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OZET

Cogu kemoterapdtik antikanser ilag, DNA ile etkilesime girerek antitimor aktivite
gostermektedir. Antikanser adayi yeni ilaglarin kesfedilmesinde DNA hedefli ilaglar
onemli yer tutmaktadir. Bu tez calismasinda, yeni sentezlenen, karakterize edilen ve
yapisal Ozellikleri tanimlanan 2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik
asit olarak adlandirilan asimetrik diimin Schiff bazinin DNA hedefli antikanser ilag aday1
olabilme potansiyelini ortaya koymak amaci ile biyolojik aktivitesi ¢alisiimistir. Oncelikli
olarak, DNA baglanma, DNA kesim aktivitesi ¢alismalar1 ile DNA hedefli ila¢ aday1
olabilme potansiyeli arastirilmistir. Sonra ise, topoizomeraz Ila inhibisyon aktivitesi, HT-
29 ve Hel a kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif aktivite ve sitokinez-blok mikroniikleus
(CBMN) caligmalar1 ile antikanser ilag adayi olabilme potansiyeli ortaya konulmustur.
Ayrica, Schiff bazinin biyolojik materyallerde giivenli kullanimi mutajenite c¢aligmasi
(Ames testi) ile test edilmistir. Schiff bazmin interkalasyon yoluyla DNA’ya etkili bir
sekilde baglandigi, 2000-3500 uM arasindaki konsantrasyonlarda singlet oksijen veya
singlet oksijen benzeri tiirler gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olustugu bir oksidatif
DNA hasar yolag1 iizerinden kesim aktivitesi gosterdigi, 500 ve 1000 puM
konsantrasyonlarinda topoizomeraz Ila inhibisyon aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica, en yliksek 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarmda HT-29 ve HeLa hiicrelerinde
antiproliferatif aktivite gosterdigi ve 1000 uM konsantrasyonunda da apoptozis 6liim
yolag1 ilizerinden genotoksik bir hasar yarattigi belirlenmistir. 200-2000 uM arasindaki
konsantrasyonlarda ise, mutajenik bir aktivite sergilemedigi tespit edilmistir. Sonug olarak,
Schiff bazmin diisiik konsantrasyonlarda DNA ile etkilestigi, 2000 uM ve daha yiiksek
konsantrasyonlar da DNA’y1 keserek, topoizomeraz Ila’yr inhibe ederek, kanser
hiicrelerinde de DNA hasarini1 indiikleyerek hiicre boliinmesini engelledigi ve neticede
apoptozis veya otofaji oliim yolagi iizerinden etkili oldugu sonucuna varimistir. Bu
ozelliklerinden otiirti, Schiff bazinin giivenli kullanilabilecek, DNA hedefli bir antikanser
ila¢ olmaya aday olabilecegi soylenebilir.
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ABSTRACT

Most chemotherapeutic anticancer drugs show antitumor activity by interacting with DNA.
DNA-targeted drugs hold an important place in the discovery of new anticancer drugs. In
this thesis study, the biological activity of an asymmetric diimine Schiff Base designated as
2-(4-(2-hydroxybenzylideneamino)benzylideneamino) benzoic acid, which was newly
synthesized, characterized, and whose structural properties were defined, was studied in an
attempt to discover its potential for being a DNA-targeted anticancer drug candidate.
Firstly, its potential to be a DNA-targeted drug was investigated by DNA binding and
DNA cleavage activity studies.Then, its potential to be an anticancer drug was
demonstrated by topoisomerase Ila inhibition activity, antiproliferative activity in HT-29
and HeLa cancer cell lines, and cytokinesis-block micronucleus (CBMN) studies. In
addition, safe use of Schiff base in biological materials was tested by mutagenicity study
(Ames test). It was demonstrated that the Schiff base effectively bound to DNA via
intercalation; showed cleavage activity through an oxidative DNA damage pathway
whereby reactive oxygen species (ROS) such as singlet oxygen or singlet oxygen-like
entity are formed at concentrations of 2000-3500 uM; and showed topoisomerase Ila
inhibition activity at concentrations of 500 and 1000 uM. Furthermore, it was determined
that, it showed antiproliferative activity in HT-29 and HeLa cells at the highest 500 and
1000 uM concentrations and it caused genotoxic damage via apoptosis death pathway at
1000 uM concentration. At concentrations between 200 and 2000 uM, on the other hand, it
was found that it did not show a mutagenic activity. As a result, it was concluded that the
Schiff base interacts with DNA at low concentrations, inhibits cell division by cleaving
DNA, inhibits topoisomerase Ilo, and induces DNA damage in cancer cells, thereby acting
via apoptosis or autophagy death pathway at concentrations of 2000 uM or above. Because
of these properties, it may be suggested that the Schiff base may be candidate for a safe
DNA-targeted anticancer drug.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans 0grenimim siliresince ve tez calismamin her asamasinda engin bilgi ve
deneyimleriyle bana yol gosteren, calismalarim igin her tiirli aragtrma olanagimi ve
destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen, degerli danigsman hocam Prof. Dr. Belma ASLIM’a en

icten saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismada, bilgilerini benimle paylasan ve
destegini esirgemeyen degerli hocalarim Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG’a ve Prof. Dr.
Zekiye SULUDERE’ye, tez calismamda kullanilan 2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)
benzilidenamino) benzoik asit olarak adlandirilan asimetrik diimin Schiff bazini
sentezleyen ve yardimmi hicbir zaman esirgemeyen hocam Aras. Goér. Dr. Ozlem
OZDEMIR’e, tez ¢alismalarim boyunca her konuda her zaman sabr ve anlayisi ile
yanimda olan, yardimin1 hicbir zaman esirgemeyen sevgili hocam Ars. Gér. Ummiigiilsiim
TUKENMEZ’e ve Gazi Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari’nda birlikte calistigim

arkadaslarima sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda oldugu gibi bu zorlu siirecte de sabir ve anlayiglari ile yanimda olan,
maddi ve manevi destekleriyle beni yalniz birakmayan, emeklerini asla 6deyemeyecegim
babam Ali YILMAZ ve annem Zemzem YILMAZ’a, sevgi ve desteklerini her zaman
hissettigim kardeslerim Yagnur YILMAZ ve Aysu YILMAZ a tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmigs simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

~ Yaklasik olarak

% Yiizde

ng/nlL Mikrogram/mikrolitre
pg/mL Mikrogram/mililitre
mg/mL Miligram/mililitre
g/mol Gram/mol

M Mikromolar

mM Milimolar

cm Santimetre

nm Nanometre

g Gram

ng Nanogram

mL Mililitre

nL Mikrolitre

pm Mikromol

°C Santigrat derece

\ Volt

pH Asitlik bazlik birimi
M Molar

€ Molar absorpsiyon katsayis1
o Alfa

MHz Megahertz

U Unit

A Angstrom

Kj Kilo joule



Kisaltmalar

AFM
ALL
AML
ATP

CBMN
CBPI
CD

CE
CML
CO;
CPT
CRC
CT-DNA
Cyt-B
DAPI
Dk
DMEM
DMSO
DNA
DSC
DTT
EB
EDTA
EPR
ESI
FBS
FDA
FID

XV

Aciklamalar

Adenin

Askorbik Asit

Atomic Force Microscopy

Akut Lenfoblastik Losemi

Akut Miyeloblastik Losemi
Adenozin Trifosfat

Sitozin

Cytokinesis Block Micronucleus
Cytokinesis Block Proliferation Index
Sirkiiler Dikroizm

Kapiller Elektroforez

Kronik Miyelojendz Losemi
Karbondioksit

Kamptotesin

Kolorektal Kanser

Calf Thymus—Deoksiriboniikleik Asit
Cytochalasin-B
4',6-Diamidino-2-fenilindol dihidroklorid
Dakika

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimetilsiilfoksit

Deoksiriboniikleik Asit

Differential Scanning Calorimetry
Ditiyotreitol

Etidyum Bromiir

Etilendiamin Tetra Asetik Asit
Elektron Paramanyetik Rezonans
Elektorsprey Iyonizasyonu

Fetal Bovine (Sigir) Serum
Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

Fluorescent Intercalator Displacement


http://www.merckmillipore.com/HU/hu/product/46-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochloride-DAPI,MDA_CHEM-124653
http://www.edta.gen.tr/etilendiamintetraasetikasit.html

Kisaltmalar

FT-IR

HB
HBA
HPLC
HPV
ICD
IR
ITC
LC
LD
MDR
MG
MGA
MN
MO
MPA
MvH
NA
NB
NC
NMR
OECD
PBS
RI
RNA
ROS
rpm
RR
SC
SD

Aciklamalar

Fourier Transform Infrared
Guanin

Histidin/Biyotin
Histidin/Biyotin/Ampisilin
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1. GIRIS

Kanser, diinya c¢apindaki 6liimlerin baslica nedeni haline gelen, genellikle genetik ve
epigenetik degisikliklerin ¢esitliligi ile karakterize edilen ve DNA replikasyonunun
inhibisyonu iizerinden kanser hiicrelerinin cogalmasimi onleyerek tedavi edilen multigenik

bir hastalik smifidir (Helleday, Petermann, Lundin, Hodgson ve Sharma, 2008).

Gliniimiizde klinik olarak kullanilan antikanser ilaclarin metastaz kontrol yeteneginin
olmamasi veya se¢ici olmama gibi problemlerin hala devam etmesi (Chambers, Groom ve
MacDonald, 2002) ve ayrica, kanserli hiicrelerin birden fazla ilaca kars1 direng gelistirmesi
de fazlaca goriilen bir problemdir (Gottesman, Fojo ve Bates, 2002; Yap, Chan, Chui ve
Chen, 2010). Kanser hiicrelerinde DNA’nin hedef alinmasi, antikanser ila¢ tasarimi igin
birincil hiicre i¢i hedef olarak tanimlanmaktadir ve kemoterap6tik ajanlarm gelistirilmesi
icin en umut verici biyolojik reseptorlerden biri olmaya devam etmektedir (Tabassum ve

digerleri, 2014).

