerine neden olarak

mutasyona neden olmalaridir (Paul ve Bhattacharya, 2002 ).

Sekil 2.9. Sisplatinin DNA’ya kovalent olarak baglanmasi
(http://www.chemtube3d.com/solidstate/BC-27-3.htm)
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Azot hardal tibbi olarak kullanilan ilk alkilleyici ajan olmasinin yani sira modern
kanser kemoterapisinin de baslangicidir (Bauer ve Pouirk, 1997). DNA’ya kovalent
baglanarak etki eden bir diger molekiil sisplatin [cis-diammine-dichloroplatinum(I)] en
cok bilinen antikanser ilaglarindan biridir (Sekil 2.9). Sisplatin yapisindaki klor gruplari ile
DNA bazlarindaki azot atomlar1 arasinda zincir i¢i/zincirler arasi ¢apraz bag yapar (Shaikh
ve Jayaram, n.d.).

Ilk gecis metali antikanser ilaci olma ozelligi tasiyan sisplatin, modern tipta ve
kemoterapide testis, ovaryum, mesane, bas ve boyun, akciger, meme ve prostat kanserleri
gibi bir¢ok ¢esit kanser tiirliniin tedavisinde kullanilmaktadir (Sangeetha ve ark, 2014).
Ancak, istenmeyen yan etkilerinin olmasi ve yiiksek toksisitesi gibi nedenler klinik
uygulamalarin1 sinirlamaktadir (Pradeepa ve ark., 2015). Bu nedenle; daha etkili, hedefe

0zgll ve daha az toksik yeni molekiillerin aranmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.

2.5.2. Kovalent Olmayan Baglanma

Kovalent olmayan DNA etkilesimleri geri doniisiimliidiir ve kovalent baglanmaya
gore daha diisiik sitotoksik etkiye sahiptir. Ilag metabolizmasi ve toksik yan etkileri
diisiiniildiginde genel olarak kovalent olmayan baglanma sekli, kovalent baglanmaya
tercih  edilir. Non-kovalent olarak DNA’yla etkilesime giren ajanlar DNA
konformasyonunu ve DNA sarmalinin  gerilimini ~ degistirebilir, protein-DNA
etkilesimlerini engelleyebilir ve DNA’da zincir kiriklarina neden olabilir. Tiim bu olaylar
gen anlatimimi 6nemli bir sekilde etkileyebilir (Silvestri ve Brodbelt, 2012). Molekiillerin
DNA’ya non-kovalent olarak baglanmasi elektrostatik etkilesimler, oluga baglanma ve

interkalasyon olmak iizere ii¢ temel yolla olur.

2.5.2.1. Elektrostatik Etkilesimler

Elektrostatik etkilesimler, DNA’nin dis ylizeyinde bulunan gruplarla yapilan
etkilesimlerin neredeyse tamamini kapsar. DNA dis ylizeyindeki fosfat gruplarinin negatif
yuiklii olmasindan dolayi hiicre i¢i ortamda pozitif yiiklii bilesikler ile arasinda elektriksel
bir etkilesim meydana gelir. Hiicre i¢i ortamda bulunan Na* ya da Mg*? gibi metal
katyonlart DNA ile bu sekilde etkilesime girebilir. Metal iyonlarinin DNA’yla olan bu
etkilesimi fosfat gruplarinin negatif yiikiinii nétralize eder, karsi iyonlar serbest kalir ve
serbest baglanma enerjisine entropik katki saglar. Bazi ligandlar ve metal kompleksleri
DNA ile elektrostatik olarak etkilesime girebilirler ve bunun sonucunda DNA’nin

yapisinda degisiklikler olabilir (Sterowski ve Wilson, 2007; Sirajuddin ve ark., 2013).
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DNA’nin her iki zincirindeki fosfat gruplar1 ve bazlarin N ve O elektron verici atomlari
gibi bolgeler negatif yiikle yiiklenmis olabilir. Geg¢is metallerinin ¢ogu, adeninin N7, N1,
guaninin N7, O6 ve piirimidinlerin N3 atomu ile baglanirlar ve ¢ift sarmali bozarlar
(Anastasopoulu, 2003). Bu baglanma sekline 6rnek olarak, DNA ile Schiff bazi arasinda
meydana gelen elektrostatik etkilesim asagida verildi (Sekil 2.10). Sekilden de goriildigi
gibi DNA’daki negatif fosfat grubu, Schiff bazinin asidik O-H protonlar1 ile etkileserek

elektrostatik baglanma olugmaktadir.
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Sekil 2.10. DNA’ya elektrostatik olarak baglanan Schiff bazi (Yildiz ve ark., 2015)

DNA’ya interkalasyonla ya da oluga baglanma ile baglanan molekiiller ayni
zamanda elektrostatik olarak da baglanabilirler. Genel bir kural olarak, DNA’ya kuvvetli
bir sekilde baglanabilecek terapdtik bir molekiiliin dizayni i¢in, molekiil yapisinda
elektrostatik bilesen bulundurmalidir. Bu sekilde bilesik DNA’ya daha kararh bir sekilde
baglanabilir (Strekowski ve Wilson, 2007).
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2.5.2.2. Oluga Baglanma

flag gelisiminde rol oynayan kiiciik molekiillerin DNA’ya kovalent olmayan bir diger
baglanma sekli de oluga baglanmadir. Molekiiller DNA’nin biiyiik ya da kii¢iik oluguna
baglanabilirler. Biiyiik ve kiigiik oluklarin boyutlar1 birbirinden farkli oldugundan oluga
baglanacak bilesikler de ¢ok farkli yapida ve farkli sekildedir. Genellikle kiigiik molekiiller
kiigiik oluga baglanirken protein ve oligoniikleotitler gibi daha biiyiik molekiiller biiyiik
oluga baglanirlar (Bischoff ve Hoffmann 2002). Ancak bazi ¢alismalar kii¢iik molekiillerin
biiyiikk oluga baglanarak da DNA ile etkilesime girebildigini bildirmislerdir (Kim ve
Nordén 1993).

_ Netropsin
v A -
&L i E

Sekil 2.11. DNA’nin kiigiik oluguna baglanan netropsin (Sirajuddin ve ark., 2013)

Oluga baglanma DNA’da biiylik konformasyonel degisiklere neden olmaz, ligand-
makromolekiil arasindaki baglanma standart anahtar-kilit modeline benzer bir sekilde
diistintilebilir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007). Kii¢lik oluga baglanan bilesikler
genellikle DNA’daki olukla eslesecek hilal seklinde olan bilesiklerdir. Kiigiik oluga
baglandig1 bilinen ilk ilag antibiyotik netropsindir (Sekil 2.11). Hoechst 33258 ve
distamycin diger en iyi bilinen kii¢lik oluga baglanabilen ilaglardir. Bu ilaglar ve diger
bir¢ok kiiciik oluga baglanan molekiillerin DNA iizerinde adenin ve timince zengin olan
bolgeleri sectikleri goriilmektedir (Neidle 1997). Kiigiik oluga baglanmalarda yapi, DNA
fosfat gruplariyla yapilan elektrostatik etkilesimler, bazlar iizerinde bulunan negatif yiikli
atomlar ile yapilan hidrojen baglar1 ve Van der Waals etkilesimleri ile daha stabil hale
gelmektedir .
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Oluga baglanan bilesikler interkalatorler gibi DNA’da biiylik konformasyonel
degisiklere neden olmasalar da, DNA’daki belirli bolgelere baglanarak enzimlerin bu
bolgelere baglanmasini engellemek yoluyla etkili olurlar. Oluga baglanan bilesiklerin bir
diger onemli Ozelligi de molekiillerin oluk boyunca baz ciftlerine uyabilmek ig¢in
genisleyebilmesi ve niikleik asitleri yiiksek sekansa 6zgii tanima 6zelligine sahip olmasidir
(Blackburn ve Gait, 1996). Interkalatdrler gibi oluga baglanan molekiiller de antikanser ve
antimikrobiyal ajanlar olarak klinik 6neme sahip bilesiklerdir (Bischoff ve Hoffman,
2002).

2.5.2.3. Interkalasyon

Interkalasyon yapan bilesikler diizlemsel, aromatik ya da heterokromatik yapida olup
DNA baz ciftleri arasina girerek DNA’ya baglanir ve baz ciftleriyle kiimelenirler (Sekil
2.12). Interkalasyonla baglanan molekiiller, non-kovalent baglarla ve bazlar arasindaki
hidrojen baginda kirik olusturmadan DNA omurgasina dik olarak baglanirlar. DNA’ya
interkalasyonla  baglanmada ve  DNA-interkalator  kompleksin  kararliliginin
stirdliriilmesinde etkin olan kuvvetler Van der Waals, hidrojen bagi, hidrofobik ve/veya
yiik transfer etkilesimi kuvvetleridir (Baginski ve ark., 1997). DNA-interkalator kompleksi
n-w istiflenme etkilesimleri ile kararl1 hale gelirler ve boylece iyonik kuvvetlere kars1 diger
iki baglanma sekli olan oluga baglanma ve elektrostatik etkilesimlerden daha az
hassastirlar (Bauer ve Vinograd, 1970; Sirajuddin ve ark., 2013). interkalatérler DNA’da
yapisal degisikliklere yol agar. Interkalasyonla molekiil baz ciftleri arasma girerek baz
ciftleri arasinda bosluk olusturur ve katman ciftleri arasindaki burkulmayi indirgeyerek
DNA uzunlugunda, DNA’nin dik durusunda ve hidrodinamikliginde degisimlere neden
olur. Interkalasyonla baglanan molekiiliin baz ¢iftleri arasma yerlesebilmesi igin DNA nin
kismen c¢oziilerek baz ciftleri arasinda yer agmasi gerekir (Sekil 2.13). Coziilmenin
derecesi interkalatdre ve baglanma bolgesine bagli olarak degisir. Ornegin etidyum
katyonu 26 °, proflavin ise 17 ° bir agiyla DNA’y1 burarak agar. DNA’daki bu yapisal
degisiklikler genellikle transkripsiyon, replikasyon ve DNA tamir siireglerinin
inhibisyonuna neden olur (Neidle ve Abraham, 1984; Keck ve Lippard, 1992; Sirajuddin
ve ark., 2013). Bu etkilerin tiimii geri doniisiimliidiir ve interkalasyon yapan molekiiliin

uzaklastirilmast ile DNA eski haline geri doner (Lerman, 1964).
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Sekil 2.12. interkalasyonla DNA’ya baglanma

(http://molbioph.niif.spbu.ru/en/B3anmoneiicTBrE-MOICKYIIbI- THK-C-CUHTET/ )

En cok bilinen interkalasyon yapabilen molekiil etidyum bromiir (EB) aromatik,
diizlemsel katyonik bir molekiildiir. EB zayif floresan 6zellige sahipken, komsu DNA baz
ciftleri arasinda giiclii interkalasyon yapmasi sonucu olusan EB-DNA kompleksinde
EB’nin floresans siddetinin 25 kat arttigi goriilmektedir. Bu 6zelliginden faydalanilarak
agaroz jel elektroforezi tekniklerinde DNA bantlarinin goriintiilenmesinde kullanilmaktadir
(Pouryasin ve ark. 2014).

Etidyum bromiir gibi monointerkalatorlerin yani sira Kinoksalin tiirevi antibiyotikler
(6rnegin ekinomisin) gibi dogal bir¢ok bisinterkalatér de bulunmaktadir. Bunlardan baska,
daha uzun DNA seckanslarimi kaplayabilecek tri- tetrainterkalatorler ve hatta poli-
interkalatorlerin de sentetik olarak tretilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir. Bir¢ok
interkalatdor DNA sekans seciciligine sahip olmasa da calismalar G-C zengin boélgelere
daha ¢ok baglandiklarimi gostermistir (Geierstanger ve Wemmer., 1995; Takenaka ve
Takagi, 1999).
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Sekil 2.13. Interkalasyon ile DNA’ya baglanan Schiff baz1 (Yildiz ve ark., 2015)

DNA interkalatorleri hizli biiyliyen kanser hiicrelerinde DNA replikasyonunu inhibe
ettiginden kemoterapétik tedavide kullanilmaktadir. Daunomisin ve Adriamisin kanser
terapisinde kullanilan interkalatorlerdendir (Frederick ve ark. 1990). Ancak bu ilaglarin
kardiyotoksisite gibi dnemli yan etkilere sahip olmasi ve kanser hiicrelerinin zamanla

diren¢ kazanmasi gibi nedenler klinik kullanimlarini sinirlamaktadir.
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2.6. DNA Kesme

DNA kesme aktivitesi canli sistemlerde hayati ©oneme sahiptir. Ornegin,
topoizomeraz enzimleri DNA’nin tek ya da iki zincirinde kiriklar olusturarak replikasyon,
transkripsiyon ve diger hiicresel islemler sirasinda olusan DNA’nin topolojik problemlerini
ortadan kaldirirlar. Bir diger 6rnek de, viriis enfeksiyonlarinda yabanct DNA’y1 kirarak ya
da enfekte hiicrenin hasarli DNA’sii kirarak hiicreyi apoptozise gotiiren ve bu sayede
viriis enfeksiyonlarma karsi koruyan restriksiyon enzimleridir (Fukui ve Tanaka, 1996;
Wang, 2002). Ayrica, bir¢ok antikanser ilacin etki mekanizmasi kanser hiicrelerinin
DNA’sina hasar vererek hiicreleri apoptozise gotirmektir (Hengartner, 2000).

DNA kirma aktivitesinde ana hedefler DNA’nin ana bilesenleri olan fosfodiester
bagi, deoksiriboz sekeri ya da niikleobazlardir. DNA kirma aktivitesi hidrolitik ya da
oksidatif yolla gergeklestirilebilir. Hidrolitik kirma aktivitesinde DNA’daki fosfodiester
baglarinin hidrolizi sonucu zincir kiriklari olusturulurken, oksidatif kesme aktivitesi
deoksiriboz sekeri ya da niikleobazlarin oksidasyonu ile gergeklesir (Sekil 2.14 ve Sekil
2.15). Ancak, oksidatif kesme aktivitesinin gergeklesebilmesi i¢in reaktif molekiile ek
olarak ortamda indirgeyici ya da oksitleyici ajanlar, 151k veya molekiiler oksijen gibi
yardimci reaktiflere ihtiyag duyar. Oksidatif DNA kirma aktivitesi, singlet oksijen,
hidroksil radikali, foto-oksidasyon, hidrojen peroksit, iyonize radyasyon ya da diger bir¢ok
transient radikal tiirleri ile indiiklenebilir (Stuble ve Kozarich, 1987; Murphy, 1995).
DNA’nin omurgas: fosfodiester baglarindan olugmaktadir ve bu nedenle de DNA’nin
hidrolizi ¢ok 6nemli bir enzimatik reaksiyondur. Ancak DNA’nin hidrolize karsi oldukga
kararli bir yapida olmasi nedeniyle bu reaksiyon oldukc¢a zordur. Fosfodiester bagini
hizrolize edebilen enzimler ¢ogunlukla aktif bolgelerinde Mg+2, Cu* Fe'?, Mn*?, zn* gibi
katalitik metal iyonlarin1 bulundururlar. Bu nedenle metal kompleksleri fosfodiester

baginin hidrolitik olarak kesilmesi igin iyi birer aractir (Neves ve ark 2001).
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Sekil 2.15. Oksidatif kesme. Niikleobazlarin oksidasyonu

Niikleik asitleri kesme aktivitesi bir¢ok biyolojik olayda ve genetik materyalin

biyoteknolojik manipiilasyonu ¢alismalarinda rol alan énemli bir enzimatik reaksiyondur

(Hegg ve Burstyn, 1998; Liu ve ark, 2004). Bunun sonucu olarak, yapay niikleazlarla ilgili

caligmalar sadece potansiyel terapotik ajanlar olmalari nedeniyle degil aym1 zamanda

genomik arastirmalarda da cesitli uygulamalar1 ile 6n plana ¢ikmistir (Meijler ve ark.,

1997; Mancin ve ark., 2005).

2.7. Schiff Baz1 ve Komplekslerinin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesinde

Kullanilan Teknikler

Eger yeni bulunan bir bilesigin DNA’y1 hedef aldig1 diisiiniiliiyorsa, bir grup in vitro

deney uygulanarak bilesigin ger¢ekten DNA ile fiziksel olarak etkilesime girip giremedigi
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belirlenebilir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007). Literatiire bakildiginda ilag-DNA
etkilesimlerinin incelenmesi i¢in pek ¢ok metodun gelistirildigi goriillmektedir. Bunlardan
en yaygin olarak kullanilan baslica metotlar UV-Vis absorbsiyon titrasyonu, floresans
spektroskopisi (Jenkins, 1995), linear ve dairesel dikroizm spektroskopisi (Colson, 1996),
izotermal titrasyon kalorimetri (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007), viskozite 6lgtimleri
(Liu ve ark., 2010) ve agaroz jel elektroforezi (Qiao ve ark., 2011) gibi yontemlerdir.
Asagida, bunlardan tez ¢alismasinda uygulanan yontemlerin temelleri ve  DNA

etkilesiminin belirlenmesinde ne sekilde kullanilacaklari agiklanacaktir.

2.7.1. UV-Vis Absorbsiyon Spektroskopisi

UV-Vis absorbsiyon spektroskopisi ilagc-DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde en
yaygin olarak kullanilan ve uygulamasi basit olan bir ydntemdir. Ilac-DNA etkilesimleri,
ilacin ya da DNA’nin absorbsiyon 6zelliklerindeki degisikliklerin UV-Vis absorbsiyon
spektroskopisi ile gozlenmesi ile belirlenebilir. Deney, ilag konsantrasyonunun sabit
tutularak kademeli olarak DNA eklenmesi ve absorbansindaki degisikliklerin gézlenmesi
esasina dayanir. Bu islem absorbansta herhangi bir degisiklik gozlenmeyinceye kadar
devam edilir. Deney ayn1 sekilde DNA konsantrasyonu sabit tutulup kademeli olarak ilag
eklenmesi seklinde de yiiriitillebilir. Titrasyon yapilirken, her bir DNA ekleme
basamagindan sonra absorbans spektrumu 6lgiilerek ilacin maksimum absorbans gosterdigi

dalga boyunda ve absorbansindaki degisimler kaydedilir (Jenkins, 1995).

Tamamen Bagli
llag

Absorbans

Dalga Boyu / nm

Sekil 2.16. DNA’ya baglanmanin ligandin absorbsiyon spektrumuna etkileri (Jenkins,
1995)
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Ilag ve DNA arasinda herhangi bir etkilesim olup olmadigi, ilacin serbest haldeyken
ve DNA’ya baglandigindaki maksimum absorbsiyonundaki kaymalara bakilarak anlagilir
(Sekil 2.16). Absorbanstaki kaymanin biiyiikliigiiniin, ilag ile DNA arasindaki etkilesimin
kuvvetini yansittig1 kabul edilir (Benitez-Bribiesca ve Sanchez-Suarez, 1999; Soto-Cerrato
ve ark., 2004).

[lac DNA’ya baglandiginda absorbsiyonda azalma (hipokromik etki) veya artma
(hiperkromik etki) ve daha yiiksek dalga boyuna kayma (batokromik kayma) ya da daha
diisik dalga boyuna kayma (hipsokromik kayma) gozlenir (Sekil 2.17). Iilag,
interkalasyonla DNA’ya baglandiginda genellikle DNA baz ciftleri ve aromatik kromofor
gruplar arasindaki giiglii bir etkilesiminden dolay1 karisimin UV-Vis absorbansinda
hipokromik etki ve batokromik kayma goriiliir (Liu ve ark. 2010). Hipokromik etki ve
batokromik kayma genellikle interkalasyonla iligkilendirilir (Qiao ve ark., 2011).
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Sekil 2.17. UV-Vis Spektrumunda kaymalar

2.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi
[lagc-DNA etkilesimlerinin arastirilmasinda hassas ve kullanimi kolay en iyi
metotlardan biri de kapali halkasal DNA molekiiliinde ilacin indiikledigi degisimlerin
agaroz jel elektroforezi ile belirlenmesidir. Elektroforez; DNA fragmentlerini ayirmak,

tanimlamak ve saflastirmak icin kullanilan standart bir metottur. Jelde elektriksel alan
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olusturuldugunda, nétral pH’da, negatif yiikli DNA anoda dogru hareket eder. Jelde
kiictik yapili olan molekiiller biiyiik yapili olanlardan daha hizli olarak hareket ederler
(Sambrook ve Russel, 2001). Bu teknikte de; ilacin baglanacagi substrat olarak kapali
halkasal DNA (genellikle plazmid DNA) kullanilarak, ilagla baglanan DNA’nin jeldeki
ilerleme hizlar1 6l¢iilmektedir.

Plazmid DNA’nin orijinal siiperkivrimli formu (Form I) bir ¢entikle agildiginda
acik halkasal gevsek bir form (Form II) olusur ve daha fazla kirik olusmasiyla linear
form (Form I1I) da bulunabilir. DNA elektroforezde yiiriitiildiigiinde Form 1 jelde
digerlerine gore daha hizli ilerlerken, Form II daha yavas ilerler ve linear form (Form
III) Form I ve Form II arasinda hareket eder (Sekil 2.18). Bu teknik DNA kirma (DNA
cleavage) tlirlinlerinin tanimlanmasinda kullanilir (Barve ve ark., 2009; Qiao ve ark.

2011).

Gevsek Sarmal Plazmid (Form Il)
Lineer Form Plazmid (Form i)

Kovalent Bagl Plazmid

Stiper Sarmal Plazmid (Form )

Tek Zincirli Plazmid

Sekil 2.18. Plazmid DNA’nin farkli formlarinin agaroz jel elektroforezinde go¢ hizlari

Calismada, bu yontemde sik¢a kullanilan siliperkivrimli pBR322 plazmid DNA’s1
kullanilmigtir. En yaygin kullanilan klonlama vektorlerinden biri olan pBR322, E.coli’de
kullanilmak tizere gelistirilen ilk cok amagli klonlama vektoriidiir ve ilk olarak Bolivar ve

arkadaslar1 tarafindan 1977°de gelistirilmistir.
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Sekil 2.19. pBR322 plazmid DNA haritasi

Molekiil ¢ift zincirli halkasal formda ve 4361 bp uzunlugundadir. pBR322,
tetrasiklin ve ampisiline direngli genler igerir ve kloramfenikol ile ¢ogaltilabilir (Sekil
2.19). Molekiiler agirlig 2,83x10° Dalton’dur. Plazmidin kirktan fazla restriksiyon enzimi
icin kesim bolgesi vardir (Balbas ve ark., 1986). Plazmidin niikleotit sekansi belirlenmistir
(Watson, 1988).

2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, 1980’lerde Karry Mullis tarafindan gelistirilen ve
molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda siklikla kullanilan bir yontemdir (Sonnesmans ve ark.,
2002). PCR ile genomun istenilen bolgesi ¢ogaltilarak milyonlarca kopyasi elde edilebilir.

DNA replikasyon inhibitorleri antikanser ve antiviral ajanlar olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. DNA’ya baglanan ve DNA’da kirik olusturan bilesikler DNA yapisini
degistirerek replikasyonu inhibe ederler (Pommier ve Diasio, 1996).

PCR ile sekansi bilinen bir DNA ya da RNA dizisi in vitro ortamda enzimatik olarak
cogaltilir. DNA’nin erimesi ve enzimatik reaksiyonlar i¢in tekrarlanan 1isinma ve soguma
dongiilerinden olusan termal dongli metodun temelini olusturur. Bu dongiiniin ilk

asamasinda DNA cift sarmali 1sitilarak iplikler birbirinden ayrilir. ikinci asama, sicakligin
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diistiigii ve gogaltilacak olan DNA fragmentine primerlerin baglandig1 asamadir. Ugiincii
asama, DNA zinciri ile eslesen primerlerin DNA polimeraz enzimi ile uzatilmasidir. Taq
polimeraz enzimi 72 °C’de daha iyi calistifindan tiim ¢ogalma islemleri bu sicaklikta
yapilir. Bu ii¢ basamak PCR reaksiyonunda bir dongiiyii olusturur. Bu dongii 25-50 kez
tekrar edilerek istenilen DNA dizisinin milyonlarca kopyasi elde edilebilir (Klug ve
Cummings, 2011). Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroferezinde yiiriitiilerek elde

edilen bantlardan uzunluklar1 ve miktar1 belirlenebilir.

2.6. Sitotoksik Aktivite

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar sitotoksik ilaglardir ve
malignant hiicreleri Oldiirerek ya da biiyiimelerini durdurarak etki ederler. Bir¢ok
sitotoksik antikanser ilag¢ tlimor hiicrelerinde apoptozisi uyararak etki eder (Harvey, 2000).
Kiigiik molekiiller DNA’ya baglanarak DNA’nin heliks yapisini1 bozar ve buna bagli olarak
da hiicre yasayabilirligine etki eder. Bu bilesikler DNA’ya kuvvetli bir sekilde baglanir ve
replikasyon enzimlerinin islev gérmesini engeller ya da DNA kiriklarina yol agar ve eger
bu hasar tamir edilemezse hiicre 6liimiine neden olur.

Hiicre yasayabilirligi ve c¢ogalmasimin o6lgiilmesi, hiicre populasyonunun dis
faktorlere yamtinin in vitro olarak olgiilmesinde kullanilan bir¢ok calismanin temelini
olusturmaktadir. 4,5-dimethiltiyazol-2-yl-2,5-difenil tetrazolyum bromir (MTT) testi,
hiicre gogalma oranini ve tam tersi olarak da apoptozis ve nekrozisle sonuglanan metabolik
olaylar sonucu hiicre yasayabilirligindeki azalmanin 6l¢iildiigii, kabul edilmis, giivenilir bir
testtir (Von de Loosdrecht, 1994). MTT  reaktifi canli hiicrelerde mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri ile mavi-mor renkteki formazan tuzuna dontstiiriiliir. Coziinmiis
formazanin goriiniir alan absorbsiyonu canli hiicrelerin sayisim1 verir. Eger test edilen
molekiil hiicre hasarina ya da 6limiine neden olacak sitotoksik etkiye sahipse, MTT

reaktifinin mor renkli formazan kristallerine doniisiimii daha az olacaktir.

2.7. Antimikrobiyal Aktivite

Enfeksiyon hastaliklarindan dolayr 6lim miktarindaki artis, bakterilerin
antibiyotiklere kars1 gosterdigi ¢coklu direng ile yakindan iligkilidir. Tedavideki eksiklikler
bu problemin baglica nedenidir (Rice, 2006; Alekshun ve Levy, 2007). Fungal
enfeksiyonlar sadece doku yiizeyinde goriilenlerle simirli degildir; ayrica onemli hayati
tehlikeye neden olan sistemik fungal enfeksiyonlar da goriilmektedir (Sundriyal ve ark.,

2006). Ozellikle yasli, major ameliyatl, immiin sistemi baskilayici ilag kullanan, AIDS’li,
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kanser tedavisi goren, organ yada hematopoetik kok hiicre transplantasyonu gegiren
hastalar risk altindadir (Nucci ve Marr, 2005). Bu nedenle yeni ve daha etkili antibiyotik
ve antifungal ajanlarin gelistirilmesi acil bir ihtiyactir. Schiff bazi ve komplekslerinin
antibakteriyel ve antifungal ajanlar olarak umut vaat edici 6zellikler gdsterdikleri daha
onceki ¢aligmalarda rapor edilmistir (Karthikeyan ve ark., 2006; Shi ve ark., 2007).
Antimikrobiyal ajanlar bakteri hiicresine etki mekanizmalarina gore siniflandirilirlar.
Bu ajanlar bakteri hiicresinin;
- Hiicre duvar1 sentezini engelleyerek,
- Protein sentezini inhibe ederek,
- Niikleik asit sentezini inhibe ederek,
- Metabolik yolaklarini inhibe ederek etki edebilirler (Coyle, 2005).
Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda en cok tercih edilen yontemler, disk difiizyon
ve broth mikrodiliisyon metodudur. Ancak, broth mikrodiliisyon testi kantitatif bir yontem
olmas1 ve daha kesin sonuglar vermesi nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir.
Broth mikrodiliisyon yonteminde, mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanin seri
diliisyonlar1 ile muamele edilir ve inkiibasyonun ardindan iiremeleri kontrol edilerek
degerlendirilir. Calisma sonucunda minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerleri

mikroorganizmanin tiremesini engelleyen en diisiik konsantrasyon olarak degerlendirilir.

2.8. Schiff Baz1 ve Komplekslerinin DNA ile Olan Etkilesimleri ve Biyolojik
Aktiviteleri

Schiff bazi ve komplekslerinin biyolojik ve farmasotik olarak aktif bilesikler
olmalar1 nedeniyle oldukca ilgi goren bilesiklerdir. Literatirde Schiff baz1 ve
komplekslerinin DNA ile etkilesimleri, antikanser ve antimikrobiyal etkilerine dair birgok
calisma vardir. Bunlardan bazilar1 agsagida 6zetlenmistir.

Lian ve ark. (2016) yapmis olduklar1 c¢alismada, dort yeni Schiff bazi Cu(Il)
kompleksinin (kompleks 1-4) DNA baglanma, DNA kesme aktivitesi ve sitotoksik
aktivitesini arastirmiglardir. UV-Vis absorbsiyon spektroskopisi sonucunda bilesiklerin
absorbsiyonunda %21- %34 arasinda hipokromik kayma oldugu gozlenmis ve bilesiklerin
DNA’ya kismi interkalasyon ile baglandigini bildirmislerdir. Agaroz jel elektroforezi
sonucunda bilesiklerin H,O, varliginda DNA kirma aktivitesine sahip oldugunu
gostermislerdir. MTT testi sonucunda tiim bilesiklerin sitotoksik aktivite gosterdigini,

kompleks 4’iin ise digerlerine gore ¢cok daha etkili oldugunu bildirmislerdir.
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Zhou ve ark. (2016) yaptiklar1 caligmada, yeni dort kiral Schiff bazi Cu(Il)
kompleksinin (1-4) DNA’ya baglanma 6zellikleri, DNA kesme ve sitotoksik aktivitelerini
calismiglardir. DNA’ya baglanma aktivitesi UV-Vis absorbsiyon titrasyonu ve floresan
spektroskopisi ile c¢alisilmis ve bilesiklerin DNA’ya interkalasyon ile baglandigin
gostermislerdir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda bilesiklerin H,O; varliginda etkili bir
sekilde DNA’y1 kirabildiklerini belirtmislerdir. Tiim komplekslerin MDA-MB-231, A549
ve HeLa kanser hiicre hatlarina kars1 oldukea etkili sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu ve
Ozellikle kompleks 4’iin digerlerine gore daha etkili oldugu ve MDA-MB-231 ve A549
hiicre hattina kars1 sisplatinden daha etkili sonuglar verdigini belirtmislerdir.