Oliimciil tiimdrlerin tedavisi i¢in kullanilan cisplatin, cis-diaminodikloroplatin(I) ve diger
platin bazli ilaclarin klinik basarisi, tibbi inorganik kimyada ilgi ¢ekici bir hal almistir.
Bununla birlikte, cisplatin ve tiirevlerinin biiyiilk basarisina ragmen, ciddi sistemik
toksisite, i¢sel ilag direnci (ilacin hedef dis1 baglanmasi nedeniyle) ve yiiksek maliyet
sorunlar1 nedeniyle kullanimlar1 kisitlanmustir (Rosenberg, Van Camp ve Krigas, 1965;
Rosenberg, Renshaw, Vancamp, Hartwick ve Drobnik, 1967; Kelland, 2007). Bu tiir DNA-
hedefleyici ilaglar, niikleobazlara kovalent olarak baglanarak etki gostermekle birlikte
oldukga diisiik segicilige de sahiptir (Tabassum ve digerleri, 2014). Bu nedenle cisplatine
alternatif olarak gelistirilecek ilaclarin da ayn1 mekanizmaya sahip olacagi diisiiniilerek,
daha etkili ilaglar gelistirebilmek adina, elektrostatik baglanma, oluga baglanma ve
interkalasyon gibi kovalent olmayan farkli baglanma stratejileriyle DNA'da hasar
iretebilecek, yliksek secicilige, diisiik toksisite ve farmakokinetik profillere sahip yeni
DNA hedefli ilaglarin gelistirilmesine ihtiyag vardir (Pizarro ve Sadler, 2009). DNA ile
antitimor bir bilesik arasindaki etkilesim, kanser hiicrelerinde DNA hasarini indiikleyerek
hiicre boliinmesini bloke eder ve son olarak hiicre Sliimii ile sonuglanir (Tabassum ve
digerleri, 2014; Afrati ve digerleri, 2010). Antitiimor ajanlarin DNA’ya baglanmasi veya
DNA’y1 spesifik bolgesinden kesmesi, tiimoriin yerlesim mekanizmasinin anlasilmasinda

ve dolayisiyla kanser tedavisinde ¢ok biiyliik 6neme sahiptir. Bu nedenle, genetik bilgiyi



diizenleyebilen ve/veya transkripsiyonun inhibisyonu yoluyla kanser hiicrelerinin
replikasyonuna ve biiylimesine engel olabilen yeni bilesiklerin gelistirilmesi ve DNA
baglanma ¢aligmalari DNA’y1 hedefleyen yeni ve etkin ilaglarin tasarimi agisindan
onemlidir (Pyle ve Barton 1990, Mclntosh ve digerleri, 2001, Fu, Bradley ve Turro, 2003;
Ejidike ve Ajibade, 2015; Abdi, Hadadzadeh, Weil ve Salimi, 2012).

Antikanser ilaglar DNA’ya baglanma bi¢imine gore iki ana kategoriye ayrilirlar (Baraldi
ve digerleri, 2004): antramisin, trabektedin, mitomisin C (Tomasz, 1995) ve bleomisin A2
(Baraldi ve digerleri, 2004) gibi DNA’da ve fonksiyonlarinda kalic1 hasara sebep olan
kovalent baglanan ilaglar (Beria ve digerleri, 2004) ve distamisin ve netropsin gibi fiziksel
olarak DNA ile etkilesen ve etkilerini gegici olarak DNA fonksiyonlarimi degistirerek
gosteren kovalent olmayan sekilde baglanan ilaglardir (Lown, 1994; Baraldi ve digerleri,
2004). Kovalent olmayan etkilesimler; elektrostatik etkilesimler, interkalasyon ve oluklara
baglanma olmak tlizere 3 sekilde smiflandirilabilir (Lown, 1994). Antikanser ilaglarin
etkilerini gosterdigi baglanma mekanizmasi (Bailly, 1998) interkalasyon (berberin,
daunorubisin ve doksorubisin (Ridge, Bailly, Graves ve Waring, 1994; Baguley ve
Falkenhaug, 1978)), biiyiik (Hamilton ve Arya, 2012) ve kiigiik oluk baglayicilari
(distamisin (Pugliese ve Martinetto, 1978)) ve netropsin (Kopka, Yoon, Goodsell, Pjura ve
Dickerson, 1985)), eclektrostatik etkilesim (lexitropsin ve tiirevleri) gibi ¢esitlilik
gostermektedir. Dolayisiyla DNA’y1 hedef alan ilaglarin kesfi, antikanser ilaglarin temelini

olusturmaya devam edecektir.

Schiff bazlari, kolaylikla sentezlenmesi, yiiksek stabilitesi, biyo-uyumluluklari,
farmakolojik 6zellikleri ve ozellikle de serbest radikal siipiiriicii (Li ve Liu, 2011) ve
antikanser aktivitesi (Holder ve digerleri, 2013; Cheng ve digerleri, 2010) nedeniyle ¢ok
sayida arastirmaciy1 cezbeden bir bilesik sinifidir (Tabassum ve digerleri, 2014; Khosravi,
Sahihi, Dashtbani, Rudbari ve Borhan, 2017; Ferlay ve digerleri, 2015; Chow ve digerleri,
2014; Chen ve digerleri, 2013; Ghosh, Layek, Fleck, Saha ve Bandyopadhyay, 2015).
Ayrica, Schiff bazi1 kompleksleri, biyokimyasal, analitik ve antimikrobiyal reaktifler ve
katalitik ajanlar olarak Onem kazandiklar1 i¢in, son birka¢ yilda en c¢ok calisilan
koordinasyon bilesiklerinden biri olmustur (Sahin ve digerleri, 2017; Golcu, Tumer,
Demirelli ve Wheatley, 2005; Nair ve Joseyphus, 2008; Kuo, Huang ve Lin, 2008;
Mohamed, 2006; Kursunlu, Guler, Sevgi ve Ozkalp, 2013; Kocyigit, Kursunlu ve Guler,

2010). Cogu tiimdr hiicresi, radyoterapiye ve/veya birgok kemoterapdtik ilaca direngli



oldugundan, yeni biyorediiktif molekiillerin sentezi, yenilik¢i bir strateji olabilir. Bu
nedenle, Schiff bazi tiirevlerinin antikanserojenik ve DNA etkilesim potansiyelinin
arastirilmasi biiyiik 6nem kazanmistir (Sahin ve digerleri, 2017). Schiff bazlarinin, timor
hiicrelerine kars1 antiproliferatif etki gostermesi ve DNA’ya baglanma kabiliyetine sahip
olmasi (Sahin ve digerleri, 2017; Garuti, Roberti, Malagoli, Rossi ve Castelli, 2000; Xing
ve Skibo, 2000; Skibo ve Xing, 2001) niikleik asit kimyasinda yeni yapisal problar olarak
kullanimlarinin yani1 sira umut vadeden terapdtik ajanlarin gelistirilmesi nedeniyle de
ozellikle ilgi ¢ekicidir (Tabassum ve digerleri, 2014; Farrell, 2002; Li, Zhang, Chen, Niu
ve Ji, 2012). Literatiirde simetrik diimin Schiff bazlarinin biyolojik potansiyalleri ile ilgili
oldukca fazla ¢calisma bulunmasina ragmen, asimetrik diimin Schiff bazlari ile ilgili yapilan

calismalar hala yeterli diizeyde degildir (Glingor, 2008).

Bir¢ok antikanser ajan, antitiimor aktivitesini, DNA ile etkilesime girerek gostermektedir
(Angelusiu, Barbuceanu, Draghici ve Almajan, 2010; Aslan, Ozcan ve Karacan, 2011; Xu,
Zhang, Zhang, Gao ve Zeng, 2011). Dolayisiyla DNA ile etkilesim ¢alismalari, antikanser
ilaglarm etkilesim mekanizmalarinin aydinlatilmasinda, DNA hedefli ilaglarin tasariminda
ve mutajenez ile karsinojenez gibi biyolojik slireglerin anlagilmasi agisindan oldukc¢a 6nem
arz etmektedir (Li ve Yang, 2009). Bu bilgiler dogrultusunda, Schiff bazinin DNA
baglanma ve DNA kesim aktivitesi gosterdigi ortaya konulur ise, kanser tedavisinde
terapotik amacla kullanilabilme imkani bulacagi agiktir. Ayrica DNA'ya baglanan ajanlarin
antikanser aktivitelerinin, DNA topoizomeraz enzimlerini inhibe etme Ozellikleriyle de
yakindan iliskili oldugu bildirilmektedir (Potmesil ve Kohn, 1991; Ralph, Judd, Pommier
ve Kolin, 1994; Tirmoglu, 2016). Ek olarak, DNA hedefli bir ila¢ tasarlarken, yeni
sentezlenen bir bilesenin DNA icin gerekli afiniteye sahip olup olmama kapasitesini, ilacin
yapisinin, baglanmanin 6zgiilliigii/afinitesi ile nasil iliskili oldugunu ve istenen niteliklere
sahip bir ilacin ne gibi yapisal mutasyonlara yol agabilecegini bilmek gerekmektedir

(Shaikh ve Jayaram, 2004).