Yildiz ve ark. (2015) yaptiklari ¢aligmada, 3,5-bis(triflorometil)anilin ve anilinden
elde ettikleri yeni Schiff bazi ligandinin DNA’ya baglanma 6zellikleri ve antimikrobiyal
ozelliklerini UV-Vis absorbsiyon spektroskopisi ve broth mikrodiliisyon yontemi ile
arastirmiglardir. Bilesigin artan DNA konsantrasyonu ile birlikte 278 ve 310 nm’deki
absorbsiyonunda sirasiyla %133,5 ve %46 hipokromism ile birlikte 19 nm ve 1 nm
batokromik kayma oldugunu goézlemlemisler ve bilesigin DNA’ya interkalasyonla ve
elektrostatik olarak baglanabildigini bildirmislerdir. Antimikrobiyal aktivite calismalar
sonucunda ise ligandin test edilen mikroorganizmalara kars1 32-128 pg/uL konsantrasyon
araliginda etkili oldugunu belirtmislerdir.

Kiran ve ark. (2015), sentezledikleri sekiz yeni Schiff bazi Cu(Il) kompleksinin (4a-
4h) DNA’ya baglanma Ozellliklerini, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerini
aragtirmiglardir. DNA’ya baglanma o6zellikleri UV-Vis absorbsiyonu ve viskozite
Ol¢iimleri ile arastirilmis ve bilesiklerin DNA’ya interkalasyon yaparak baglandigini
gostermislerdir. Bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri cukur agar difiizyonu metodu ile
calisilmis ve test edilen gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile mayalara karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini belirtmislerdir. Bilesiklerin sitotoksisiteleri
MTT metodu ile insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) kanser hiicre hattina karsi
arastirilmis, 4d ve 4h komplekslerinin etkili sitotoksik aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Li ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, sentezledikleri yeni ii¢ farkli Schiff bazi
Co(Il) kompleksinin (kompleks 1-3) DNA’ya baglanma o&zelliklerini, DNA kesme ve
sitotoksik aktivitelerini arastirmiglardir. DNA’ya baglanma o&zellikleri floresans
spektroskopisi ve viskozimetre olglimleri ile arastirmiglar ve her ii¢ bilesigin de DNA’ya
interkalasyon ile baglandigini bulmuslardir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda
komplekslerin H,O, varliginda DNA’y1 oksidatif yolla etkili bir sekilde kesebildigini
belirlemisglerdir. Bilesiklerin HepG2 ve NCI-H460 kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik
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aktivitelerini MTT testi ile arastirmislar ve kompleks 3’{in diger bilesiklerden daha yiiksek
inhibisyon degerlerine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Osowole ve ark. (2012), sentezledikleri nitrofenol Schiff bazi ve Mn(Il), Cu(Il),
Zn(I1) ve Pb(Il) komplekslerinin Bacillus subtilis, Salmonella typhi, Proteus mirabilis,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus cereus suslarina karsi
antimikrobiyal aktivitelerini calismiglar ve ligand ve Zn(II) kompleksinin, bakterilere karsi
10.0-20.0 arasinda ve mayalara kars1 10.0-17.0 mm arasindaki inhibisyon zonuyla, yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

Qiao ve ark. (2011), yeni sentezledikleri Schiff bazi bakir(Il) kompleksinin
potansiyel antitiimér mekanizmasini belirlemek amaciyla DNA baglanma o6zellikleri ve
sitotoksisite aktivitelerini incelemislerdir. Kompleksin DNA’ya baglanma 6zellikleri UV-
Vis absorbsiyon spektroskopisi, floresans spektroskopisi ve agaroz jel elektroforezi
yontemleri ile arastirilmistir. Sonug¢ olarak kompleksin DNA’ya interkalasyon yaparak
baglandig1 belirlenmistir. Agaroz jel elektroforezi sonucunda kompleksin siiperkivrimli
plazmid DNA’y1 oksidatif yolla kirarak tek ve ¢ift zincir kiriklarmma neden oldugu
gozlenmistir. Sitotoksik aktiviteleri MTT testi ve klonojenik metodla ¢alisilmis, Schiff bazi
ligand1 ve bakir(ll)asetat tuzu [Cu(OAc),] tek basmma onemli bir sitotoksik aktivite
gostermezken, Schiff bazi1 Cu(Il) kompleksinin HeLa hiicrelerine karst 6nemli sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir.

Liu ve ark. (2010), yeni sentezlenen ii¢ 2-oksoquonolin-3-karboksilaldehit Schiff
baz1 ligandi Cu(ll) (1-3) komplekslerinin DNA ile olan etkilesimlerini UV-Vis
absorbsiyon spektroskopisi, floresans spektroskopisi, viskozite ol¢imleri ve etidiyum
bromiir-DNA yarigmali baglanma deneyleri ile ¢alismislardir. Test edilen Schiff bazi
ligandlar1 ve Cu(Il) komplekslerinin DNA ile etkilesime girdigini ve baglanma seklinin
interkalasyon oldugunu bulmuslardir. Sitotoksisite ¢aligmalar1t MTT ve sulforhodamine B
(SRB) metotlar1 kullanilarak yiiriitiilmiis olup; elde edilen sonuglardan kompleks (3)’iin
HL60 ve HeLa hiicrelerine karsi en etkili sitotoksik aktiviteye sahip bilesik oldugu
belirlenmistir.

Shahabadi ve ark. (2010), sentezledikleri suda ¢Oziinebilir Schiff bazi Co(ll)
kompleksi, SF (N,N’-bis(5-[(trifenilfosfinyumkloriir)-metil]salisiliden)-o-fenilendiamin)’
in CT-DNA’yla etkilesimlerini UV absorbsiyon spektroskopisi, floresans ve halkasal
dikroizm (CD) spektrofotometrisi ve dinamik viskozite Olgiimii yoOntemleri ile
arastirmiglardir. UV-Vis absorbsiyonu sonucunda molekiiliin DNA’ya baglanma sabiti K,=

5x10* M? olarak belirlenmistir. Shahabadi ve ark. (2009)’nin onceki c¢alismalar1 ile
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karsilastirildiginda SF’nin DNA’ya baglanma afinitesinin  (Kp=8,5x10°> M™), Co(ll)
kompleksinden daha kuvvetli oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler 1s1iginda SF’nin
DNA baz ciftleri arasina girerek interkalasyon yoluyla baglandigini, Co(ll) kompleksinin
ise elektrostatik olarak DNA’ya baglandigini bulmuslardir.

Mohamed ve ark. (2009), sentezledikleri yeni Schiff bazi ligand1 ve Mn(II), Co(II),
Cu(ll), Zn(II), Ni(Il) ve Cd(II) komplekslerinin antimikrobiyal aktivitelerini aragtirmislar
ve test edilen bakterilerin bir kismina kars1 ligandin metal komplekslerinin liganda goére
daha ¢ok antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Wadler ve ark. (2009), sentezledikleri bir seri Schiff baz1 (Ia-e)’nin Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans ve Aspergilus niger suslarina karsi
antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon metodu ile ¢alismislar ve sonug olarak Ic, Ie, IIb
ve Ilc bilesiklerinin referans standartlar siprofloksasin ve flukonazol’e kiyasla giiclii
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

Jin ve ark. (2009), toksik olmayan bir biyopolimer olan chitosan’in Schiff bazi
ligandin1 sentezlemisler ve Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Aspergilus niger
suslarina kars1 antimikrobiyal aktivitesini calismislardir. Sonugta artan konsatrasyonla
birlikte Schiff bazinin antimikrobiyal aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir. Ayrica,
Schiff bazinin antimikrobiyal aktivitesi kitosan ile de karsilastirilmis ve daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Grupta ve ark. (2007), sentezledikleri 4-metil-2,6-dibenzolfenol ve etan-1,2-
diamin’den elde edilen NNO-donor Schiff baziyla kompleks mononiikleer Co(Ill)’in
DNA’ya baglanma 6zelliklerini absorbsiyon titrasyonu deneyleri ile calismiglar ve
kompleksin DNA’ya interkalasyonla baglandigimi ve baglanma sabitinin 1,4 x 10* M™
oldugunu belirlemislerdir.

Raman ve ark. (2007), sentezledikleri yeni Schiff bazi ligandlarinin gecis metali
komplekslerinin  DNA-kirma aktivitesini agaroz jel elektroforezi yontemi ile ve
antimikrobiyal aktivitesini agar difiizyon yontemi ile ¢alismiglardir. Yapilan deneyler
sonucu Cu, Ni ve Co komplekslerinin DNA’y1 kirdigini1 ve test edilen tiim bilesiklerin test
edilen gram pozitif ve gram negatif bakteri suslarina kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu gostermistir.

Karthikeyan ve ark. (2006), Mannic baz igeren 2.4-dichloro-5-fluorophenille
hazirladiklar1 triazol Shiff bazlarinin (3a-g, 4a-i, 5a-f) antimikrobiyal aktivitelerini
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudumonas aeruginosa ve Klebsiella

pneumoniae suslara kars1 disk difiizyon yontemiyle arastirmislardir. Sonug olarak 3c, 4c,
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4e, ve 4f Schiff bazlarmin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gdsterilmistir.
Bilesiklerin antifungal aktivitesi de ¢alisilmis ve 3c, Sc, Se ve 5f’nin iyi diizeyde antifungal
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Wang ve ark. (2006), sentezledikleri ve Kkarakterizasyonunu yaptiklart yeni
naringenin Schiff bazi ligand1 ve La(Ill) kompleksinin DNA’ya baglanma o6zelliklerini
spektrofotometrik titrasyonlar, etidiyum bromiir yer degistirme deneyleri ve viskozite
Olgtimleri ile galismiglardir. Her iki bilesigin de, 6zellikle de La(III) kompleksinin CT-
DNA’ya kuvvetli bir sekilde baglandigin1 ve baglanma mekanizmasinin interkalasyonla
oldugunu belirlemislerdir. Bilesiklerin sitotoksik aktivitelerini ise MTT ve SRB metotlar
kullanarak ¢alismislardir. Caligmalarin sonucundan La(lll) kompleksinin test edilen insan
16semi HL-60 ve akciger adenokarsinoma A-549 hiicrelerine karsi onemli sitotoksik
aktivite gosterdigi bulunmustur.

Wang ve Yang, (2005), yeni sentezledikleri Schiff bazi1 [1,7-di((1-fenil-3-metil-5-
pirazol-4-benziliden)dietentriamin] ligand’min ve ii¢ gecis metali kompleksinin [Cu(Il),
Ni(Il), Zn(II)] DNA’ya baglanma 6zelliklerini absorbsiyon, floresans spektroskopisi ve
viskozite dlglinleriyle ¢alismislardir. Yapilan ¢alismalar ligand’in ve Ni(I) kompleksinin
DNA’ya baglanirken diger iki kompleksin DNA’ya baglanmadigin1 gostermistir. Ni(II)
kompleksinin baglanma afinitesinin ligandan daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Dhar ve ark. (2005), sentezledikleri yeni NSO-donér Schiff bazlarimin tiglii bakir(IT)
komplekslerinin  [CuL"B](CIO4) (1-3) DNA’ya baglanma 6zelliklerini floresans
spektroskopisi ve DNA-kirma o6zellikleri agaroz jel elektroforezi yontemleri kullanilarak
belirlemislerdir. Sonug¢ olarak komplekslerin CT-DNA’ya baglanma afiniteleri 2 > 3 > 1
olarak bulunmustur. Kompleks’in hidroksil radikalleri olusturan merkaptopropiyonik asit
varliginda siiper kivrimli pUC19 DNA’y1 etkili bir sekilde kirdigi gozlenmistir.

Cukuravali ve ark. (2002), sentezledikleri siklobiitan ve triazol halkalar1 igeren iki
Schiff bazi ligandi ve Co(II), Cu(Il), Ni(Il) ve Zn(Il) komplekslerinin Bacillus
megaterium, Candida albicans, Enterobacter aeruginosa, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Saccaromices cerevisiae ve Staphylococcus aureuss suslarina karsi
antimikrobiyal aktivitelerini aragtirrmiglardir ve sonug¢ olarak ligandlardan biri (LH) ve
kompleksleri test edilen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite gostermezken;
diger ligand (LlH) ve kompleksleri mikroorganizmalardan bazilarina karsi zayif
antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Vijayalakshmi ve ark. (2000), Schiff baz1 krom(l11) kompleksleri [Cr(sa/pm)(H20)-]
ve [Cr(salen)(H,0).]’iin DNA ile olan etkilesimlerini arastirmislardir. DNA’ya baglanma
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ozellikleri absorbsiyon, emisyon, halkasal dikroizm spektroskopisi, termal denatiirasyon ve
viskozite Olgtimleri ile c¢alisilmis ve Cu(Ill) komplekslerinin, DNA’ya baglandiginda
kirmiziya kaymayla birlikte absorbsiyon spektrumunda hiperkromisite, floresansinda
artma, erime sicakliginda artis, CD spektrumunda bazi yapisal degisiklikler ve
viskozitesinde spesifik degisikliklerin oldugu go6zlenmistir. Absorbsiyon spektrumu
Ol¢iimlerinden elde edilen baglanma sabiti her iki kompleks i¢in de sirasiyla
[Cr(salen)(H20),] icin (2.5+0.4)x10° M ve [Cr(sa/pm)(H.0),] i¢in (1.7+0.3)x10* M™
olarak belirlenmistir. Komplekslerin DNA-kirma aktiviteleri pBR322 plazmid DNA’s1 ile
agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak g¢alisilmis ve plazmid DNA’sinda tek zincir
kirig1 olusturduklar gosterilmistir. Yapilan deneyler sonucunda krom(I11) komplekslerinin
DNA’ya interkalatif olarak baglanmadigini, biiyiik oluga baglanarak DNA’yla etkilesime

girdigi bulunmustur.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Test Edilen Bilesikler

Bu calismada, DNA’ya baglanma ozellikleri ve biyolojik aktiviteleri arastirilan
Schiff baz1 ve kompleksleri Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Kimya Boliimiinde Dog. Dr. Mustafa YILDIZ tarafindan sentezlenerek karakterize edildi

(Y1ildiz ve ark., 2015; Unver ve ark., 2016). Bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 3.1- 3.4’de

verildi.
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Sekil 3.2. Schiff bazi ligand1 L1’in Fe, Co, Ni ve Cu kompleksleri
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Sekil.3.3. Schiff bazi1 ligand1 L2
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Sekil 3.4. Schiff bazi ligand1 L2 nin Mn, Fe, Ni ve Cu kompleksleri