Schiff bazlari, imin (C=N) grubunda elektrofilik karbon ve niikleofilik azot igerir ve enzim
ve DNA gibi birkag niikleofilik ve elektrofilik biyolojik tiirle etkilesime girme ihtimaline
sahiptir. Reaktif imin grubu nedeniyle, Schiff bazlariin interkalasyon ve oluk baglama ile
dogrudan DNA ile etkilesime girebilecegi one siiriilmiistiir (Silva ve digerleri, 2017).
Schiff bazlarinm yapisindaki aromatik kisim, istifleme etkilesimi yoluyla DNA'ya

baglanma kapasitesinin arttirilmasinda ve DNA ¢ift sarmalinin stabilize edilmesinde



anahtar rol oynar (Rambabu, Kumar, Tejaswi ve Vamsikrishna, 2016). Ayrica, Schiff
bazlarinin yapisinda bulunan polar gruplar ile DNA'nmn ¢ift sarmalinin arasinda hidrojen
baglarmin olusmasi, Schiff bazinin DNA’ya baglanmasini etkilemektedir (Garcia-Friaza,
Fernandez-Botello, Pérez, Pricto ve Moreno, 2006). Amino asit temelli Schiff bazlar1 da,
DNA ile anlamli bir sekilde etkilesime girebilmektedir. Cesitli amin ve karboksil grubu
gibi aktif baglama bolgelerine sahiptirler ve bu aktif bolgeler, DNA’ya baglanmada segici
etki gosterebilirler (Arunadevi, Paulpandiyan ve Raman, 2017).

Bu nedenle bu tez ¢alisgmasinda, ilk defa sentezlenen ve gesitli spektroskopik metotlar
(element analizi, FT-IR, *H / 33C NMR, UV-vis ve kiitle) ile yapisal 6zellikleri tanimlanan
2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik  asit  olarak  adlandirilan

asimetrik diimin Schiff bazinin asagida bahsedilen biyolojik 6zellikleri incelenmistir:

I. DNA hedefli ilag aday1 olabilme potansiyeli; DNA baglanma ve DNA kesim aktivitesi
calismalari ile incelenmistir.

ii. Antikanser ila¢ adayi1 olabilme potansiyeli; antiproliferatif aktivite, sitokinez-blok
mikroniikleus (CBMN), topoizomeraz Ila inhibisyon aktivitesi ¢alismalar1 ile ortaya
konulmustur.

iii. Schiff bazinin biyolojik materyallerde giivenli kullanim1; mutajenite ¢alismasi ile test

edilmistir.

Yukarida verilen galismalar ile 2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik
asit olarak adlandirilan asimetrik diimin Schiff bazindan, kanser hiicrelerinde apoptozis
yolagi iizerinden antiproliferatif aktivite gésterme potansiyali olan, DNA hedefli yeni bir
antikanser ilag adayr  bulunmasi  amaglanmistr. Aymi  zamanda  2-(4-(2-
hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik asit olarak adlandirilan asimetrik
diimin Schiff bazinin, DNA’ya baglanma ve DNA kesim aktivitesi ¢alismalarinin ortaya
konulmas1 ile DNA etkilesim mekanizmasi agiklanmis olacaktir. Boylece, mekanizmanin
ortaya konulmasi ile 2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik asit olarak
adlandirilan asimetrik diimin Schiff bazindan, DNA hedefli farkl ilaglar ve etken maddeler

gelistirmek de miimkiin olabilecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Schiff Bazlan

Schiff bazlari, karbonil bilesiklerinin (aldehit veya keton) birincil aminler ile
kondensasyon tepkimesi sonucu elde edilen ve giiclii koordinasyon yetenegine sahip
organik bilesiklerdir. Schiff bazinin yapisindaki (C=N) ikili bagma "azometin" veya "imin"
bagi denir. Schiff bazlar1 ilk kez 1864 yilinda Alman kimyaci Hugo Schiff tarafindan
sentezlenmistir (Glingor, 2008; Yang ve digerleri, 2016; Sahin ve digerleri, 2017).

Bircok arastirmaci tarafindan Schiff bazlarmin umut verici ilag¢ ajanlar1 veya biyolojik
problar ve analitik araclar olarak biyolojik veya terapdtik uygulamalarda kullanildigi
bildirilmistir. Ayrica, Schiff bazlarinin antibakteriyel (Venugopal ve Jayashree, 2008;
Lashanizadegan ve Jamshidbeigi, 2011), antiinflamatuar (Sujith, Rao, Shetty ve Kalluraya,
2009; Alam, Choi ve Lee, 2012), antikanser (Villar, Encio, Migliaccio, Gil ve Martinez-
Merino, 2004), antifungal (Lakshmi, 2003) ve antiviral (Karthikeyan ve digerleri, 2006)
ajanlar olarak biyoaktiviteleri ve bu bilesigin bazi tiirevlerinin ise, DNA ve RNA sentezi
iizerinde inhibe edici etkilerinin oldugu, bu etkiyi ise riboniikleotit rediiktaz (RR) enzimini
inhibe ederek gerceklestirdikleri bildirilmistir (Parlak ve digerleri, 2019). Schiff bazlari,
azometin azot atomuyla metal iyonuna baglanan ligandlar olup genis ¢apta caligilmistir.
Azometin tiirevlerinde, C=N bagi biyolojik aktivite i¢cin ¢ok Onemlidir (Prakash ve
Adhikari, 2011). Son yapilan arastirmalar, Schiff bazi ligandlarinin gecis metali iyonlariyla
komplekslesmesinden sonra biyolojik aktivitelerinin arttigini gostermistir (Anacona,
Rodriguez ve Camus, 2014; Sundararajan, Jeyakumar, Anandakumaran ve Selvan, 2014,
Tarushi ve digerleri, 2011; Khosravi, Sahihi, Dashtbani, Rudbari ve Borhan, 2017). Bu
nedenle, DNA ve proteinler gibi biyomakromolekiiller ile etkilesimlerinin arastirilmasi,
yeni ve daha etkili farmasdtik molekiillerin entelektiiel tasarimi ve tiretimi i¢in ilk adimdr.
Bircok kanser hiicresi, radyoterapiye ve/veya birkag kemoterapodtik ilaca direngli
oldugundan, yeni biyo-rediiktif molekiillerin sentezi, yenilik¢i bir strateji olabilir. Bu
nedenle, Schiff bazi tiirevlerinin antikanserojenik ve DNA etkilesim potansiyelinin

arastirilmasi biiyiik onem kazanmaktadir (Sahin ve digerleri, 2017).



2.1.1. Diimin Schiff bazlan

Schiff bazlari, yapisindaki "imin" bag1 sayisina bagh olarak monoimin, diimin, triimin, vb.
seklinde adlandirilabilir (Ozdemir, 2016; Ozdemir, 2017). Aromatik diimin bilesikleri,
imin baglarini olusturan azot ve karbon atomlarin birbirlerine olan konumlarma gore,
simetrik (Sekil 2.1a) veya asimetrik (Sekil 2.1b) yapida olabilir. Simetrik diimin bilesikleri
1 mol dialdehit ile 2 mol aminden veya 2 mol aldehit ile 1 mol diaminden kolaylikla

sentezlenebildiginden, literatiirde bu bilesiklere olduk¢a fazla rastlanmaktadir.

WN—CH@CH—NW WCH:N@N:CHW
(a)
JW\I‘N=CH4©7N—CH NaaVaVy
(b)

Sekil 2.1. Diimin Schiff bazlarinin genel yapisi

Asimetrik diimin bilesikleri ayn1 aromatik halkada hem aldehit hem de amino grubu igeren
bir ¢ikis bilesigi gerektirmektedir. Bu tip bilesikler, hem molekiil ici hem de molekiiller
aras1 kondenzasyon tepkimeleri ile hemen bozulabileceginden kararsizdir. Bu nedenle
asimetrik diimin bilesikleri tek kademede elde edilemezler (Giingor, 2008). Asimetrik
Schiff bazi1 ligandlarinin gecis metali komplekslerinin koordinasyon kimyasi, dogal
sistemlerde merkezi metal iyonlar1 etrafindaki ligandlarin asimetrik olusundan Gtiirii son
yillarda ¢ok dikkat cekmistir (Meghdadi ve digerleri, 2012). Asimetrik Schiff bazi
ligandlar1, simetrik olanlara gore, gecis metali komplekslerinin 6zelli§i, geometrisi ve
bilesimi olarak bir¢ok avantaja sahiptir (Khalaji, Rad, Grivani ve Das, 2010). Asimetrik
Schiff bazlar1 biyolojik olarak Onemli tiirler icin uygun model ve ¢esitli organik
doniisiimler icin de katalizor olarak da kullanilabilir; ek olarak, manyetik ve optik
ozelliklerinden dolayi, optoelektronik uygulamalar ve biyosensorlerin tasarimi i¢in umut
vadetmektedir (Lashanizadegan ve Seraj, 2010; Sahin ve digerleri, 2017). Son yillarda,
asimetrik Schiff bazlarmin 6zellikleri ve sentezi lizerine yapilan arastirmalar ve biyolojik
potansiyallerinin ortaya konulmasmna yonelik caligmalara ilgi artmug olmakla birlikte,

asimetrik Schiff bazlar1 ile ilgili yapilan ¢aligmalar hala yeterli diizeyde degildir.



2.1.2. Aminoasit Schiff bazlan

Schiff bazlari, aldehit veya ketonlarin birincil aminler ile kondenzasyon tepkimesi sonucu
elde edilen bilesiklerdir. Eger kullanilan amin bilesigi amino asit ise bu Schiff bazlarina
"amino asit Schiff bazi1" denilmektedir (Sekil 2.2) ve bu bilesikler yapi olarak Bs

vitamininin koenzimine benzemektedir (Ozdemir, Giirkan, Sar1 ve Tung, 2015).