Schiff bazi ve kompleksleri dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢6ziildii ve her deney igin
gereken konsantrasyonlarda taze olarak hazirlandi. Tiim deneylerde DMSO kontrol olarak
denendi ve ¢oziicliniin kullanilan konsantrasyonlarda herhangi bir negatif etkiye sahip

olmadigi belirlendi.
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3.2. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan tiim kimyasal ve reaktifler analitik saflikta olup ticari olarak
satin alind1 ve ek bir saflastirma islemi uygulanmadi. Dana timusu DNA’s1 (D4522) ve
etidiyum bromiir (EB; E-1510) Sigma Aldrich’ten; dimetil siilfoksit (DMSO; 102952), tris
baz1 (648310), Etilendiamintatraasetik asit (EDTA; 324503), sodyum kloriir (NaCl;
137017), glasiyal asetik asit (CH3COOH; 137000), hidroklorik asit (HCI; 100317), sodyum
hidroksit (NaOH; 106469), potasyum kloriir (KCI; 104936), potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4, 104873) Merck Millipore firmalarindan temin edildi. pBR322 Plazmid DNA
(SD0041), EcoRI enzimi (FD0274), Taq polimeraz (EP0402), deoksiadenozin trifosfat
(dATP, R0141), deoksitimidin trifosfat (dTTP, R0171), deoksiguanozin trifosfat (dGTP,
R0161), deoksisitidin trifosfat (dCTP, R0151), magnezyum kloriir (MgCl,, 00190181) ve
DNA ladder (SM0311) Thermo Fisher Scientific; ileri ve geri primerler Macrogen Inc.’dan
alindi. Sitotoksik aktivitenin belirlenmesinde kullanilan insan hepatoseliiler karsinoma
hiicre hatti (HepG2 ATCC® 77400™) Japanese Collection of Research Biosources Cell
Bank (JRCB)’den temin edildi. Fetal sigir serumu (FBS, F7942), Dulbecco’s Modified
Eagle’s medyum (DMEM, D5796), MTT (M2128), Sisplatin (C2210000) Sigma Aldrich
firmasindan ve penisilin-streptomisin (15140122) Thermo Fisher Scientific firmasindan
satin alindi. Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan Saboraud dekstroz agar
(1054380500), Nutrient agar (105450), Nutrient broth (107882), Mueller-Hinton broth
(110293) Merck Millipore firmasindan, Roswell Park Memorial Institute medyum (RPMI
1640; Sigma, R1145), gentamisin (G1914), ampisilin (A1593) ve flukonazol (Y000557)

Sigma Aldrich firmasindan temin edildi.

3.3. Cahismada Kullanilan Cozelti ve Tamponlar
8 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA (TNE) Tamponu : UV-Vis absorbsiyon
titrasyonu deneyinde kullanildi. 1,21 g Tris, 2,92 g NaCl ve 2 mL 0,5 M EDTA (pH:8.0)

800 mL saf su ile ¢oziildiikten sonra HCL ile pH’1 7,4’e ayarlandi ve distile su ile son
hacmi 1000 mL’ye tamamlandi. Filtre ile steril edildi ve calisma siiresince oda sicakliginda
saklandi.

100 mM Tris-HCI tamponu (pH: 7.6): DNA kirma deneyinde kullanildi. 2,42 g Tris

150 mL distile suda ¢oziildiikten sonra HCI ile pH 7,6’ya ayarlandi. Son hacmi distile su
ile 200 mL’ye tamamlandiktan sonra filtre ile steril edildi. Oda sicakliginda saklandi.

10X TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) Tamponu (pH: 8.0): Agaroz jel elekroforezinde

yiiriitme tampon olarak kullanildi. 48,4 g Tris, 5,5 mL Glasiyel asetik asite; 20 mL 0,5 M
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EDTA ilave edilerek 800 mL distile suda ¢oziildii. pH 8.0’e ayarlandi ve distile su ile son
hacimi 1000 mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklanda.

6X Agaroz Yikleme Tamponu: Agaroz jel elektroforezinde yiikleme tamponu olarak
kullanildi. %30 Gliserol, 0,5 M EDTA, %0,3 bromofenol mavisi ve %0,3 ksilen siyanol
olacak sekilde 10 mL hazirlandi. 4 °C’de saklandi.

Hiicre Medyumu: 6,68 g DMEM 425 mL distile su ile ¢oziildii ve filtre ile steril
edildi. 20 mL %9,2’lik NaHCO3, 50 mL FBS ve 5 mL 10000 U/mL Penisilin/Streptomisin

ilave edildi ve 4°C’de muhafaza edildi.

PBS: 8g NaCl, 0,2 g KClI, 1,14 g NaHPO, ve 0,2 g KH,PO, 800 mL distile su ile
coziildiikten sonra pH’1 7,4’e ayarlandi. Distile su ile son hacmi 1000 mL’e tamamlanda.
Otoklavda steril edildi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

PBS/EDTA: 0,2 g KCI, 8g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 1,14 g NaHPO, ve 0,378 g EDTA
800 mL distile suda ¢oziildiikten sonra pH’1 7,4’e ayarlandi. Distile su ile son hacmi 1000
mL’e tamamlandi ve otoklavda steril edildi.

Tripsin/EDTA (5X): 10X %0,5’lik ana tripsin ¢6zeltisi, PBS/EDTA ile 1:1 oraninda
karistirildi. 4 °C’de saklandi.

1 N HCI : 80 mL steril distile suya %37’lik HCI’den 8,4 mL eklendikten sonra distile

su ile son hacim 100 mL’e tamamland: ve 4 °C’de muhafaza edildi.
MTT Cozeltisi (5 g/L): 0,25 g MTT, 50 mL PBS ile ¢oziildii ve filtre ile steril edildi.
Alikotlara bdliinerek -20 °C’de 151k almayacak sekilde saklandi.

Nutrient Agar: Antimikrobiyal aktivite c¢alismalarinda ¢alisma kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanildi. Ticari besiyeri distile su ile 20 g/L olacak sekilde ¢oziildiikten
sonra otoklavda steril edildi.

Saboraud Dextroz Agar: Antifungal aktivite ¢alismalarinda ¢alisma kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanildi. Ticari besiyeri distile su ile 65 g/L olacak sekilde ¢oziildiikten
sonra otoklavda steril edildi.

Mueller-Hinton Broth: Bakteri kiiltiirlerinin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

calismalarinda kullanildi. Ticari besiyeri distile su ile 21 g/L olacak sekilde ¢oziildiikten
sonra pH 7,4’e ayarlandi ve otoklavda steril edildi.

RPMI 1640 Besiyeri: 10,4 g RPMI 1640 medyum, 18 g Glukoz, 34,53 g MOPS 900

mL distile su ile ¢oziildiikten sonra pH 7,4 e ayarlandi ve filtre ile steril edildi.
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3.4. Bilesiklerin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesi

3.4.1. UV-Vis Absorbsiyon Titrasyonu

Bilesigin DNA’ya baglanma ozelligi UV-Vis absorbsiyon titrasyonu metodu ile
incelendi (Jenkins, 1995). Bunun i¢in dana timiis DNA’s1 (CT-DNA) kullanildi.
Deneylerde kullanilan tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl ve 1 mM EDTA)
pH 7.4 olacak sekilde hazirlandi.

CT-DNA, distile su ile ¢ozdiriilerek calisma siiresince buzdolabinda 4 °C’de
saklandi. CT-DNA’nin protein kontaminasyonu i¢cermediginin belirlenmesi amaciyla 260
ve 280 nm’deki absorbansi 6l¢iildii. Bu oranin, 1,8-1,9 araliginda olmasi DNA’nin protein
ya da RNA kontaminasyonu igermedigini gostermektedir.

Ligand ve kompleksler DMSO ile ¢éziilerek 5x10™ M’k stok ¢6zeltileri hazirlandi.
Absorbsiyon spektrumlari dlgiiliirken konsantrasyonlart 10-30 uM olacak sekilde 10 mM
Tris-HCI, 50 mM NaCl ve 1 mM EDTA tamponu ile seyreltildi.

Calismada, ligand ve komplekslerin derisimi sabit tutulup, CT-DNA derigimi
kademeli olarak arttirilarak karisimin - absorbsiyon spektrumunda meydana gelen
degisiklikler izlendi. Oncelikle 600 pL kompleks ¢dzeltisi kuvarz kiivete alinarak 200-600
nm arasindaki UV-Vis absorbsiyon spektrumu (Shimadzu UV 1800) olgiildi. Yiksek ve
cok disiik konsantrasyonlarda pikler grafikte goriilemeyeceginden piklerin en 1iyi
goriildiigli konsatrasyonda (10-30 puM) deney yiiriitiildii. Kor olarak calisma tamponu
kullanildi. Ardindan kiivete 3 mM CT-DNA eklenerek absorbsiyonunda bir degisiklik
gozlenmeyinceye kadar titrasyonu yapildi. Her DNA ilavesinden sonra kiivetler
calkalanarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra 200-600 nm arasinda UV-Vis
Olctimleri alindi. Deneyler iki tekrarli olarak yiiriitiildii.

Elde edilen sonuglardan, her DNA konsantrasyonuna ([DNA]) karsi [DNA]/(ea-€f)
degerleri esitlik 3.1 geregince grafige gegirildi. Grafikten elde edilen dogrunun egimi 1/(gp-
€f), kesim noktast ise 1/Kp(ep-€f) olarak bulundu ve iki deger birbirine oranlanarak

baglanma sabitleri (Kp) hesaplandi.

[DNA]/(ea — €b) = [DNA]/(ep — &) + 1/Kp(ep — &) 3.1)

gf serbest bilesigin molar soniim katsayisi, g, tam bagli bilesigin molar sonliim

katsayis1, €5 absorbansin bilesik konsantrasyonuna oranini ifade eder.
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Absorbans siddetindeki degisim yani yiizde kromisite, asagidaki esitlik yardimiyla
hesaplandi.

%H = [(Ar — A.)/Af]x 100 (3.2)

H kromisite, As bilesigin DNA yoklugundaki absorbans siddeti, A maksimum

konsantrasyonda DNA eklendikten sonraki bilesigin absorbans siddetini ifade etmektedir.

3.4.2.DNA Kesme

DNA kesme c¢alismalarinda pBR322 plazmid DNA kullanilmistir. Liyofilize olarak
satin alinan pBR322 plazmid DNA (%90 siiper kivrimli formda) kullanildi. Yapilan 6n
denemeler sonucunda ¢alisma i¢in uygun tamponun 100 mM Tris-HCI tamponu (pH:7,6)
oldugu tespit edilmistir (Schnaith ve ark., 1994). Ligand ve komplekslerin 5 mM’lik stok
cozeltileri DMSO ile hazirlandi ve g¢aligma esnasinda tamponla seyreltilerek gerekli
konsantrasyonlar elde edildi. Pozitif kontrol olarak plazmidte ¢ift zincir kirig1 olusturdugu
bilinen EcoRI restriksiyon enzimi kullanildi. Marker olarak 1 kb DNA ladder kullanildi
(Sekil 3.5).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5pg %

10000 30 6
8000 30 £
6000 70 14
5000 30 6
4000 30 6
3500 30 6
3000 70 14
— 2500 25 5
el — 2000 25 5
S — 1500 25 5
—1000 60 12
—750 25 5
500 25 5
—250 25 5

%1 Agaroz

0,5 pg/bant, 8 cm jel uzunlugu,
1X TAE, 7 V/cm, 45 dk

Sekil 3.5. Jel elektroforezinde kullanilan 1 kb DNA Ladder
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Bilesiklerin DNA kesme aktivitesi oksidatif (H,O, varliginda) ve hidrolitik (H,0,
yoklugunda) yolla arastirildi. 2 uL pBR322 plazmid DNA (0,1 ug/uL), 2 uL Tris-HCI
tamponu ve sirasi ile artan konsantrasyonlarda ligand/kompleks ilave edildi (25 puM, 50
uM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM). Oksidatif kesme aktivitesi i¢in oksitleyici ajan olarak 2
uL H20; (10 mM) reaksiyon karisimina eklendi. Son olarak toplam reaksiyon hacmi 20
uL’e tamamlanarak 37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra 6X agaroz yiikleme tamponundan 4 pL eklenerek karistirildi
ve ornekler agaroz jele yiiklendi. Ornekler %1°lik agaroz jelde, TAE tamponu igerisinde,
60 voltta 1 saat yiiriitiildi. Yiriitiilen jeller UV 151k altinda goriintiilenerek (Quantum ST4)
fotograflar1 alind1. Deneyler iki tekrarli olarak yapildi.

3.4.3. Bilesiklerin in vitro Replikasyona Etkisinin Belirlenmesi

Bilesiklerin in vitro replikasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla; pBR322 plazmid
DNA’sina ait tetrasiklin diren¢ geni, ileri (forward) ve geri (reverse) primerler kullanilarak
PCR ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonunun 35 dongiisii sonunda meydana gelen 1213 bp
uzunlugundaki DNA fragmentlerinin verdigi bant yogunluklar1 karsilastirilarak bilesiklerin
in vitro DNA replikasyonunun durdurulmasina etkileri arastirildi. Pozitif kontrol olarak
DNA’ya baglandigi bilinen etidiyum bromiir kullanilda.

PCR reaksiyonunda kullanilan primerler:

Primer 1: 10 pmol/uL

Primer sekansi: 5'- CGC AGT CAG GCA CCG TGT ATG - 3’

Primer 2: 10 pmol/uL

Primer sekansi : 5'- CCATTC AGG TCG AGG TGG CCC - &

Range 1: 68 to 88 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
39.2 bits(42) 7.2 21/21(100%) 0/21{0%) Flus/Flus
e AN 2
Sbjct 68 COCAGTCAGGCACCGTGTATG 38
Range 2: 1260 to 1280 GenBank Graphics A Previous Match 4 First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
39.2 bits(42) 7.2 21/21(100%) 0/21{0%) Plus/Minus
e = N
Sbjct 1288 CCATTCAGGTCGAGGTGGCCC 1268

Sekil 3.6. pBR322 plazmid DNA’sinda ¢ogaltilan 1213 bp DNA fragmentine ait dizi ve

primer konumlari
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PCR tiiplerine DNA ve test bilesikleri eklenerek 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona

birakildi. Cizelge 3.1°de gosterilen oranlarda H,O, Taq buffer, ANTP’ler, primerler ve Taq

DNA polimeraz ile master mix hazirlandi. Inkiibasyondan sonra master mix’ten 22,25 uL

PCR tiiplerine eklenerek reaksiyon bilesimi hazirlandi. Ardindan Cizelge 3.2°de verilen

sicaklik dongiilerinin saglanmasi amaciyla PCR cihazina (Bio-Rad) yerlestirildi.

Cizelge 3.1. PCR bilesimi

Reaksiyon Bilesimi

1X reaksiyon i¢in (25 pL)

10X Taq Buffer 2,5uL
dNTP (2 mM) 2,5 uL
[leri (forward) primer, 10 pmol/ul 1 uL
Geri (reverse) primer, 10 pmol/ul 1 pL

25 mM MgClI 2 uL
DNA, 0,1pg/pL 0,25 uL
Tag DNA polimeraz, 5 U/uL 0,1 pL
Kimyasal bilesik 2,5 uL
H,O0 13,15 uL

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen drneklerden 10 pL alinarak 6X yilikleme

tamponu ile karistirildiktan sonra jele yiiklendi. Ornekler %1°lik agaroz jelde TAE

tamponunda 60 voltta 1 saat yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda goriintiilendi. Deneyler

ti¢ tekrarl olarak yiiriitiildii.

Cizelge 3.2. PCR Reaksiyon Dongiileri

Asama Sicakhk, °C Siire Dongii sayisi
DNA denatiirasyonu ve enzim aktivasyonu 95 3 dk 1
Denatiirasyonu 95 30 sn
Primer eglesmesi 56 30 sn 35
Zincir uzamasi 72 4 dk
Zincir uzamasinin tamamlanmasi 72 10 dk 1

Jel goriintiilerinden elde edilen bant yogunluklar1 Image J programu ile hesaplandi ve

ortalamas1 alindi. PCR iirlinlerinden kontrole ait deger 100 olarak kabul edildi ve

bilesiklerin in vitro replikasyonunun inhibisyonu yiizde olarak hesaplandi. Elde edilen

degerler Student’s t test istatistik yontemi ile karsilastirilarak %95 giiven araligindaki p

degerleri hesaplandi (p<0,05). Istatistiksel olarak kontrol degerleri ile aralarinda fark

oldugu belirlenen bilesik konsantrasyonlarinin in vitro replikasyonu inhibe ettigi kabul

edildi.
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3.5. Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi

3.5.1. Sitotoksik Aktivite

Bilesiklerin insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicre hattina karsi sitotoksik
aktiviteleri MTT yontemi kullanilarak arastirildi (Andronetti, 1995). Sitotoksik etkileri
belirlenecek olan Schiff bazi ligand ve komplekslerinin DMSO ile hazirlanan ana stok
cozeltileri steril edilerek 151k gormeyecek sekilde 4 °C’de sakland1. Bilesiklerin derigimleri
(20, 10, 5, 2,5, 1,25 uM) ana stogun uygun oranlarda hiicre medyumu ile seyreltilmesiyle
elde edildi. Pozitif kontrol olarak kullanilacak olan sisplatin DMSO’da ¢oziilerek
konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde hazirlandi ve 4 °C’de, karanlikta maksimum bir ay
stireyle saklandi. Her ¢alisma Oncesi, stok ¢ozelti distile su ile 10 kat seyreltilerek
hazirlanan taze ara stok ¢oOzelti kullanildi. Hiicrelere 20-1,25 uM konsantrasyonlarinda
uygulanan sisplatin ise ara stok ¢ozeltinin medyum ile uygun oranda seyreltilmesi ile elde
edildi.

HepG?2 hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS), 100 U/mL penisilin-streptomisin ve
%]1 glutamin igeren DMEM medyumunda, 37 °C’de %5 CO3’li ortamda inkiibe edildi.
Hiicreler %0,5’lik tripsin-EDTA ¢ozeltisiyle muamele edildi ve pasajlandi.

MTT testinde, 96-kuyucuklu steril plakalar kullanildi ve her bir kuyucugunda
1x10°/100 hiicre/uL olacak sekilde li¢ tekrarli olarak ekim yapildi. Plakalar 37 °C’de ve
%5 COy’li ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra hiicreler Schiff bazi
ligand/kompleksleri ve sisplatininin 1,25-20 uM konsantrasyonlar1 arasindaki seri
diliisyonlar1 ile 72 saat muamele edildi. Inkiibasyonun ardindan plakalardaki her bir
kuyucuga 25 uL MTT calisma soliisyonundan eklendi ve 37 °C’de 4 saat inkiibasyona
birakildi. Ardindan plakadaki sivilar uzaklastirildi ve 100 uL. DMSO eklenerek olusan
formazan kristallerinin neden oldugu renk degisimi ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) cihazinda 570 nm’de absorbansi okutularak belirlendi (Biotech
ELx808). Bu islemler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

HepG?2 hiicrelerinin Schiff bazi ve kompleksleri ile muamele edilmesi sonucu elde
edilen verilerin istatistik analizleri IBM SPSS Statistics 20 programi ile yapilarak
bilesiklerin ICsp (hiicrelerin %350’sinin ¢ogalmasini baskilayan ila¢ konsantrasyonu)

degerleri hesaplandi.
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3.5.2. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal aktivite calismalari broth mikrodiliisyon yontemi ile Clinical
Laboratory Standarts Institute (CLSI) Onerilerine uygun olarak calisildi (CLSI, 2006).
Schiff baz1 ve komplekslerinin, antibakteriyel etkileri gram pozitif (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus NRRL B-3711,
Bacillus subtilis ATCC 6633) ve gram negatif (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 254992, Proteus vulgaris ATCC
13315) bakterilere kars1 ve antifungal etkileri (Candida albicans ATCC 60193, Candida
tropicalis ATCC 13803) mayalarina karsi denendi. Calismada kullanilan bakteri ve maya
suslar1 Prof. Dr. Kiymet GUVEN (Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii)
tarafindan laboratuvarimiza hediye edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite caligmalar1 i¢in, 96 kuyucuklu steril mikroplaklar kullanildi.
Schiff bazi ve komplekslerinin 256-0,5 pg/pL konsantrasyon araliginda seri diliisyonlari
yapildi. Standart antibiyotik gentamisin ve ampisilin ve antifungal flukonazol pozitif
kontrol olarak test edildi.

- Calisma kiiltiirlerinin hazirlanmasi: Bakteri ve maya kiiltiirleri sirasiyla Nutrient
Agar ve Saboraud Dextroz Agar’a ekilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildu.

- Inokulum siispansiyonunun hazirlanmasi: 24 saatlik kiiltiirlerden iyi izole olmus,
benzer morfolojiye sahip kolonilerden segilerek 6ze yardimi ile alind1 ve serum fizyolojik
suda siispanse edilerek yogunlugu 0,5 McFarland’a esit olacak sekilde ayarlandi. Bu,
siispansiyonun yaklasik olarak 1-2 X 10® CFU/mL’e karsilik geldigini gostermektedir.

- Broth mikrodiliisyon testi: Bakteriler i¢in Mueller-Hinton Broth, mayalar igin ise
RPMI 1640 besiyeri kullanildi. Mikroplaktaki kuyucuklara 100’er puL besiyeri eklendi.
Schiff bazi ve komplekslerinin stok g¢ozeltilerinden 100 pL almarak ilk kuyucuklara
eklendi. Ardindan pipet yardimiyla karistirildi ve 100 pL’si ikinci kuyucuga aktarildi. Bu
islem onuncu kuyucuga kadar tekrar edilerek bilesiklerin seri diliisyonlart yapildi. Son iki
kuyucuk sirasiyla pozitif kontrol (bliylime kontrolii) ve negatif kontrol (sterilite kontrolii)
icin ayrildi. 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanan inokulum siispansiyonu 1:20
oraninda serum fizyolojik su ile seyreltildi ve negatif kontrol kuyucuklar1 hari¢ tiim
kuyucuklara 100’er pL ilave edildi. Bdylece her bir kuyucuktaki bakteri miktar1 5x10*
CFU/mL oldu. Bakteri konsantrasyonunun ve buna bagli olarak da test sonuglarinin
olumsuz etkilenmesini 6nlemek i¢in, inokulumun hazirlanmast ve mikroplaga eklenmesi

islemleri 15 dk igerisinde gergeklestirildi.
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- Inkiibasyon: Mikroplaklar bakteriler i¢in 37 °C’de 24 saat ve mayalar i¢in 37 °C’de
48 saat inkiibasyona birakildi.
- Sonuglarin degerlendirilmesi: Inkiibasyondan sonra, bilesiklerin test edilen bakteri

ve mayalara kars1t MIC degerleri belirlendi.

43



BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Schiff bazi1 ve Komplekslerinin DNA ile Etkilesimlerinin Belirlenmesi

Bu caligsmada; Schiff bazi ve metal komplekslerinin DNA ile etkilesimlerini
belirlemek amaciyla, UV-Vis absorbsiyon titrasyonu, agaroz jel elektroforezi yontemi ve
PCR teknikleri kullanild.

4.1.1. UV-Vis Absorbsiyon Titrasyonu Sonuclari

Molekiilin DNA’ya baglanmasi sonucu konformasyonunda ya da yapisinda
meydana gelen herhangi bir degisiklik spektral ozelliklerine yansir. DNA’nin sekonder
yapisinda kararsizliga neden olan herhangi bir etki hiperkromizme neden olurken,
elektrostatik etkiler veya interkalasyonla DNA sekonder yapisinin daha kararli hale
gelmesi hipokromizme neden olur. Genel olarak, kiicik molekiillerin DNA’ya
interkalasyonla baglanmasi sonucu, absorbsiyon spektrumlarinda hipokromik etki ve
batokromik kayma gdzlenir (Song ve ark., 2014; Rehman ve ark., 2015). Ligandlarin ©-r"
orbitali gecislerine ait absorbsiyonlarinda goriilen azalma (hipokromizm) molekiiliin DNA
baz ¢iftleri arasina interkalasyon yapmasi olarak degerlendirilmektedir.

Schiff bazi L1 ligandinin UV-Vis spektrumu incelendiginde 269 nm’deki maksimum
pikinin kademeli olarak eklenen CT-DNA konsantrasyonu ile birlikte %2-59 oraninda
hipokromisim ile birlikte 1- 6 nm kirmiziya kaydig1 goriilmektedir (Sekil 4.1). Bu da L1’in
CT-DNA ile etkileserek interkalatif baglandigin1 gostermektedir.

L1 ligandinin kompleksleri incelendiginde, L1-Fe kompleksinin absorbsiyon
spektrumunda %4-14 hipokromizm ve 292 nm’deki maksimum absorbansinda 2 nm
batokromik kayma gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.2). Kompleks CT-DNA’ya interkalatif

olarak baglanmaktadir.
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Sekil 4.1. L1 ligand’inin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu
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Sekil 4.2. L1-Fe kompleksinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu
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L1-Co kompleksinin (Sekil 4.3) absorbsiyonunda %2-30 hipokromik kayma ve 268
nm’deki maksimum absorbansinda 7 nm batokromik kayma oldugu bulundu. Bu deger

kompleksin CT-DNA’ya interkalatif olarak baglandigin1 géstermektedir.

0.500 ;
l % 30 Hipokromik [DNAJ: itag
- =0
=]
A =
A =] i
i =
Al =
| Il,f

Abs

o

"N

S
=swwumwhw-§g

Sekil 4.3. L1-Co kompleksinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu

L1-Ni kompleksinin (Sekil 4.4) absorbsiyon spektrumu incelendiginde kompleksin
268 nm ve 366 nm’deki absorbsiyonlarinda sirasiyla %1-46 ve %1-22 oraninda
hipokromik etki ve 5 nm batokromik kayma oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar
kompleksin CT-DNA ile interkalatif olarak etkilestigini gostermektedir.

L1-Cu kompleksinde 258 nm’deki absorbansinda %2-136 hiperkromizm ile birlikte
2 nm hipsokromik kayma oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.5). Bu sonu¢ L1-Cu
kompleksinin CT-DNA ile etkilesime girdigini ve kismi interkalatif etkilestigini

gostermektedir.
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Sekil 4.5. L1-Cu kompleksinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu
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Schiff baz1 L2 ligandiin Sekil 4.6’da goriilen absorbsiyon spektrumu
incelendiginde, kademeli olarak artan DNA konsantrasyonu ile birlikte absorbansinda %4-
80 hipokromik etki ile birlikte 258 nm’deki maksimum absorbansinda 2 nm hipsokromik
kayma gozlenistir. Bu da L2’nin CT-DNA’ya interkalatif olarak baglandiginin bir

gostergesidir.
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Sekil 4.6. L2 ligandinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu

L2-Mn kompleksinin Sekil 4.7°daki absorbsiyon spektrumu incelendiginde, artan
DNA konsantrasyonu ile birlikte 238 nm’deki absorbsiyonunda %2-21 hipokromisim ile
birlikte 2 nm batokromik kayma ve 329 nm’deki absorbansinda %353 hipokromisimle
birlikte 6 nm hipsokromik kayma oldugu gézlemlenmistir. Bu da kompleksin interkalasyon
ile baglandigin1 gostermektedir.

L2-Fe kompleksinin absorbsiyon spektrumu (Sekil 4.8), kompleksin 267 nm’deki
absorbsiyonunda %12-48 hiperkromisim ve 9 nm hipsokromik kayma oldugunu
gostermektedir. Buna gore kompleksin CT-DNA’ya kismi interkalatif olarak baglandigi

sOylenebilir.
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Sekil 4.8. L2-Fe kompleksinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu
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L2-Ni kompleksinin 272 nm ve 366 nm’deki absorbansinda %6-60 ve %4-90
oraninda hipokromisite ile birlikte 272 nm’deki maksimum absorbansinda 32 nm
batokromik kayma oldugu bulundu (Sekil 4.9). Hipokromisitenin g6zlenmesi L2-Ni
kompleksinin CT-DNA ile interkalatif etkilestigini ifade eder.
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Sekil 4.9. L2-Ni kompleksinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu

L2-Cu kompleksine ait absorbsiyon spektrumu (Sekil 4.10) incelendiginde, artan
DNA konsantrasyonu ile birlikte 261 nm’deki maksimum absorbsiyonunda %3-27
hiperkromik etki ile birlikte 5 nm mavi dalga boyuna kayma oldugu saptanmistir. Bu sonug
L2-Cu kompleksinin CT-DNA ile kismi interkalatif etkilestigini sdylemektedir.
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Sekil 4.10. L2-Cu kompleksinin UV-Vis absorbsiyon titrasyonu

DNA’ya interkalasyonla baglanan bilesiklerde baglanma sabiti genellikle 10°-10"
M™ araliginda iken, oluga baglanan bilesikler baglanma bolgesinin olusturulmasi igin
gerekli olan serbest enerjiye ihtiyag duymadiklarindan yaklasik olarak 10 M™e yakin
degerlerde interkalatorlerden daha biiyiik baglanma sabitine sahiptir (Jonhatan, 1997).
Cizelge 4.1’de Schiff bazi ve komplekslerinin CT-DNA ile etkilesimleri sonucu %
kromisite ve Ky, degerleri verildi.

UV-Vis absorbsiyon titrasyonundan elde edilen veriler degerlendirildiginde, artan
DNA konsantrasyonu ile birlikte L1 ligandi ve onun Fe, Co, Ni komplekslerinin
absorbsiyonunda sirasiyla %59, %14, %30 ve %60 oraninda hipokromism ile birlikte 6, 2,
7 ve 5 nm kirmizi dalga boyuna kayma; L2-Mn ve L2-Ni komplekslerinin
absorbsiyonlarinda ise sirasiyla %80, %21 ve %60 oranlarda hipokromizmle birlikte 2 ve
32 nm kirmizi dalga boyuna kayma oldugu gozlemlenmistir. L2 ligandi ise %80
hipokromisim ile birlikte absorbansinda 2 nm hipsokromik kayma gostermistir. Biitiin bu
veriler bu bilesiklerin DNA ile interkalatif olarak etkilesime girdigini isaret etmektedir.

L1-Cu, L2-Fe ve L2-Cu komplekslerinin absorbsiyonunda sirasiyla %136, %48 ve
%27 oraninda hiperkromisite ile birlikte 2, 9 ve 5 nm mavi dalga boyuna kayma oldugu
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gozlenmis olup, bu veriler 1s18inda komplekslerin kismi interkalatif olarak DNA ile

etkilesime girdigi bulunmustur.