H
WNZCHOCH:N—C—R

COOH

Sekil 2.2. Aminoasit Schiff bazlariin genel yapisi

Aminoasit Schiff bazlar1 ve metal kompleksleri de antimikrobiyal, antioksidan,
antihelmintik, antiviral, antikanser, vb. pek c¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir ve
yapilarindaki imin (CH=N) grubunun bu 6zellikleri sagladig1 diisiiniilmektedir (Ozdemir
ve digerleri, 2015).

2.2. Kanser

Kanser, diinya ¢apmdaki Oliimlerin baslica nedeni haline gelen, genellikle genetik ve
epigenetik degisikliklerin ¢esitliligi ile karakterize edilen ve DNA replikasyonunun
inhibisyonu iizerinden kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimin onlenmesi yolu ile tedavi edilen
multigenik bir hastalik sinifidir (Helleday ve digerleri, 2008). Ornegin, kolon kanseri veya
bagirsak kanseri olarak da bilinen kolorektal kanser (CRC) diinya capinda {igiincii en
yaygin kanserdir ve kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir (Fakih, 2015;
Torre, Siegel, Ward ve Jemal, 2016). Bu kanser onkogenlerin aktivasyonu veya timor
supresor genlerin inaktivasyonu (Yeang, McCormick ve Levine, 2008) ve onkogenik
yapilarin  aktivasyonuna yol agan ek epigenetik degisiklikler gibi genetik
modifikasyonlarin birikmesi sonucunda gelismektedir (Coant, Garcia-Barros, Zhang,
Obeid ve Hannun, 2018). Serviks kanseri olarak da bilinen rahim agz1 kanseri ise, diinyada
kadinlarda goriilen dordiincli en yaygin 6liimciil kanserdir (Siegel, Naishadham ve Jemal,
2013; Prasad, Sabarwal, Yadav ve Singh, 2018). Bu kanserin yaklasik % 99'u insan
papilloma viriisiiniin (HPV) neden oldugu enfeksiyondan kaynaklanmaktadir (Walboomers

ve digerleri, 1999).
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2.3. Mevcut Kanser flaclar1 ve Hedefleri

Kemoterapi, kanser tedavisinde uygulanan en yaygin ve etkili yontemdir. Giiniimiizde
klinik olarak kullanilan antikanser ilaglarin metastaz kontrol yeteneginin olmamasi,
stabilitesinin yeterli olmamasi veya segici olmama gibi problemlerin hala devam etmesi
(Chambers, 2002) ve ayrica, kanserli hiicrelerin birden fazla ilaca karsi direng gelistirmesi
de fazlaca goriilen bir problem olup, kemoterapide basariya ulagsmayi biiylik Olciide
engellemektedir (Gottesman, 2002; Yap, 2010). Bu nedenle de mevcut ilaglarin etkinligini
artirmak ya da yeni ilaclarin tasarlanmasi yoluna gidilmektedir (Aksoy, 2010). Antikanser
ilaglar genellikle bes farkli mekanizma iizerinden etki gostermektedir. Bunlar su sekilde

siralanabilir (Olgen, Bigak ve Nebioglu, 2002).

1. Piirin ve pirimidin niikleotid prekiirsorlerinin sentezini engelleyerek ya da DNA ve
RNA sentezinde bunlarin yerlerini alarak

DNA fonksiyonlarini1 bozarak

Hiicre yapisindaki niikleofilik gruplara kovalent baglarla baglanarak

Mikrotiibiillerin polimerize ve depolimerize sekilleri arasindaki dengeyi bozarak

o & 0N

Hormon uyarist ile sitoplazmik reseptorlere baglanip gelisme ve biiylime hizini

yavaglatarak

Giintimiizde kullanilan antikanser ilaglar asagidaki sekilde siflandirilabilir (Kagar, 2016).

1. Alkilleyici ajanlar (Prokarbazin, Nitroziire, Tiyotepa, Azot mustard): Bu ilaglar,
hiicresel niikleofillere saldiran oldukca yiiksek elektrofilik molekiiller olup, DNA’ya
alkil gruplar1 ekleyerek kanser hiicrelerinin 6liimiine sebep olurlar.

2. Antimetabolitler (Pirimidin antagonistleri, Piirin antagonistleri, Metotreksat): Bu grup
ilaclar direkt olarak DNA ile etkilesime girmek yerine DNA’nin replikasyonunu inhibe
ederek kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agar.

3. Tiibiilinle veya alkoloidler ile etkilesen ajanlar (Vinblastin, Vinkristin): Bu ilaglar,
tiiblilin fonksiyonunu bozarak eslesen kromozomlarin ig iplik¢ikleri tarafindan hiicre
kutuplarina ¢ekilmesine engel olmaktadir.

4. Antrasiklinler (Doksorubisin, Apirubisin, Idarubisin): Bu ilaglar, DNA topoziomeraz
enzimini inhibe ederek DNA replikasyonuna engel olmaktadirlar ve bdylece kanser

hiicrelerinin liimiine sebep olmaktadirlar.



5. Antittiimor antibiyotikler (Bleomisin): Bu ilaglar, topoizomeraz | enzimini inhibe ederek
antitiimor aktivite gostermektedirler.

6. Platin bazl ilaglar (Cisplatin, Karboplatin ve Oksaliplatin)

7. Taksanlar (Paklitaksel, Nab-paklitaksel)

2.4. Metal Bazh Antikanser ilaclar ve Hedefleri

Cisplatin ve tiirevleri, kanser tedavisi i¢in en yaygin olarak kullanilan metal bazl ilaglardir.
Cisplatin, DNA’nin N7 guaninine baglanarak her bir DNA zincirinde veya ¢ift sarmali
olusturan zincirler arasinda ¢apraz baglarin olusmasimni saglayarak DNA ve RNA sentezi
bozar. Cisplatinin antitimor aktivitesinin kesfedilmesinden sonra, birgok arastirmaci
potansiyel olarak kanser kemoterapisinde kullanilabilecek yeni metal bazli antikanser
ajanlarin tasarimmna odaklanmustir. Son kirk yilda, in vitro ve in vivo olarak ¢ok sayida
metal kompleksi kapsamli bir sekilde arastirilmis ve degerlendirilmistir. Bazilar1 ise klinik
caligmalarin farkli asamalarindadir. Bu kompleksler arasinda platin (Ptll ve PtIV),
rutenyum (Rull ve Rulll), altin (Aul ve Aulll) ve titanyum (TilV) kompleksleri en ¢ok
calisilan metallerdir (Muhammad ve Guo, 2014).

Platin (Pt) bilesikleri suanda klinikte yaygin olarak kullanilan DNA hasarina neden olan
tek antikanser ilag sinifi olarak bilinmektedir (Kostova, 2006). Karboplatin ve oksaliplatin,
cesitli kanserlerin tedavisinde diinya ¢apinda kullanilan, FDA (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi) onayli platin bazli antikanser ilaglar olup, nedaplatin, lobaplatin ve heptaplatin ise,
strastyla Japonya, Cin ve Kore'de ise klinik kullanimi onaylanmis ilaglardir (Mckeage ve
digerleri, 2000; Muhammad ve Guo, 2014). Bunlar DNA’nm niikleofilik baglanma
bolgeleri ile etkilesen ve dolayisiyla DNA sarmallar1 arasinda ve i¢inde capraz baglar
olusturmas1 yoluyla DNA sentezini inhibe eden ve bu sayede sitostatik etki gdsteren
ilaglardir (Muhammad ve Guo, 2014). Ayrica, DNA ile etkilesime giren ¢esitli rutenyum
kompleksleri de sentezlenmistir (Han Ang ve Dyson, 2006; Liu ve digerleri, 2006).
Sentezlenen Rutenyum (ll)-aren kompleksinin yiiksek antikanser aktivitesi sergiledigi
(Habtemariam ve digerleri, 2006; Yan, Melchart, Habtemariam ve Sadler, 2005) ve
DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanip cisplatine kiyasla DNA’da farkli yapisal
bozulmalara neden oldugu bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2006). Klinik degerlendirme

altindaki NAMI-A ve KP1019 ilaglar1 dahil olmak iizere diger rutenyum bazli antikanser
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ilaglar ise, farkli etki mekanizmalarina sahip olup, 6zellikle gen iiriinleri ile hiicresel

transdiiksiyon gibi klasik olmayan hedefleri amaglamaktadir (Dyson ve Sava, 2006).

Ancak suana kadar gelistirilen antikanser ilaglar, yiiksek toksisite, ilag direnci ve yan
etkilerinin sebebiyle kullanimlar1 kisitlanmaktadir (Kelland, 2007; Rosenberg, Vancamp,
Trosko ve Mansour, 1969; Jamieson ve Lippard, 1999; Arnesano ve Natile, 2009; Klein ve
Hambley, 2009; Gust, Beck, Jaouen ve Schonenberger, 2009; Wu ve digerleri, 2009; Jung
ve Lippard, 2007). Bu dezavantajlar, arastirmacilar1 daha etkili, daha az toksik ve hedefe
0zgii antikanser ilaclarin tasarlanmasi i¢in, yenilik¢i stratejiler gelistirmeye tesvik etmistir

(Tabassum ve digerleri, 2014).

2.5. Topoizomeraz Inhibitérii Olarak Gelistirilen Antikanser Ilaclar

DNA topoizomeraz (topo) enzimleri antikanser ilag kesfinde dnemli bir hedef olarak kabul
edilmistir ve son zamanlarda antikanser ila¢ olarak, hiicre proliferasyonunda ciddi role
sahip olan topoizomeraz I ve II inhibitorleri gelistirilmektedir (Cizelge 2.1) (Andoh, 2003;
Nitiss, 2009; Wang, Morris-Natschke ve Lee, 1997; Haglof, Popa ve Hochster, 2006;
Pommier, 2009; Salerno ve digerleri, 2010). Antitiimoral tedavi rejimlerinin yaklasik %
50'si topoizomerazlar1 inhibe eden en az bir ilacin kullanimina dayanir (Hande, 1998a;

Hande, 1998b; Baviskar ve digerleri, 2011).

Topoizomerazlar (I ve II), DNA'y1 bir topolojik formdan diger bir forma doniistiiren (DNA
zincirlerinde diizenli kiriklar olusturup tekrar birlestirerek konformasyonel degisiklikleri
katalizleyen) ve transkripsiyon, replikasyon, rekombinasyon, transpozisyon ile kromozom
segregasyonunda anahtar rol oynayan dnemli niikleer enzimlerdir (Wang, 2002; Nitiss,
2009; Champoux, 2001; Goto ve Wang, 1982; Baviskar ve digerleri, 2011). Siipersarmal
DNA'da sirasiyla tek iplikgikli ve ¢ift iplik¢ikli kirilmaya neden olan iki ana tip
topoizomeraz 1 ve II enzimi vardir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007). insan tip I
enzimlerinden; Topo I, Topo Illa ve Topo IIIB’den sadece Topo I, antikanser ilaclarin
hedefi olarak dogrulanmistir (kamptotesin bazli tiirevler: irinotekan, topotekan ve
belotekan) (Zunino ve Pratesi, 2004; Sriram, Yogeeswari, Thirumurugan ve Ratan Bal,
2005). Ayrica, literatiirde, Hoechst 33258, bleomisin ve netropsin (G-C tanima
elementleri) gibi kiigiik oluk analoglarmin da, giiglii DNA Topo I inhibisyonu nedeniyle

genis spektrumda antitimor aktivitesi olan giiclii antitiimdr ilaglar oldugu belirtilmistir
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(Bailly, 2000; Kathiravan, Khilare, Chothe ve Nagras, 2013; Tabassum, Zaki, Afzal ve
Arjmand, 2014). Tip II enzimlerden, Topo Ila ve Topo IIf farkli genler tarafindan kodlanir
ve ayr1 ekspresyon seviyelerine sahiptir. Topo Ila'nin ekspresyonu, hizla boliinen
hiicrelerin proliferasyona bagl bir sekilde diizenlenir ve dokularda belirgin seviyelere
sahiptir (Heck ve Earnshaw, 1984; Hsiang, Wu ve Liu, 1988). Interkalasyon yapan
antrasiklinler (doksorubisin ve daunorubisin) ve etoposid, Topo Ila'nin aktivitesini
azaltarak, antikanser aktivite gosteren klinik uygulamalarda kullanilan bilesiklerdir
(Hande, 1998). Tersine, biiyiime Topo IIf'nin ekspresyonunu etkilemez; Bu enzim tiim
hiicrelerde bulunur. Bu yiizdende antikanser ilaglarin hedefi olarak tercih edilmemektedir

(Isaacs ve digerleri, 1998; Yang, Li, Prescott, Burden ve Wang, 2000).

Topoizomeraz enzimlerini hedefleyen antikanser ilaglar etki mekanizmalar1 bakimindan
smif I ve II olmak flizere iki genel gruba ayrilirlar; Topoizomeraz zehirleri olarak
adlandirilan siif 1 ilaglar, kovalent DNA-topoizomeraz kompleksini stabilize eder,
boylece enzimi etkisiz hale getirirler (Larsen, Escargueil ve Skladanowski, 2003). Yani
enzimi mutajenik ve oldiiriicti etkileri baslatan hiicresel bir toksin formuna doniistiirerek
etki gdsterirler. Tkinci kategorideki ilaclar ise, Katalitik inhibitdrler olup, topoizomerazin
DNA’ya baglanmasini 6nleyebilir, kovalent olmayan DNA-topoizomeraz komplekslerini
stabilize edebilir veya ATP’nin enzime baglanmasmi Onleyebilir (Larsen ve digerleri,
2003). Yani enzimin katalitik islevini engellerler. Bu inhibitérlerin en 6nemli olanlar1
kumarin antibiyotikleri ve fostriesin analoglaridir (Morrell ve digerleri, 2017). Hiicrenin
icinde kararli bir DNA-topo kompleks yapist olustugunda, hasarli DNA taninir ve p53°e
bagli hiicre 6liimii baglatilir (Solary, Bertrand ve Pommier, 1994). Cesitli interkalatorler ve
oluk baglayicilar topoizomeraz I veya II hedefleyici ajanlar olarak kabul edilmektedir
(Montaner ve digerleri, 2005; Denny, 2004; Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007).

Biyokimya, tibbi kimya, farmakoloji ve onkoloji alanlarinda bu enzim gruplarina duyulan
ilgi diinyada dnemli dl¢lide artmustir. Ancak giinlimiizde bu enzim gruplarmi hedefleyen
antikanser ilaglarin verimli kullanilmasinda 6nemli engeller ile karsilasilmaktadir. Bunlar,
hedef dokuya ulasilmadaki Ozgiinliik gibi genel giicliiklerden baska tedavi siirecinde
karsilasilan toksisite, sekonder malignite ve genetik ya da kazanilmis coklu ilag
direncinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, bu enzimler hem normal hiicrelerde hem de
kanserli hiicrelerde aktif oldugu icin kanser tedavisi swrasinda normal hiicreler de zarar

gormektedir. Bu amagla daha etkin ve sadece kanserli hiicrelerin yok edilmesine 6zgii
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arastirmalarda DNA hedeflenmis ve daha etkin ve segici alternatif antikanser ilaglar

gelistirilmistir (Tabassum ve digerleri, 2014).

Cizelge 2.1. Topoizomeraz inhibitorii olarak gelistirilen antikanser ilaglar

Taclar

Klinik Olarak Kullanimlari

Etki Mekanizmalari

Doksorubisin

Rabdomiyosarkoma, meme
kanseri, erigkin akut I3semi,
endometriyal ~ kanser,  mide
kanseri, rahim agz1 kanseri, non-
Hodgkin’s lenfoma (Sangeetha,
Mathew, Sudhamani ve Naik,

Topoizomeraz Il  inhibitori—DNA
kompleksi (interkalasyon)
(Sangeetha ve digerleri, 2014)

Yesilbagdan, 2005)

2014)
Daunorubisin Genellikle AML  (Ayyildiz, | Topoizomeraz II inhibitori-—DNA
Dede, Soker, Kadiroglu ve | kompleksi (interkalasyon)

(Sangeetha ve digerleri, 2014)

Etoposid

Testis kanseri; kiiclik hiicreli
akciger kanseri vb. (McClendon

Stabilize  topoizomeraz  II-DNA
kompleksi (McClendon ve Osheroff,

(Zunino ve Capranico, 1990;
Baviskar ve digerleri, 2011)

ve Osheroff, 2007) 2007)

Mitoksantron Losemiler (ALL ve CML); | Stabilize topoizomeraz  II-DNA
meme  kanseri, yumurtalik | kompleksi (Zunino ve Capranico,
kanseri, prostat kanseri vb. | 1990; Baviskar ve digerleri, 2011)

Baviskar ve digerleri, 2011)

Teniposid Kiiciik hiicreli akciger kanseri, | Stabilize  topoizomeraz  II-DNA
intrakranial ~ malign  tiimor, | kompleksi (Zunino ve Capranico,
lenfoma, l6semi ve diger | 1990; Baviskar ve digerleri, 2011)
neoplazmalar (Clark ve Slevin,
1987; Feun ve digerleri, 2007;
Hartmann ve Lipp, 2006)

Amsakrin Akut miyelo ve lenfatik 16semi | Stabilize  topoizomeraz  II-DNA
vb. (Zunino ve Capranico, 1990; | kompleksi (interkalasyon) (Zunino

ve Capranico, 1990; Baviskar ve
digerleri, 2011)

Kamptotesin (CPT),
CPT11 (irinotekan),
topotekan ve 9-
amino-CPT

Ovaryum, kolorektal ve kiigiik
hiicreli  akciger kanseri vb.
(Kurtan, Kurtoglu ve Melikoglu,
2014)

Stabilize  topoizomeraz  |I-DNA
kompleksi (Pommier, 2006; Thomas,
Rahier ve Hecht, 2004; Baviskar ve
digerleri, 2011)

Bleomisin

Ozefagus, serviks, bas boyun
skuamdz hiicreli karsinom, germ
hiicreli tiimor, hodgkin ve non-
hodgkin lenfoma vb. (Aslan ve
Oksiizoglu, 2017)

Stabilize  topoizomeraz  |I-DNA
kompleksi (Tabassum ve digerleri,
2014)

AML, akut miyeloblastik 16semi; ALL, akut lenfoblastik l6semi; CML, kronik miyelojendz 16semi
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2.5.1. Topoizomeraz II inhibitorleri

Topoizomeraz Il enzimi, ¢ogu antikanser ilag (teniposid, etoposid ve doksorubisin vb.) i¢in
birincil molekiiler hedeftir. DNA'da interkalasyon yapan ajanlarin ¢ogu Topoizomeraz II
inhibitorleri olarak bilinmektedir. Bu inhibitorler, topoizomeraz II enziminin ¢ift iplikli
DNA kiriklarini yeniden birlestirme aktivitesini engel olarak DNA replikasyonunun inhibe
olmasima neden olmaktadir (Oztiirk, 2013). Topoizomeraz 11 inhibitdrleri, topoizomeraz 11
enzimlerini yiiksek miktarda i¢eren ve yiiksek oranda DNA replikasyonu gec¢iren hiicreler
icin ¢ok daha oOldiriicii bir etki gostermektedir. Hizli boliinen hiicrelerde enzimin
konsantrasyonu yiikseldigi i¢cin bu inhibitorler daha fazla cevap verme egilimi gdsterirler

(Nitiss, 2009; Oztiirk, 2013).