Cizelge 4.1. CT-DNA’nin L1, L2 ve komplekslerinin absorbsiyon spektrumuna etkilerine
ait spektrum verileri

R Amax Amax’daki kayma % Kromisite
Bilesikler (nm) (A-Dma) (M) (AF- A%)/AFX100 Kb
L1 269 6 nm Batokromik kayma %2-59 Hipokromizm 8,4x10°
L1-Cu 258 2 nm Hipsokromik kayma ~ %2-136 Hiperkromizm  8,2x10°
L1-Ni 268 5 nm Batokromik kayma %1-46 Hipokromizm 9,7x10°

L1-Fe 292 2 nm Batokromik kayma  %4-14 Hipokromizm 6,03x10°
L1-Co 268 7 nm Batokromik kayma  %2-30 Hipokromizm 1,34x10*

L2 258 2 nm Hipsokromik kayma  %4-80 Hipokromizm 1,05x10*
L2-Cu 261 5 nm Hipsokromik kayma  %3-27 Hiperkromizm 1,47x10*
L2-Ni 272 32 nm Batokromik kayma  %6-60 Hipokromizm 7,99x10°

L2-Fe 267 9 nm Hipsokromik kayma ~ %12-48 Hiperkromizm  4,35x10°
L2-Mn 238 2 nm Batokromik kayma  %2-21 Hipokromizm 9,01x10°
*e [DNA]:[Bilesik] = 10:1 oranindaki DNA-Bilesik kompleksi, F serbest bilesik, A:
Absorbsiyon

DNA’ya interkalasyonla baglanan bilesikler absorbsiyonda genellikle hipokromik ve
batokromik etkiye neden olurlar. Hipokromisimin siddeti interkalasyon giicii ile orantilidir
(Liu ve ark., 2002). Hipokromik etki, DNA’nin istiflenmis baz ciftleri ve interkalasyon
yapan kromoforun elektronik durumu ile iliskilendirilebilir. Ligand, DNA baz ciftleri
arasina interkalasyonla baglandiginda; interkalasyonla baglanan ligandin n* orbitali baz
ciftinin & orbitali ile birlesir ve bu da n-n* geg¢is enerjisinde azalmaya ve buna bagl olarak
da batokromizme neden olur (Uma ve ark., 2005; Pradeepa ve ark., 2015). Diger yandan,
eslesen m orbitali kismen elektronla dolmustur ve elektron gegisi olasiliginin azalmasi
hipokromisime neden olur. Absorbsiyonun kirmiziya kaymasi en yiiksek dolu molekiiler
orbital (HOMO) ve en diisiik bos molekiiler orbital (LUMO) enerji seviyeleri arasindaki
farkin azaldigin1 ve DNA ile etkilesime girdigini gosterir (Shelb, 2014).

Liu ve ark. (2010), 2-oksoquonolin-3-karboksilaldehit Schiff bazi Cu(Il)
komplekslerinin (1-3) DNA’ya baglanma 6zelliklerini arastirmis ve komplekslerin
absorbansinda interkalasyonla baglanan bilesikler igin karakteristik olan hipokromisim ve
batokromik kayma oldugunu belirtmislerdir (Liu ve ark., 2010).

L2-Mn kompleksi, 238 nm’deki absorbansinda hipokromisim ile birlikte kirmizi
dalga boyuna kayma gosterirken 329 nm’de hipokromisim ile birlikte mavi dalga boyuna

kayma gostermektedir. L2 ligandi ise absorbansinda %80 hipokromik kayma ile birlikte 2
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nm maviye kayma gostermektedir. Benzer bir ¢alismada; Sathiyaraj ve ark. (2013), 5-
dimethyl-2-phenyl-4-[(pyridin-2- ylmethylene)-amino]-1,2-dihydro-pyrazol-3-one Schiff
bazi ligand1 ve Cu(II) kompleksinin DNA’ya baglanma 6zelliklerini UV-Vis absorbsiyon
titrasyonu metodu ile arastirmislardir. Ligandin absorbansinda %21,80 hipokromisim ve 2
nm kirmiziya kayma gozlenirken, Cu(Il) kompleksin absorbansinda %71,88
hiperkromisim ve 5 nm mavi dalga boyuna kayma gozlenmistir. Aragtirmacilar ligand ve
kompleksin DNA’ya baglanma seklinin interkalasyonla oldugunu bildirmislerdir.

Pradeepa ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, yeni sentezledikleri azo-grubu igeren
Schiff baz1 ligandinin Cu(Il) ve Co(Il) komplekslerinin absorbsiyon titrasyonu deneyleri
sonucunda, bilesiklerin absorbansinin sirasiyla %20,8 ve %25,1 oraninda hipokromisim
gozlemlerken, dalga boyunda herhangi bir degisiklik olmadigini belirtmislerdir. Sonugclar,
komplekslerin DNA ile etkilesime girdigini ve bilesiklerin DNA sarmalina interkalasyonla
baglandigin1 gostermektedir.

Schiff baz1 ve komplekslerinin baglanma sabitlerine bakildiginda, L2-Fe en yiiksek
baglanma sabitine sahipken (1.47x10%), en diisiik degerin L2-Cu’a ait oldugu (4,35x10°%)
goriilmektedir (Cizelge 4.1). Bu degerler klasik interkalatorlere gore (Etidiyum bromiir
Ky= 7x10"  M™) diisiik olsa da DNA’ya interkalasyonla baglandig: belirtilen diger metal
kompleksleri ile uyumluluk gostermektedir ( Lee ve ark., 1993; Uma ve ark., 2005).

L1-Cu, L2-Cu ve L2-Fe komplekslerinin absorbsiyon spektrumlar: incelendiginde,
absorbsiyonlarinda sirasiyla %136, %27 ve %48 hiperkromisim ile birlikte 6, 5 ve 2 nm
mavi dalga boyuna kayma gozlenmistir. Hiperkromik etki; ligand ve DNA arasindaki
elektrostatik etkilesimlerde, ligand-DNA etkilesimi sonucu DNA’nin  yapist ve
konformasyonundaki  degisiklikleri  yansitmaktadir. Hiperkromik etki DNA’nin
denatiirasyonunun absorbanstaki belirgin artigi ile olur. DNA ¢ift zinciri temel olarak
karsilikli eslesen iki baz cifti arasindaki istiflenme etkilesimleri, hidrojen baglar1 ve
hidrofobik etkilesimlerle bir arada tutulur. Hidrojen bagi aromatik halkanin rezonansini
sinirlamaktadir ve bu nedenle de Ornegin absorbansi da siirlidir. DNA ¢ift sarmali
denatiire edici ajanlarla muamele edildiginde, ¢ift sarmal yapisini bir arada tutan etkilesim
kuvvetleri bozulur. Cift sarmal yapis1 agilarak iki tek zincir olusur ki bunlar rasgele
kivrimli konformasyondadir. Bu asamada, baz-baz etkilesimleri azalacak ve bircok baz
serbest halde oldugundan ve tamamlayici bazi ile hidrojen bagi kurmadigindan DNA
soliisyonun absorbansi artacaktir. Bunun sonucu olarak da, aym1 konsantrasyondaki tek
zincirli DNA’nin absorbans: ¢ift zincirli DNA’dan %40 daha fazla olacaktir. Hiperkromik
etki kismi interkalasyon, elektrostatik baglanma ya da DNA heliks yapisinin agilarak
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bazlarin daha fazla agiga ¢ikmasi sonucu da goriilebilir (Pratviel ve ark., 1998; Shahabadi
ve ark.,, 2010; Arjmand ve ark., 2011). Literatiirdeki benzer ¢aligmalar, molekiiliin
kimyasal yapisi ve jel elektroforezi sonuglari bu bilesiklerin kismi interkalasyonla DNA’ya
baglandigini ve denatiirasyona neden olduklarini géstermektedir.

Tabassoum ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢calismada o-vanilin Schiff bazi ligandinin 4
farkli Cu(Il) komplekslerinin DNA’ya baglanma ozelliklerini UV-Vis absorbsiyon
titrasyonu ile arastirmiglardir. [Cu(LH)(OACc)(H20)2] kompleksinin absorbsiyonunda %84
hiperkromisim ve 10 nm maviye kayma oldugu goriilmiistiir. Kompleksin DNA’ya karsi
bu giiclii baglanma egiliminin DNA ¢ift sarmal yapisinda hasara neden oldugunu
belirtmislerdir.

Prabhakaran ve ark. (2013), yaptiklart ¢alismada Ni(ll) thisemicarbazone
komplekslerinin DNA’ya baglanma o6zelliklerini arastirmislardir. Komplekslerin
absorbansinda hiperkromizmle birilkte mavi dalga boyun kayma gozlemlenmistir.
Arastirmacilar, absorbanstaki bu degisikligi komplekslerin CT-DNA’ya eksternal olarak ve
muhtemelen de elektrostatik baglanma yoluyla baglandigi seklinde yorumlamisglardir.

Falcioni ve ark. (2008), triphenytin(I\VV)carboxilate kompleksinin
[{SnPh3(02CCH2SXyh} (Xyl = 3,5-Me2CpH3)] DNA ile etkilesimlerinin arastirmislar
ve absorbsiyon titrasyonu deneyleri sonucu, artan DNA konsantrasyonu ile birlikte
bilesigin absorbansinda hiperkromizm ve hafif maviye kayma oldugunu gézlemlemislerdir.
Spektral degisikligin nedeninin negatif yiikli oksijenin DNA’daki fosfat grubu ile
elektrostatik olarak etkilesiminden kaynaklaniyor olabilecegini; ancak DNA baz ciftleri ve
kompleksler arasinda hidrojen bagi kurulmasi gibi diger elektrostatik etkilerin de
olabilecegini belirtmislerdir.

Silveira ve ark. (2008), vyaptiklar1 ¢alismada oxindole Schiff bazi Cu(II)
komplekslerinin DNA’ya baglanma 6zelliklerini UV-Vis absorbsiyonu yontemi ile
incelemislerdir. DNA eklenmesiyle birlikte bilesiklerin absorbansinda 260 nm civarinda
hiperkromik etki gozlemlemisler ve bilesigin DNA’ya interkalasyon ile baglandigini
belirtmislerdir.

L1-Cu, L2-Cu ve L2-Fe kompleksleri 260 nm civarinda maksimum absorbans
gostermis ve DNA eklenmesiyle birlikte hiperkromik etki goriilmiistiir. Literatiirde
diizlemsel metal kompleksleri ile ilgili benzer sonuglar vardir (Liu ve ark., 1999; Baldini
ve ark., 2004). Tim bu c¢aligmalarda 260 nm civarinda dikkate deger bir sekilde
absorbansta artis gozlemlenmistir. Bu, molekiillerle DNA baz ciftleri arasinda klasik

interkalasyonla baglanmay1 gostermektedir. Genellikle, DNA eklenmesiyle, metal
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kompleksinin kuvvetli bir sekilde ya da interkalasyonla baglanmasi sonucu DNA
sarmalinin  biikiilmesi, 260 nm’deki absorbasyon bandinda hiperkromisim ya da

hipokromisim gortilmesine neden olur (Uma ve ark., 2007; Navorro ve ark., 2013).

4.1.2. DNA Kirma

Plazmid DNA’nn, ligand ve komplekslerin (25-400 uM) farkli konsantrasyonlari ile
hidrolitik ve oksidatif reaksiyonlar1 sonucu DNA kirma aktiviteleri jelde olusan bant
formlar1 incelenerek arastirildi.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda jelde {i¢ farkli bant olustugu gozlemlenmektedir.
Jelin en alt kisminda goriilen bant jelde diger formlara gore daha hizli ilerleyen plazmidin
stiper kivrimli formunu (Form 1), jelin st kisminda goriilen bant plazmidin gentikli
formunu (Form II) ifade etmektedir. Her ikisi arasinda goriilen bant ise lineer formu (Form
III) gostermektedir. Sonu¢ olarak, L1, L1-Co ve L1-Ni kompleksi ile L2 ve L2-Mn
kompleksinin oksidatif veya hidrolitik olarak DNA kesme aktivitesi gostermedigi
belirlendi. L1-Fe kompleksinin hidrolitik kesme aktivitesi incelendiginde 200 uM
konsantrasyonunda DNA’nin biiyiik bir kismini gevsek forma doniistiirdigii ve 400 uM
konsantrasyonunda gevsek form ile birlikte linear formun da olustugu gézlenmistir. L1-
Fe’in oksidatif olarak 25 uM konsantrasyonunda DNA’da tek zincir kirigi olusturdugu,
200 uM’da ¢ift zincir kiriklariin da gézlendigi ve artan konsantrasyonla birlikte (400 pM)
DNA’y1 tamamen denatiire ettigi belirlenmistir. L1-Cu kompleksinin pBR322 plasmid
DNA’smi1 hem hidrolitik hem de oksidatif olarak kestigi goriilmiistiir. Hidrolitik kirma
aktivitesi incelendiginde, 100 uM konsantrasyonunda DNA ’nin tamamina yakinini kirarak
Form I’e doniistiirdiigii, artan konsantrasyonla birlikte Form 11’iin olustugu gozlenmistir.
Bu, bilesigin DNA tek zincirinde kiriklar olusturdugunu ve yiiksek konsantrasyonlarda
artan zincir kiriklariyla linear form olustugunu diisiindiirmiistiir. Kompleks oksidatif yolla
daha etkili olup, 50 uM konsantrasyonda Form I’deki DNA’nin tamamin kirarak Form II
ve Form IIl’e donistiirmiistir. Ancak, daha yiiksek konsantrasyonlarda (>100 pM)
DNA’nin tamamin1 denatiire ettigi goriilmektedir (Sekil 4.11). Benzer sekilde, L2-Cu
kompleksinin de hidrolitik kesme aktivitesine sahip degilken, oksidatif yolla 400 pM
konsantrasyonunda DNA’y1 denatiire ettigini gostermektedir. L2-Fe kompleksi ise, hem
hidrolitik hem de oksidatif yolla yiiksek konsantrasyonlarda (>100 uM) denatiirasyona
neden olmustur. L2-Ni ve L2-Mn kompleksleri sadece oksidatif olarak etki ederken siiper

kivrimli formdaki DNA’nin bir kismini1 Form II’ye doniistiirebilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. L1 ve komplekslerininin (Fe, Co, Ni, Cu) DNA kesme aktivitesi. a: Hidrolitik
kesme (M marker, 1. Plasmid DNA, 2-6. DNA+ sirastyla 25, 50, 100, 200, 400 uM L1), b.
Oksidatif kesme (M marker (1 kb), 1. plazmid DNA, 2-6. DNA+ sirasiyla 25, 50, 100,
200, 400 uM L1/kompleks+H,05).
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Sekil 4.12. L2 ve komplekslerininin (Mn, Fe, Ni, Cu) DNA kesme aktivitesi. a: Hidrolitik
kesme (M marker, 1. plazmid DNA, 2-6. DNA+ sirasiyla 25, 50, 100, 200, 400 uM L2), b.

Oksidatif kesme (M marker (1 kb), 1. plazmid DNA, 2-6. DNA+ sirasiyla 25, 50, 100, 200,
400 uM L2/kompleks+H,0,).