Topoizomeraz II iizerinde etki eden ilaclar veya ajanlar ikiye ayrilir: topoizomeraz Il zehiri
ve topoizomeraz II katalitik inhibitériidiir (Hande, 2008). Topoizomeraz Il zehirleri,
ilag/ajan-G segmentinden boliinmiis DNA-topo II'nin kovalent {icli kompleksinin
olugsmasiyla, DNA ile topoizomeraz II'nin kesim kompleksini stabilize eder. Boylece
religasyonu bloke eder, enzim serbest kalir ve apoptozu indiikler (Baviskar ve digerleri,
2011). Topoizomeraz II katalitik inhibitorleri, katalitik siklusun diger adimlarindan
herhangi birinde, zehirlerden daha etkilidir. Topoizomeraz II’nin katalitik aktivitesini
inhibe ederek apoptoza sebep oldugu diisiiniilmektedir (Nitiss, 2009; Oztiirk, 2013).
Giintimiizde doksorubisin, etoposid, amsakrin, mitoksantron ve elliptisin gibi bir¢ok topo
Il zehiri, kanser tedavisinde Klinik olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, kanser kemoterapisindeki Onemine ragmen, c¢ogu kanit topoizomeraz II
zehirlerinin, rekombinasyon-onarim yollarima karsi apoptozun indiikksiyonu igin, enzim
seviyesi ile iliskili DNA kirilmalarma baglh olarak, spesifik l6semilere yol acan kromozom
translokasyonlarmi tetikleyebilecegini gostermektedir (McClendon ve Osherof, 2007;
Winick ve digerleri, 1993). Bu nedenle, son yillarda, topo II zehirlerinin sitotoksik
etkilerini azaltacak ve ¢oklu ilag direncinin (MDR) iistesinden gelebilecek topo II katalitik
inhibitorlerinin gelistirilmesi 6nem kazanmistir (Larsen ve digerleri, 2003; Huang ve
digerleri, 2010; Jiménez-Alonso ve digerleri, 2008). Topoizomeraz II katalitik inhibitorleri
halen klinik olarak kullanilmaktadir, 6rnegin, diger ilaclarin etkinligini arttwrmak igin
modiilator olarak suramin ve novobiosin, kardiyoprotektorler olarak (S)-(+)-1,2 bis(3,5-
dioksopiperazinil)propan (ICRF 187), antineoplastik ajanlar olarak aklorubisin ve 4,4-1,2-
(etandiil) bis(1-izobutoksikarboniloksimetil-2,6-piperazinedione) (MST 16)’dir (Larsen ve
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digerleri, 2003). Ayrica, etoposid, salvisin ve bis-indolilmetan gibi topoizomeraz Il
inhibitorlerinin, invazyon (Winick ve digerleri, 1993), metastaz (Lang ve digerleri, 2005;
Mashimo ve digerleri, 2000) ve anjiyogenez ile iligkili genlerin ekspresyonunu
diizenleyebilme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Chang ve digerleri, 2005; Baviskar
ve digerleri, 2011).

2.6. DNA Hedefli Antikanser Ilaclar

Son yillarda DNA hedefli ilaglar ¢ok ilgi ¢eken bir calisma alanmi olmustur. Bilim
insanlariin ¢ogu ila¢ saliniminin kontrollii bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in DNA’y1
hedef almistir. Ayrica, DNA, replikasyon ve transkripsiyon lizerindeki merkezi rolii
nedeniyle, antikanser ilaglarmn tasarmmi igin birincil hiicre i¢i hedef olarak tanimlanmustir
(Yang ve digerleri, 2016; Afrati ve digerleri, 2010). Bir baska deyisle, DNA ile bu
ajanlarin etkilesimi, DNA hasarmi indiikleyerek hiicre boliinmesini engellemekte ve
neticede hiicre dliimiine yol agmaktadir. Ornegin, sitarabin, hiicre dongiisiinde S fazina
Ozgii antineoplastik bir ilag olup, DNA sentezine engelleyerek antikanser aktivite
gostermektedir (Barral ve digerleri, 2018). Methotrexat, merkaptopiirin, flouraurasil ve
tiyoguanin gibi antimetabolitler, niikleotid onciillerinin sentezinin bozmakta ya da DNA’ya
baglanabilmektedirler. Alkilleyici ajanlar, DNA’nin guanin elektrofiline baglanarak veya
capraz baglanarak DNA’nin replikasyonuna engel olurlar. Dolayisiyla bu yolla hiicre
boliinmesini inhibe ederler. Antrasiklinler ve epifillotoksinler, DNA replikasyonuna,
paklitaksel, vinblastin ve vinkristin gibi ilaglar ise, tiibiilin fonksiyonunu bozarak eslesen
kromozomlarm ig iplik¢ikleri tarafindan hiicre kutuplarma ¢ekilmesine engel olmaktadir.
Ayrica, glinlimiizde birgok DNA hedefli ilag, DNA ve RNA polimeraz, topoizomeraz,
niikleaz enzimlerinin inhibisyonu gibi ciddi hiicresel siire¢lere de miidahale ederek islev
gérmektedir. Ornegin, epirubisin, hem DNA ve RNA sentezini hem de topoizomeraz 1l ile
DNA bdliinmesini tetikleyen ve sonug olarak, bu mekanizma ile hiicre 6liimiine yol agan
bir ilagtir (Schulz, Blumenfeld, Hetts ve Grubbs, 2017). Daunorubisin, DNA’ya
interkalasyon yolu ile baglanan DNA sentezini inhibe eden bir ilagtir. Ayrica,
topoizomeraz 1l enzimini etkileyerek DNA’nin transkripsiyonunu engelledigi ve
dolayistyla hiicre 6liimiine sebep oldugu da bilinmektedir (Lai ve digerleri, 2016; Kariper,
2017). Sonug¢ olarak, klinik agidan yararli antikanser ilaglarim ¢ogu DNA’y1
hedeflemektedir (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. DNA hedefli antikanser ilaglar

15

Maclar

Klinik Olarak Kullanimlari

Etki Mekanizmalari

Siklofosfamid

Noroblastoma, non-Hodgkin’s
lenfoma, retinoblastoma, meme
kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri
(Hurley, 2002)

DNA iplikleri arasindaki gapraz
baglar (Hurley, 2002)

(Hurley, 2002)

Melphalan Multipl miyeloma (Hurley, 2002) DNA iplikleri arasindaki ¢apraz
baglar (Hurley, 2002)
Mitomisin C Gastrointestinal sistem ve mide kanseri | DNA iplikleri arasindaki ¢apraz
(Hurley, 2002) baglar (Hurley, 2002)
Cisplatin Testis kanseri, yamurtalik kanseri, bag | DNA  iplikleri ~ arasindaki
ve boyun kanseri (Muhammad ve Guo, | kovalent capraz baglar
2014) (Muhammad ve Guo, 2014)
Aktinomisin D Koryokarsinoma, = yumusak  doku | DNA  zincirinin  uzamasini
sarkomu, Rabdomiyosarkom, engelleyerek hem DNA hem de
Ewing’s sarkomu, Wilm’s timérii | RNA  sentezinin inhibisyonu
(Sangeetha ve digerleri, 2014) (Sangeetha  ve  digerleri,
2014)
Bleomisin Testis kanseri; non-Hodgkin’s lenfoma | Radyomimetik ilag DNA'nin

¢ift iplikliginde kiriklara sebep
olur (Hurley, 2002)

DNA i¢in gerekli afiniteye sahip sekansa 6zgii ilaglarin tasariminda ise, ilacin yapisinin,

baglanmanin 6zgilliigli / afinitesi ile nasil iliskili oldugunu ve istenen niteliklere sahip bir

ilacin ne gibi yapisal mutasyonlara yol acacagi bilmek gerekmektedir (Shaikh ve

Jayaram, 2004).

DNA hedefli ilaglarin gelistirilmesinde esas alinan 6zellikler;

e DNA’daki hedef diziye baglanabilen ilaglar gelistirilmelidir.

e Bir ilag biyolojik hedefe baglanabilmek i¢in yeterince duyarli olmalidir. Ancak diger

biyomolekiiller tarafindan inaktive edileceginden ¢ok da duyarli olmamalidir.

e Hastalikla iliskili hedef DNA sekansi tespit edilir. Boylece ilacin bu hedef sekans ile

etkilesimi insanin normal islevlerine miidahale etmeyecek sekilde gerceklesir (Van Rijt

ve Sadler, 2009).

e DNA polianyon yapisinda oldugu icin, etkilesecegi ilag molekiiliiniin de katyonik

yapida olmasi ¢ok 6nemlidir (Barone ve digerleri, 2013). Ciinkii pozitif yiik ile omurga

fosfat gruplar1 arasindaki elektrostatik c¢ekim, ilag-DNA etkilesimini stabilize eder

(Patterson, Coxon ve Strekowski, 1997).
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2.6.1. DNA-ilag etkilesimi

Genetik bilginin tasiyicis1t olan DNA, replikasyon ve transkripsiyon iizerindeki merkezi
rolii nedeniyle ila¢ etkilesimlerinin ana hedefidir (Yang ve digerleri, 2016). DNA-ilag
etkilesimini anlayabilmek icin, bu etkilesimin kinetiginin, mekanizmasinin ve enerjisinin
bilinmesi gereklidir (Gibson, 2002). Bu nedenle, ilaglarin niikleik asitlerle etkilesim
mekanizmalariin anlasilmas: ve bunlarin biyolojik etmenler ile iligkisi, biiyiik bir ilgi
konusu olmustur. Ayrica, bu etkilesimin anlasilmasi, her tiir genetik hastaligin

arastirilmasinda da temel bir hedef haline gelmistir (Neidle ve Thurston, 2005).

[lag-niikleik asit etkilesimleri, genellikle niikleik asit yapisinda degisikliklere yol
acmaktadir, bu da bazlarin kaybi, ilavesi veya yer degistirmesi ile birlikte, konformasyonal
degisimler ile sonuclanabilir, bdylece DNA sekansinit modifiye edebilir ve genetik mesajin
dogrulugunu etkileyebilir. Bu degisiklikler protein sentezinin inhibe olmasina veya yapisal
modifikasyonlar sonucunda protein sentezinde artisa sebep olabilir veya enzimlerin
Ozglinliigiinii degistirebilir (Barone ve digerleri, 2013). Ayrica, DNA, sadece belirli bir
bolgesine 6zel bir diizenleyici proteininin baglanmasi ile gerekli sinyali aldiginda
transkripsiyon ve replikasyon siireclerine baslar. Bu ylizden diizenleyici bu proteinin
giiciinii ve spesifitesini taklit edebilen kiiclik bir molekiilin baglanmasiyla DNA
fonksiyonlar1 yapay olarak diizenlenebilir, inhibe edilebilir ya da aktive edilebilir. Boylece
bu sentetik kiiclik molekiil, DNA fonksiyonlarmin inhibisyonu ya da aktivasyonu ile bir
hastaligin tedavisi ya da kontrolii i¢in gerekli oldugunda bir ilag olarak hareket edebilir.
DNA aktivasyonu ile ilacin hedefledigi alana bagl olarak, gerekli proteini daha fazla tiretir
ya da DNA replikasyonuna neden olur. DNA inhibisyonuyla da, protein sentezini ya da

replikasyonu kisitlar ve hiicre dliimiine neden olabilir (Kostova, 2006).

Dolayisiyla, DNA-ila¢ etkilesimlerinin ¢alisilmasi, sadece mekanizmanin anlagilmasinda
degil ayn1 zamanda yeni DNA hedefli ilaglarm tasarimi agisindan da olduk¢a dnemlidir

(Hajian, Shams ve Mohagheghian, 2009).

Bir ila¢ molekiiliiniin DNA ile etkilesim yollari;
e Polimerazlar ve transkripsiyon faktorleri gibi DNA-baglayici proteinlerin kontrolii

sayesinde: Burada ila¢g molekiilii DNA ile direkt etkilesime girmez. Bunun yerine DNA
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molekiiliine bagli olarak bulunan proteinlerle etkilesime girer ve bunun igin
fonksiyonunu degistirir.

e DNA-RNA hibritlerinin olusmasi: RNA molekiiliine baglanmasi ile DNA’nin tek bir
ipligine baglanarak DNA-RNA hibritinin olusmasint saglayarak, transkripsiyon
aktivitesine miidahele eder (Ausubel ve digerleri, 1999; Rauf ve digerleri, 2005).

e fla¢ olarak adlandirilan kiiciik molekiiller ile direkt etkilesim: Burada kiiiik aromatik
ligand molekiiller dogrudan DNA c¢ift sarmalina baglanir ve bu molekiiller oluga

baglananlar, interkalator gibi molekiillerdir (Van Rijt ve Sadler, 2009; Lerman, 1961).

2.6.2. DNA-ila¢ baglanma sekilleri

DNA hedefli ilaclar arasinda en c¢ok, kovalent veya kovalent olmayan baglar gibi farklh
baglar olusturarak baglanan ve farkli pozisyonlarda DNA’ya baglanan multifonksiyonel
ilag molekiilleri tercih edilmektedir. Ayrica, antikanser ilaglarin ¢ogu, kovalent veya
kovalent olmayan baglanma yolu ile DNA'nin replikasyon mekanizmasina zarar vererek
antitimor etki gosterir. DNA’ya baglanabilen bilesikler hakkinda fikir sahibi olabilmek
icin, bilesiklerin DNA’ya baglanma sekillerinin bilinmesi gerekmektedir (Suh ve Chaires,
1995; Maheswari ve Palaniandavar, 2004). Ciinkii bu baglanma sekilleri, DNA ile ilag
molekiillerinin arasindaki etkilesimin, DNA’ya baglanma afinitesinin, baglanmadaki
kooperativitenin molekiiler temellerinin, ligand indiiklii konformasyonel degisimlerin,
aminoasit yan zincirlerinin niikleik asitlerle olan etkilesimlerinin ve diger niikleik asit
etkilesimlerinin anlasilmasma yardimci olmaktadir (Barut, 2016; Barone ve digerleri,
2013). DNA’ya baglanan ilaglar, DNA’ya baglanma bi¢imine gore su sekilde kategorize
edilmektedir; kovalent baglanma ajanlar1 ve kovalent olmayan baglanma ajanlaridir
(interkalatorler, oluk baglayicilar1 ve (Komeda ve digerleri, 2006), fosfodiester omurga
baglayicilaridir). Klinik acidan antikanser potansiyeli olan bilesikler, genellikle

interkalatorler veya oluga baglanabilenlerdir (Barone ve digerleri, 2013).

Kovalent baglanma

Metal komplekslerinin niikleik asitler ile kovalent baglanmasi, genelde kinetik olarak
kontrollii olmasma ragmen, hiz ve metallesme alani, baslangi¢ tersinir kovalent-olmayan
baglanma (6n-birlesme) yoluyla kolaylikla modiile edilebilir. DNA polianyon yapisinda

oldugu i¢in, baglanacak olan metal kompleksinin de katyonik yapida olmasi ¢ok dnemlidir.
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Kovalent baglanma geri doniisiimsiizdiir ve hiicre replikasyonunu inhibe eder. Sekil 2.3a,
ajanlarin niikleotidlerle etkilesecegi tepkime bdlgelerini gosterirken, Sekil 2.3b, antitimdr
ajan olan cisplatinin sirastyla, iki guaninin N7 bolgesine ve DNA zincirine baglanmasini

gostermektedir (Barone ve digerleri, 2013).

Sekil 2.3. (@) Dis ajanlarin kovalent olarak niikleotitleri baglayabildigi reaksiyon
bolgeleri: metal baglama bolgeleri (kirmizi); alkilasyon ve nitrozasyon
reaksiyon bolgeleri (mavi), (b) cisplatinin ayni iplikteki iki guanine gapraz
baglanmasi1 sonucunda olusan eklentinin kimyasal yapisi, d (GpG) (Barone ve
digerleri, 2013)

Kovalent olmayan baglanma

Gilinlimiizde antikanser, antiviral ila¢ veya antibiyotik olarak kullanilan ilaglarin ¢ogu,
etkilerini niikleik asitler {izerinden tersinir bir etkilesim ile gostermektedir. Bu etkilesim,
interkalasyon, oluga baglanma ve elektrostatik etkilesim olmak iizere 3 gesittir. Ozellikle,
interkalasyon ve oluga baglanma kovalent olmayan etkilesimin ana ¢esitleridir (Sekil 2.4
(Tang, Juang ve Harbison, 1990; Aymami, Nunn ve Neidle, 1999; Barone ve digerleri,
2013)).
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Sekil 2.4. Kovalent olmayan baglanma tipleri: (a) Proflavinin ¢ift sarmalin iki komsu baz
cifti arasmna interkalasyonu sonucunda meydana gelen biikiilme (Tang ve
digerleri, 1990), (b) Tris-benzimidazol ilacinin DNA’nin kii¢iik olugunu
tanimas1 ve baglanmasi (Aymami ve digerleri, 1999)

Interkalasyon yolu ile baglanma

Interkalasyon (Bkz. Sekil 2.4a) yolu ile baglanan bilesikler; diizlemsel, aramotik ya da
heteroaromatik yapiya sahiptirler. Bu bilesikler DNA’daki komsu baz ciftleri arasina
girerek DNA’ya baglanirlar ve bu baz ¢iftleriyle kiimelenirler (Marky, Snyder, Remeta ve
Breslauer, 1983; Lerman, 1961; Bhadra ve Kumar, 2011), boylece komsu baz ¢iftleri
arasindaki diizlemsel heterosiklik gruplarin istiflenmesine yani m-istiflenmesi neden
olurlar. Bu siireg, DNA omurgasinin (DNA’nin uzunlugunda ve hidrodinamikliginde)
konformasyonunun bozulmasina ve dolayisiyla protein-DNA etkilesiminin inhibe olmasina
yol acar (Garcia ve digerleri, 2008; Strekowski ve Wilson, 2007). Sonra ise sirasiyla
topoizomerazlar, polimerazlar, DNA onarim sistemleri ve transkripsiyon faktorleri gibi
DNA ile iligkili proteinlerin tanmmasmi ve islevini engelleyerek, transkripsiyon ve
replikasyon siirecinin yavaslatilmasina, hatta inhibe olmasina neden olabilirler (Thurston,
2006; Avendaiio ve Menéndez, 2015; Barone ve digerleri, 2013). Ornegin, Streptomyces
suslarindan izole edilen polipeptit antibiyotiklerinden biri olan aktinomisin de, DNA
zincirinin uzamasin engelleyerek hem DNA hem de RNA sentezine engel olmaktadir. Bu
etkiler, tam olarak tersinirdir ve interkalatoriin kaldirilmasiyla DNA c¢ift iplik¢igi islem
sonrast zarar gormez (Lerman, 1963). Ornegin etidyum bromiir, proflavin (DNA

iizerindeki fosfat gruplarmi negatif olarak degistirerek etkilesime girmektedir)(Garcia ve
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digerleri, 2010) ve benzopiren (Metcalfe ve Thomas, 2003) gibi kuvvetli kanserojenler
tersinir etki gostermektedir (Sekil 2.5). Interkalatorler cerceve kaymasi mutajenleri olarak

da islev goriirler (Snyder ve Hendry, 2005; Snyder, 2007).
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Sekil 2.5. Interkalasyon yoluyla baglanan ilaglar: (a) Etidyum bromiir, (b) Proflavin ve (c)
Benzopiren, Oluga baglanan ilaglar: (d) DAPI, (e) Netropsin ve (f) Distamisin
(Barone ve digerleri, 2013)

Interkalasyonda etkin olan kuvvetler yiik transfer kuvvetleridir; fakat hidrojen baglar1 ve
elektrostatik kuvvetler de kararlilikta rol oynarlar (Neidle ve Abraham, 1984). Baz ciftleri
ile interkalatér molekiiller arasindaki van der Waals kuvvetleri, birbirleriyle kiimelenmis
baz c¢iftleri arasindaki van der Waals kuvvetlerinden ¢ok daha giicliidir (Krugh ve
Reinhardt, 1975). Interkalasyon baglanma bigimi, DNA’daki hidrojen baglarinda kiriklara
sebep olmaz, fakat heliks yapiy1 deforme eder.