Agaroz jel elektroforezinden elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde
ligandlarin Fe(Il) ve 6zellikle de Cu(ll) komplekslerinin daha etkili oldugu goériilmektedir.

Diizlemsel heterosiklik ligandlarin Cu kompleksleri 6zel yapilart ve elektrostatik
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Ozellikleri ile niikleaz aktivite gdstermeleri nedeniyle yogun olarak c¢alisilmaktadir
(Sigman ve ark., 1993; Yang ve ark., 2001). Ornegin [Cu(phen),)* kompleksinin DNA’ya
baglanma afinitesi ve merkezdeki metal atomunun indirgeyici 6zelligi, DNA’da zincir
kiriklarina veya baz modifikasyonlarina yol acarak niikleaz gibi davranmakta ve terapdtik
ajan olarak rol oynamaktadir (Pratviel ve ark., 1995; Chakraverry ve ark., 2006; Li ve ark.,
2015).

Quiao ve ark. (2011), yeni sentezlenen Schiff baz1 Cu(Il) kompleksinin DNA kirma
aktivitesini incelemisler ve bilesigin pBR322 plazmid DNA’sim1 etkili bir sekilde kirarak
stiperkivrimli DNA’y1 gevsek ve linear forma doniistiirdiigiinii belirlemislerdir.

Kong ve ark. (2008), yaptiklari ¢alismada tetraazammakrosiklikoksamido Ni(ll)
komplekslerinin DNA kesme aktivitelerini arastirmiglardir. Agaroz jel elektroforezi
sonucunda tiim komplekslerin plazmid DNA’y1 H,0, varliginda oksidatif olarak kirdigin
gostermistir.

Silveira ve ark. (2008), oksindol-Schiff bazi Cu(Il) komplekslerinin niikleaz
aktivitesini agaroz jel elektroforezi ile ¢alismislar ve tiim komplekslerin H,O, varliginda
plazmid DNA’y1 siiper kivrimli formdan gevsek forma ve linear forma doniistiirdiiklerini
belirlemisglerdir. Komplekslerin hidrolitik kesme aktivitesi de c¢alisilmig ve ortamda H,0;
yokken de gevsek form olusturabildikleri gdzlemlenmistir.

UV-Vis absorbsiyonu titrasyonu sonucu L1-Cu, L2-Cu ve L2-Fe komplekslerinin
DNA’y1 denatiire edici Ozellik tasidiklart bulunmustur. Agaroz jel -elektroforezi
sonuclarinda da komplekslerin yiliksek konsantrasyonda DNA’y1 denatiire ettikleri

gorilmektedir. Bu acidan sonuglar birbirini dogrular niteliktedir.

4.1.3. Bilesiklerin in vitro Replikasyona Etkileri

Schiff bazi ve komplekslerinin DNA replikasyonuna etkilerinin belirlenmesi
amaciyla, Taq polimeraz enzimiyle katalizlenen reaksiyonlara etkisi in vitro olarak
arastirildi. Bununla birlikte, bilesiklerin interkalasyonla DNA’ya baglanarak replikasyona
etki edip etmediklerinin indirekt olarak belirlenmesi amaglanmistir. Reaksiyon karisimina
bilesiklerin farkli konsantrasyonlart (5, 25, 50 100 uM) eklenerek, PBR322 plazmid
DNA’ndaki 1213 bp uzunlugundaki DNA fragmenti PCR reaksiyonu ile cogaltildi.
Amplifikasyon sonrasinda iirlinler jel elektroforezinde yiiriitiildii ve kullanilan markere
gore 1000-1500 bp wuzunlugu arasinda bantlarin olustugu goriildii. Bantlarin

yogunlugundaki azalis kontrollerle karsilagtirilarak incelendi ve inhibisyon yiizdeleri

58



hesaplandi. Deney sonucunda biitiin bilesiklerin konsantrasyona bagli olarak in vitro
replikasyonu inhibe ettigini gosterdi.

PCR firiinlerinin jelde yiiriitiilmesi sonucu olusan bantlar L1 ligandinin 100 uM
konsantrasyonunda %96 oraninda, L1-Cu ve L1-Ni komplekslerinin 50 uM, L1-Fe ve L1-
Co komplekslerinin ise 25 uM konsantrasyonlarinda replikasyonu %100 oraninda inhibe
ettigini  gostermektedir.  Pozitif kontrol olan etidiyum bromir ise 25 uM
konsantrasyonunda replikasyonu tamamen inhibe etmistir. Etidiyum bromiirle benzer
etkiye sahip L1-Fe ve L1-Co kompleksleri karsilastirildiginda 5 uM konsatrasyonunda
etidiyum bromiir hi¢ etki etmezken L1-Fe ve L1-Co komplekslerinin replikasyonu
sirasiyla %50 ve %75 oraninda inhibe ettigi goriilmektedir. Sonu¢ olarak, L1’in
komplekslerinin diisiik konsantrasyonlarda bile replikasyonu tamamen inhibe ettigi;
ozellikle Fe ve Co komplekslerinin pozitif kontrol olarak kullanilan ve DNA’ya kuvvetli
bir sekilde interkalasyonla baglandigi bilinen etidiyum bromiirden daha diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. L1 ve komplekslerinin replikasyona etkilerinin PCR ile gosterilmesi

L2 ligand1 ve komplekslerinin replikasyona etkileri incelendiginde, jel elektroforezi
sonucunda gozlenen bantlar L2 ligandi, L2-Ni ve L2-Mn komplekslerinin test edilen en
yiiksek konsantrasyon olan 100 uM’da replikasyonu sirasiyla %76, %59 ve %87
oranlarinda inhibe ettigini gostermistir. L2-Cu kompleksinin 100 uM konsantrasyonunda
ve L2-Fe kompleksinin ise 50 puM konsantrasyonunda DNA replikasyonunu %2100
oraninda inhibe ederek replikasyonu durdurdugu gozlenmistir. Sonu¢ olarak, L2 ve
kompleksleri de replikasyonu farkli oranlarda inhibe etmekle birlikte en etkili sonucu L2-

Fe kompleksinin verdigi belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. L2 ve komplekslerinin replikasyona etkilerinin PCR ile gosterilmesi

Bilesiklerin Taq polimeraza da baglanabiliyor olabilecegi diisiiniilerek, PCR
amplifikasyonu reaksiyon karisimina daha yiiksek konsantrasyonlarda Taq polimeraz
eklendi ve bilesiklerin 25 uM konsantrasyonu igin deney tekrar edildi. Taq polimeraz
konsantrasyonu 1 U/uL’ye ¢ikarildiginda L1 ve L2 ligandlan L1-Cu ve L1-Fe
komplekslerinin  bant yogunluklarinda belirgin bir fark gézlenmezken, L1-Co
kompleksinin bant kalinliginin %41 oraninda arttigi, L2-Cu, L2-Ni, L2-Fe ve L2-Mn
kompleslerinin bant kalinliklarinda ise sirasiyla %43, %52, %25 ve %36 oranlarinda
azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 4.15a). Ayni  kosullar altinda polimeraz
konsantrasyonunun 2 U/uL’ye ¢ikarilmasiyla birlikte sadece L1-Fe kompleksinin bant
kalinligr degismezken, L1 ve L2 ligandlarinin bant kalinliklarinin %45 ve %39 oraninda,
L1-Cu, L1-Ni, L2-Cu, L2-Ni ve L2-Mn komplekslerinin ise bant kalinliklarinin sirasiyla
%44, %10, %39, %52 ve %36 oraninda azaldigi, L1-Co ve L2-Fe komplekslerinin ise bant
kalinliklarinda %42 ve %67 oranlarinda artis oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, L1-Fe
kompleksi disindaki diger biiriin bilesiklerin bant yogunluklarinin degistigi goézlenmistir
(Sekil 4.15b). Bilesiklerin 100 uM konsantrasyonu igin de deney tekrar edildi ve L1, L1-
Cu, L1-Ni, L1-Fe, L1-Co ve L2-Cu, L2-Ni ve L2-Fe komplekslerinin bant kalinliklarinda
degisiklik olmazken, L2 ligandinin bant kalinliginin %24 oraninda azaldigr ve L2-Mn
kompleksinin bant kalinliginin %24 oraninda arttig1 belirlendi (Sekil 4.16).

Sonu¢ olarak PCR reaksiyon karisimindaki polimeraz enziminin miktarinin
arttirilmas1 ile birlikte L1-Fe kompleksi disindaki bilesiklerin bant kalinliklarinda
degisikliklerin gbzlenmesi, bu bilesiklerin DNA’ya spesifik olarak baglanmadigini, ayni

zamanda polimeraz enzimi ile de baglanabiliyor olabilecegini diisindiirmiistiir.
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DNA (Kontrol)
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Sekil 4.15. Ligand ve komplekslerin farkli Taq polimeraz konsantrasyonlarinda

replikasyona etkisi. a. 1 U/uL Taq polimeraz, b. 2 U/uL Taq polimeraz
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L1-Ni (100 uM)
L1-Fe (100 uM)
L1-Co (100 uM)
L2-Cu (100 M)
L2-Ni (100 pM)
L2-Fe (100 pM)
L2-Mn (100 uM)

L2 (100 uM)

DNA (Kontrol)
L1 (100 uM)

Sekil 4. 16. Ligand ve komplekslerin (100 uM) 1 U/uL Taq polimeraz konsantrasyonunda

replikasyona etkisi

Terenzi ve ark. (2013), Salphen Cu(ll), Ni(Il) ve Zn(Il) komplekslerinin DNA ile
etkilesimini ve bilesiklerin in vitro replikasyonu iizerine etkilerini arastirdiklar
calismalarinda Cu(Il) komplekslerinin amplifikasyona etki ederken diger iki kompleksin
etki etmedigini bulmuslardir. Ni(II) kompleksinin en yliksek DNA baglanma sabitine sahip
olan bilesik oldugu g6z Oniine alindiginda bu sonug sasirtict bulunsa da, bilesigin tipik
interkalasyonla DNA’ya baglandigi ve etidiyum bromiir gibi benzer diizlemsel yapiya
sahip bilinen interkalatorlerin de diisiik konsantrasyonlarda etki etmedigini belirtmislerdir.
Komplekslerin geometrisindeki farkliliklarin  PCR  inhibisyonun da etkili oldugunu
goriilmektedir. Caligmamizda da, farkli metal komplekslerinin replikasyonu farkl

oranlarda inhibe ettigi bulunmustur.
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4.2. Schiff Baz1 ve Komplekslerinin Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi

4.2.1. Sitotoksik Aktivite

Schiff baz1 L1 ligand1 ve Ni(Il), Cu(Il) kompleksleri ile L2 ligandi ve Mn(l1), Ni(ll)
ve Cu(ll) komplekslerininin HepG2 hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile
arastirildi. HepG2 hiicre hatlar ligand ve komplekslerle 72 saat inkiibe edildikten sonra
hiicre yasayabilirlikleri MTT yontemi ile 6lglildii ve ICso degerleri belirlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. L1, L2 ve komplekslerinin HepG2 hiicre hatt1 ile 72 saatlik inkiibasyonu

sonrasi elde edilen ICsq Vverileri

Bilesik 1Cs0 (uM)
L1 >20

L1-Ni 11,61+5,38
L1-Cu >20

L2 >20
L2-Mn 12,60+3,20
L2-Ni >20

L2-Cu 11,29+1,26
Sisplatin 13,75+3,93

Yapilan ¢alismalar sonucunda, L1-Ni kompleksi, L2-Mn ve L2-Cu komplekslerinin
konsantrasyona bagli olarak HepG2 hiicre hattinin biiylimesini inhibe ettigi goriilmektedir.
Buna karsilik, L1 ve L2 ligandlart ile L1-Cu ve L2-Ni komplekslerinin test edilen
konsantrasyon araliginda (20-1,25 uM) hiicrelere karsi énemli bir sitotoksik etkiye sahip
olmadig1 gozlemlendi. Genel olarak, terapdtik ajanlarin birgok fiziksel, kimyasal ve
biyolojik fonksiyonlar1 bilesigin yapist ve koordinasyonu ile yakindan iliskilidir (Liu ve
ark., 2011). Deney sonuglari, komplekslerin sitotoksik etkilerinin 6nemli dl¢iide yapisal
ozelliklerine bagli oldugunu gostermistir. Ayrica, L1-Ni, L2-Mn ve L2-Cu
komplekslerinin antineoplastik ilag olan sisplatine yakin konsantrasyonlarda sitotoksik
etkiye sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4. 2).

Calismada, sitotoksik aktivitesi c¢alisilan bilesikler DNA’ya interkalasyonla
baglanmaktadir, ancak bu bilesiklerin hepsinin sitotoksik aktiviteye sahip olmadigi
goriilmektedir. Interkalasyon yapan bilesikler genis capta antitiimér, antineoplastik,
antiviral, antibiyotik ve antifungal ajanlar olarak kullaniliyor olsalar da, tiim interkalatorler
genotoksik etki gostermezler. Bazik, katyonik ya da elektrofilik fonksiyonel gruplarin

varlig1 genellikle genotoksisite i¢in gereklidir (Snyder ve ark., 2005; Snyder, 2007).
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Lian ve ark. (2016), sentezledikleri dort yeni Schiff bazi Cu kompleksinin HepG2 ve
HeLa hiicre hattina kars1 antikanser ozelliklerini aragtirmiglardir. Tiim bilesiklerin doza
bagl olarak hiicreleri inhibe ettigi gézlemlenmistir. Komplekslerden bazilar1 sisplatinden
daha diislik konsantrasyonlarda etki etmistir.

Kiran ve ark. (2015), 2-hidroksinaftaldehityde Schiff bazinin Cu(I) komplekslerinin
HepG2 hiicre hattina karsi sitotoksik aktivitelerini aragtirmiglar ve tiim komplekslerin
kanser hiicrelerine kars1 doza bagl olarak aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Calismalarimizdan elde edilen veriler, Schiff bazi komplekslerinin, ¢ogalan timor
hiicrelerinde ¢esitli biyolojik fonksiyonlara katildigi ve DNA’da konformasyonel

degisikliklere yol agarak hiicre 6liimiine neden oldugunu gostermistir.

4.2.2. Antimikrobiyal Aktivite

Schiff baz1 ve komplekslerinin antibakteriyel aktiviteleri Bacillus subtilis ATCC
6633, Saphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 254992, Escherichia coli ATCC
35218, Bacillus cereus NRRL B-3711, Proteus vulgaris ATCC 13315 bakteri suslarina
kars1 ve antifungal aktiviteleri Candida albicans ATCC 60193 ve Candida tropicalis
ATCC 13803 suslarina karsi broth mikrodiliisyon metodu ile arastirildi. Standart
antibiyotik ve antifungal ilaglar gentamisin, ampisilin ve flukonazol referans olarak
kullanildi. Test edilen mikroorganizmanin {iremesinin durduruldugu en disiik
konsantrasyon MIC olarak belirlendi. Cizelge 4.3’te li¢ tekrarli olarak gergeklestirilen
deneylerden elde edilen ortalama MIC degerleri sunulmustur. Tiim bilesiklerin test edilen
mikroorganizmalara karsi degisen oranlarda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.  Ligand ve komplekslerin 128-32 ug/ul konsantrasyon araliginda
antibakteriyel aktivite ve 64-8 pg/ul konsantrasyon araliginda antifungal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ancak, referans ilaglarla kiyaslandiginda bazi bilesiklerin yakin
sonuclar verdigi ya da daha az etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Schiff baz1 ve komplekslerinin MIC degerleri incelendiginde test edilen gram pozitif
ve gram negatif bakteri suslarina karsi, bilesiklerin benzer antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu goriilmistir. Bununla birlikte, L2-Fe kompleksinin tiim bakteri suslarina karsi
diger bilesiklerden ¢ok daha etkili oldugu agik¢a goriilmektedir. L2-Fe kompleksinin
bakterilere kars1 16-8 ug/ulL araliginda etki ettigi ve en ¢ok B. Subtilis susuna karsi etkili
oldugu (8 ug/uL) belirlenmistir. L1 ligand1 en yiiksek aktivitesini E. faecalis susuna karsi

63



(32 ug/uL) gosterirken, L1-Cu kompleksi S. aureus susuna kars1 (32 pg/ulL), L1-Co
kompleksi S. aureus ve E. faecalis suslarina karst (32 pg/uL), L2 ligand: S. aureus ve B.
Subtilis suslarina kars1 (32 ug/uL), L2-Cu kompleksi 16 pg/uL konsantrasyonunda B.
Subtilis susuna ve 32 ug/uL konsantrasyonunda S. aureus, B. cereus, E. coli ATCC 35218,
P, aeruginosa ve P. vulgaris suslarina karsi, L2-Ni kompleksi E. coli ATCC 35218, P.
aeruginosa ve P. vulgaris suslarina karsi 32 pg/ul konsantrasyonunda en yiiksek
aktivitelerini gosterdikleri girilmiistir. L2-Mn kompleksi ise E. coli ATCC 25299
disindaki tiim bakterilere kars1 32 ug/uL konsantrasyonunda etki etmistir. Tiim bilesikler
icinde L2 metal komplekslerinin, 6zellikle de L2-Fe kompleksinin test edilen bakterilere

kars1 digerlerinden daha etkili oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Schiff baz1 ve komplekslerinin MIC (ug/uL) degerleri

Bakteriler Mayalar
o
59 59 82 Eq oF 58 88 Bs fg gg
o 8N s3m Sm 2R Y S5 STm To £
O L [e)] o ! wn O < < Lo > M o - ™
SN 8N gm0 0 SN © EQN [ Hd ©cO® «
20 20 24 20 59 58 80 0 B0 =20
P 22 FE EC 8% BE G2 B Eo EC
S H< 8z b < U< &< < S8z S<
L1 64 32 64 64 128 128 64 64 32 32
L1-Fe 64 64 64 128 128 64 64 128 64 64
L1-Co 32 32 64 64 64 128 64 64 8 8
L1-Ni 64 64 64 64 128 128 64 128 32 64
L1-Cu 32 64 64 64 128 128 64 128 8 8
L2 32 64 64 32 128 128 64 64 32 64
L2-Mn 32 32 32 64 64 32 32 32 32 32
L2-Fe 16 16 16 8 32 16 16 16 16 32
L2-Ni 64 64 64 64 64 32 32 32 32 32
L2-Cu 32 64 32 16 64 32 32 32 16 32
Gentamisin 1 1 0,125 0,008 0,125 0,03 0,08 0,125 - -
Ampisilin 0,016 0,016 0,125 0,06 32 32 2 0,06 - -
Flukonazol - - - - - - - - 0,063 05
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Schiff baz1 ve komplekslerinin antifungal aktiviteleri incelendiginde mayalara kars1
bakterilerden daha etkili sonuglar verdikleri gozlemlendi. L1-Co ve L1-Cu
komplekslerinin test edilen C. albicans ve C. tropicalis mayalarina kars1 8 ug/uL MIC
degeri ile en yiiksek aktiviteye sahip olduklari belirlendi. Tiim bilesikler i¢inde L1-Fe her
iki maya susuna karsi en diisiik aktiviteye sahipken (64 nug/uL), L1-Ni kompleksi ve L2
ligandinin da C. tropicalis susuna karsi ayni1 sekilde etki ettigi goriilmektedir. L2-Cu ve
L2-Fe komplekslerinin C. albicans susuna karsi daha etkili oldugu (16 pg/uL)
belirlenmistir.

Tabassum ve ark. (2013), vanilin Schiff bazi Cu(Il) kompleksleri ile yapmis
olduklar ¢alismada bilesiklerin antibakteriyel aktivitelerini garam pozitif ve gram negatif
bakteri suslarna karsi ve antifungal aktivitelerini maya suslarina karsi incelemislerdir.
Sonug olarak tiim bilesiklerin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere ve mayalara kars1 6nemli
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. [Cu(HL)(phen)(OAC)]
kompleksinin C. albicans ve A. niger suslarina karsi yiiksek antifungal aktiviteye sahip
oldugu belirlemislerdir.

Shebl (2014), yeni asimetrik Schiff bazi ligand1 Cu(1I), Fe(II), Ni(I), Co(II) ve vO*2
komplekslerinin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerini S. aureus, E. coli ve C. albicans
suslarina kars1 arastirmiglardir. Sonu¢ olarak, Schiff bazi ve bircok kompleksinin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve komplekslerin ligandlara gore daha etkili oldugu
gbzlemlenmistir.

Shi ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢aligmada, 5-kloro-salisiladehit ve primer aminlerin
kondensasyonundan elde ettikleri Schiff bazi ligandlarinin antimikrobiyal aktivitesini
aragtirmiglardir. Ligand (6-15)’in tiim bilesikler arasinda en etkili sonucu verdigi
bulunmustur. Pseudumonas flourescens 2,5 pg/uL ve 5.2 pg/ul MIC degerleri ile
ligandlara karsi en duyarli olan bakteri susudur. 6,7, (9-11) ve 14 numarali Schiff bazi
ligandlar1 E. coli susuna kars1 1,6-5,7 png/uL araliginda etki ederken, kontrol kanamisin’in
MIC degeri 3,9 ug/uL olarak bulunmustur. B. subtilis, Szhiff bazi ligandi 14’e karsi
duyarl oldugu gériilmiistiir (MIC=1,8 pg/uL). Ligand 6 ve 7’nin S. aureus’a kars1 1,6 —
3,1 ng/uL araliginda etkili oldugunu saptamislardir.

Metal komplekslerinin ligandlara gore daha yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip
olduklar1 gozlemlenmistir. Bu etki selasyon teorisi ile agiklanabilir (Mahadevan ve
Palaniandavar, 1998). Molekiilde azometin grubunun varligi ve merkezde metal atomunun

selatlama etkisi antimikrobiyal aktiviteyi arttirir. Metal iyonu bir ligand ile selatlandiginda,
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ligand orbitalinin ¢akigmasi ve donor gruplari ile metal iyonunun kismi paylasimi
nedeniyle polaritesinde biiyiik 6l¢iide diisiis olacaktir. Bunun yani sira, halkalasma tiim
molekiildeki n elektronlarinin delokalizasyonunu arttirir ve bunun sonucunda metal
komplekslerinin lipofilitesinin artmasina neden olur. Sonu¢ olarak, metal kompleksleri
lipid membranina kolaylikla niifuz edebilir ve mikroorganizmalarda enzimlerin metal
baglanma bolgelerini bloke edebilir. Ayrica, metal kompleksleri hiicrenin respirasyon
asamalari1 da etkileyerek protein sentezini bloklayabilir ve organizmanin biiylimesini

smirlayabilir (Padjama ve ark., 2012).
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

DNA, hiicre yasayabilirligi ve fonksiyonlarmin diizenlenmesinde oynadigi rol
nedeniyle bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in gelistirilen ilaglarm birincil hiicre i¢i hedefi
olarak goriilmektedir. Bu nedenle, DNA ile etkilesime girebilen yeni molekiillerin
arastirtlmasi1 konusuna ilgi giderek artmaktadir (Erkkila ve ark., 1999; Chouai ve ark.,
2005; Liu ve ark., 2010). DNA’yla etkilesime girebilen bilesiklerin potansiyel biyolojik ve
farmakolojik aktivitelerinin oldugu ve bu aktivitenin bilesigin DNA’ya baglanma afinitesi
ve baglanma sekli ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir.

Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri ¢cok cesitli biyolojik ve farmasétik etkileriyle
dikkat ¢eken onemli bir bilesikler sinifidir. Birgok Schiff bazi ligandi ve kompleksinin
antibakteriyel, antifungal ve antitimor aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Wang ve
ark., 2006; Quiao ve ark., 2011; Tabassum ve ark., 2013). Tim bu o6zellikleri dikkate
alindiginda, yeni sentezlenecek yeni Schiff bazi ve komplekslerinin de benzer veya iistiin
Ozelliklere sahip olabilecegi disiinilmistiir. Bu nedenle, orjinal Schiff baz1 ve
komplekslerinin DNA ile etkilesimlerinin ve biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi
hastaliklardan korunma ve yeni kemoterapotik ilaclarin dizayni i¢in oldukca Onem
tasimaktadir.

Bu ¢alismada, orijinal L1 ligandi ve Fe(lIl), Co(ll), Ni(ll), Cu(Il) kompleksleri ile L2
ligand1 ve Mn(ll), Fe(ll), Ni(ll), Cu(ll) komplekslerinin DNA ile olan etkilesimleri ve
biyolojik aktiviteleri aragtirildi. L1 ligandi ve Fe(ll), Co(ll), Ni(ll) kompleksleri ile L2
ligand1 ve Mn(l1), Ni(Il) komplekslerinin DNA’ya interkalasyonla baglandigi, L1-Cu, L2-
Fe ve L2-Cu komplekslerinin ise DNA’ya kismi interkalasyon ile baglandigi bulundu.
Ayrica bu bilesiklerde hiperkromik etkinin goriilmesi, bilesiklerin DNA’y1 denatiire ederek
de etki ettiklerini gosterdi.

Agaroz jel elektroforezi yontemi ile Schiff bazi ve komplekslerinin hidrolitik ve
oksidatif DNA kesme aktivitesi calisildi. En etkili bilesikler olan L1-Fe ve L1-Cu
komplekslerinin DNA’da hem oksidatif hem de hidrolitik yolla kirik olusturdugu bulundu.
H,0; varliginda L1-Cu ve L2-Cu kompleksinin yiiksek konsantrasyonlarinda bantlarinin
kaybolmasi, bilesiklerin plazmid DNA’y1 denatiire ederek tek zincirli forma
doniistiirdigiinii gostermektedir. Ayni etki L2-Fe kompleksinde hem hidrolitik hem de
oksidatif olarak goriilmiistiir. L2-Ni ve L2-Mn kompleksleri ise, plazmid DNA’y1 sadece
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oksidatif yolla keserek tek zincir kirig1 olusturabilmistir. Sonuclar 6zellikle her iki liganda
ait Cu(Il) ve Fe(ll) komplekslerinin DNA’y1 etkin bir sekilde kestigini gostermektedir.

Bilesiklerin DNA’ya baglanmasi sonucu in Vitro replikasyonlarina etkileri
arastirilmis ve DNA’ya interkalasyonla baglandig: belirlenen bu bilesiklerin replikasyonu
da cesitli Olgiilerde inhibe ettigi gozlenmistir. Bu deneylerde en kuvvetli etkiyi sirasiyla
Fe(II), Co(Il) ve Ni(Il) kompleksleri gosteriyor olsa da genel olarak tiim komplekslerin
ligandlardan daha kuvvetli inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilmiistiir. DNA’ya
baglanma Ozellikleri ve/veya kesme aktivitesi diisiik olan bilesiklerin de dikkate deger
Olciide DNA replikasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir. Bilesiklerin polimeraz enzimine de
baglaniyor olabilecekleri diisiiniilerek kontrol amagli Taq polimeraz enzimi arttirilmis ve
deney tekrar edilmistir. Sonuglar L1-Fe kompleksi disindaki bilesiklerin enzime de
baglaniyor olabilecegini gostermistir. Bilesiklerin potansiyel etki mekanizmalarinin daha
iyi anlagilabilmesi i¢in ileride polimeraz enzimleri ile olan etkilesimlerinin de arastirilmasi
faydali olacaktir.

Antikanser aktivitesi ¢alisilan Schiff baz1 ve komplekslerinden; L1-Ni, L2-Cu ve
L2-Mn komplekslerinin HepG2 kanser hiicrelerine kars1 oldukga etkili sitotoksik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Antineoplastik ilag sisplatin ile karsilastirildiginda bilesiklerin
ayn1 konsantrasyonlarda etki ettigi goriilmektedir.

Schiff bazi ve komplekslerinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri broth
mikrodiliisyon metodu ile c¢alisildi ve bilesiklerin bakterilere karst 128-8 ug/uL
konsantrasyon araliginda, mayalara karsi ise 64-8 pg/uL konsantrasyon araliginda etkili
oldugu belirlenmistir. Bilesiklerin mayalara kars1 daha etkili oldugu, bakterilere kars1 L2-
Fe kompleksinin ve mayalara kars1 da L1-Co ile L1-Cu kompleksinin en etkili bilesikler
oldugu bulunmustur.

Bu caligmanin yapilmasindaki ana nedenler; Schiff bazi ve komplekslerinin
potansiyel antikanser ve antimikrobiyal ajanlar olmalar1 ve bu nedenle de genis capta ilgi
gormeleri, Schiff bazlarinda en ¢ok goriilen iki temel DNA baglanma sekli olan,
interkalasyon ve eksternal baglanma modlarinin DNA’ya baglanarak etki eden antikanser
ilaglarin gelistirilmesinde model olarak kullanilabilecek olmasi ve Schiff bazlarinin metal
komplekslerinin daha yiiksek antikanser ve antimikrobiyal etkiye sahip olmalaridir (Bauer
ve Povirk, 1997; Hurley, 2002; Wang ve Lippard, 2005; Ge ve Sun, 2007; Paul ve
Bhattacharya, 2012).

Sonug olarak yaptigimiz c¢alismalardan elde edilen veriler bilesiklerin, 6zellikle de
metal komplekslerinin  potansiyel antikanser ve antimikrobiyal ajan olarak
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kullanilabileceklerini gdstermektedir. Gelecek caligmalarda, bilesiklerin DNA etkilesim
mekanizmalarim1  daha iyi anlamak amaciyla farkli tekniklerden yararlanilabilir.
Bilesiklerin DNA’ya baglanma segiciliklerinin sekansa 6zgii olup olmadigi arastirilabilir.
Antikanser 6zelliklerinin daha iyi degerlendirilebilmesi ve farkli kanser tiirlerine
kars1 seciciliginin belirlenebilmesi i¢in farkli hiicre hatlarinda calismalarin stirdiiriilmesi
yararlt olacaktir. Daha ileriki safhalarda ise, in vitro deneylerden elde edilen veriler
15181nda antikanser 6zellige sahip oldugu belirlenen bilesiklerin, tiimorli hayvan modelleri
kullanilarak in vivo ¢alismalarla arastirilmaya devam edilmesi distiniilmelidir.
Antimikrobiyal ilaglarin genis spektrumlu olmasi aranan en onemli 6zelliklerden
biridir. Bu nedenle, bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin daha farkli ve ¢ok sayida

bakteri ve maya suslarina kars1 da degerlendirilmesi gelecek ¢aligsmalar i¢in 6nemlidir.
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