Leonard Lerman’a gore (1961), interkalasyonun ¢alisma prensibi; polianyonik olan DNA
sulu ¢ozeltide bulunan katyonik interkalatorii elektrostatik olarak kendine dogru ceker.
Interkalatdr iyon, DNA'nmn dis yiizeyi ile zayif bir elektrostatik bag kurar ve bunu DNA'ya
her zaman bagli durumda olan bir sodyum veya magnezyum katyonu ile yer degistirerek
yapar. DNA’ya baglanan bu ligand sonra bu hidrofilik konumdan baz ¢iftleri arasindaki
hidrofobik ortamin igine kayabilir. Bu sirada DNA molekiiliiniin ¢6zeltideki molekiillerle
carpismalardan absorpladigi enerji, baz ciftlerinin kisa siireli olarak ag¢ilmalarini saglar,
gecici bir aralanma sirasinda interkalator olusan bosluga girebilir (Lerman, 1961; Luzzati,

1961; Lerman, 1963; Sangeetha ve digerleri, 2014). Yani pozitif yiik ile omurga fosfat
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gruplar1 arasindaki elektrostatik ¢ekim, ilag-DNA etkilesimini stabilize eder (Patterson ve
digerleri, 1997). Reaksiyona giren sistemin fizikokimyasal davranig bilgisi, DNA ile
etkilesime girebilen ilaglarin biyolojik etkilerini agiklamaya yardimci olabilir (Barone ve
digerleri, 2013).

Oluga baglanma

DNA oluklarinda negatif elektrostatik ¢ekim kuvvetinin yiiksek miktarda olmasi, oluga
baglanmanin baslangic1 olarak kabul edilir (Bkz. Sekil 2.4b) (Pullman, 1989). Oluga
baglanma, ilacin ¢ift, ic veya G-dort kath sarmallarin oluklarma yerlesmesi anlamina
gelmektedir. Oluga baglananlarin interkalatorlerin aksine, DNA omurgasinda daha az
bozulmaya sebep olduklar1 bilinmektedir (Biver, Secco ve Venturini, 2005). Ilaglarm ¢ogu
biiyiikk ve kii¢iik oluklara uyum saglayarak baglanmaktadir (Raman ve Selvan, 2012).
Oluga baglanan molekiiller 6zellikle A-T (adenin-timin)’ce zengin olan bolgeler ile
etkilesime girmektedir. Bunun sebebi, A-T’ce zengin olan bdlgelerin G-C (guanin-sitozin)
bazlarmi iceren bolgelere gére daha dar olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, A-T
bazlarmin bulundugu bolgede daha fazla elektrostatik ¢ekim potansiyeli ve daha az sterik
engel bulunmaktadir (Shaikh ve Jayaram, 2004). DNA sarmalinin bir tarafindaki iplikte
omurgalar birbirine yakin konumda ise kiiciik oluk, birbirine uzak ise biiyiik oluk
olugmaktadir. Bu oluklarin boyutlariin birbirinden farklilik gostermesi, DNA ile etkilesen
protein ve diger molekiillere hedefli etkilesim se¢imi konusunda biiyiik bir ¢esitlilik
saglamaktadir (Silverman ve Holladay, 2014). Biiyiik oluk alan1 omurga seklinde olmadigi
icin, bu alandaki bazlarin DNA’ya baglanan belli proteinlerle etkilesimi kolay olmaktadir.
Karsilikli taraflarda, oluklar molekiiller etrafinda biikiilmekte ve belirli proteinlerin
baglanmasiyla DNA yapisinda degisiklik meydana gelmektedir veya transkripsiyon ve
translasyon diizenlenmektedir. Kii¢iik oluga baglanan molekiiller, genellikle heterosiklik
veya aromatik hidrokarbon halka serilerinden olugmaktadir. Distamisin veya netropsin
bazli ¢cok sayida hibrit molekiil (Bkz. Sekil 2.5), seciciligin ve 6zgiilliigiin gelistirilmesi ve
istenmeyen yan etkileri azaltilmas1 amaciyla sentezlenmistir (Khan ve digerleri, 2012).
Amido gruplarma ve ii¢ ile iki N-metilpirol halkasma sahip olan bu iki yapi, olduk¢a
yeterli olan belirli egrilikleri ile oluga uyum gosterirler; ayrica, bunlar bazlarin ve DNA
omurgasindaki fosfat gruplarinin atomlar: ile H-bag1 yapabilen verici veya alic1 atomlara
sahiptirler. Yani hidrofobik etkilesimlerinin ve hidrojen baglarinmn sayesinde, DNA’nin

kiiclik olugunda bulunan A-T’ce zengin olan bdlgeler ile etkilesime girmektedirler. Ancak
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distamisin ve netropsin gibi molekiiller DNA’nin kiiciik olugu etrafina sarilarak bir hilal
sekli olusturmamaktadir ve DNA’nin esnemesini tanimada yetersiz kalmaktadir. Bu
yiizden pirol ve imidazol halka sistemlerini ihtiva eden poliamid molekiillerinin oligomerik
"hairpin"li dizileri, spesifik bir sekansa 6zgii bir sekilde ve yiiksek afinitesi ile birlikte
DNA’nin kiiclik oluguna baglanma yetenegine sahip olmasi kosuluyla sentezlenmistir
(Sangeetha ve digerleri, 2014). Kii¢iik oluk baglayicilari, yiiksek 6zgiilliiklerinden ve gen
ekspresyonunu modiile etme egilimlerinden 6tiirii halen gelistirilmeye devam etmektedir

(Ruiz ve digerleri, 2010).

Molekiiler diizeyde, her olugun cevresi birbirinden farklilik gostermektedir (Lown, 1994).
Biiyiik oluklarin ¢oklu etkilesim alanlar1 bulunup, molekiiller ile nispeten daha giiglii
baglanma yetenegi gosterdikleri bilinmektedir (Kielkopf ve digerleri, 1998; Pabo ve Sauer,
1984). 11,6 A genislik ve 8,5 A derinligindedir (Neidle, 2001). Ote yandan, kiigiik oluklar
ise daha az sayida baglanma alanma sahiptir ve 8,2 A derinliginde olup daha kiiciiktiirler
ve kii¢ciik molekiilleri baglamak i¢in gereken alana sahiptirler. Antibiyotik ve antikanser
ilaglar ¢ogunun kii¢iik molekiiller oldugu g6z 6niine alindiginda, kiigiik oluklarm aslinda

asil baglama bolgesi oldugu sdylenebilir (Neidle, 2001, Gao, Mirau ve Patel, 1992).

Oluga baglanan molekiillerin etkilesim yollar;

e Oluga baglanan molekiiller, genellikle rotasyonal 6zgiirliige sahip olan heterosiklik ya
da aromatik hidrokarbon halka serilerinden olusmustur. Bu molekiiller kiiciik veya
biiyiik oluk igerisine yerlesebilmek i¢in bir su molekiiliinii ayrilmasina sebep olurlar.

e ilag molekiillerinin ilk hedefi spesifik DNA dizilerini tanimaktir.

e Bu hedef 16-18 baz ¢iftinden olusan bir alandr.

¢ Bu molekiiller kovalent olmayan baglar ile DNA sarmalina baglanmaktadir.

e Bu molekiiller dogrudan etkilesim 6zelligine sahip olup, niikleik asitlerin biiyiik (G-C)

veya kiigiik (A-T) oluguna baglanarak baz ciftleri arasina girer (Raman ve Selvan,
2012).

Elektrostatik etkilegim yolu ile baglanma

Negatif yiikli DNA fosfat omurgas1 ile katyonik tiirler arasindaki -elektrostatik
etkilesimler, kiiciik molekiillerin baglanma afinitesini arttirmak i¢in 6nemli olabilecek

ideal spesifik olmayan etkilesimlerdir. Biiyiik o0l¢iide, bu klasik digsal baglanma
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etkilesimleri, yani elektrostatik veya oluga baglanma, genellikle sarmalin dis tarafinda
meydana gelir. Elektrostatik etkilesim, DNA'nin ilag-ilag dissal etkilesimini saglayan bir
iskele olarak etkisini gosterir (Garcia ve digerleri, 2010). Bu tip bir etkilesim, spektral
egrilerin degismeden kaldig1 elektrostatik etkilesim ile ilgili kayda deger bir fark olusturan
UV emilim spektrumunda degisikliklere (kirmiziya kaymaya) sebep olur. Elektrostatik
etkilesimin baglanma sabitleri (AG = -12,6 kj mol?), interkalasyona kiyasla diisiiktiir
(Seifert, Connor, Kushon, Wang ve Armitage, 1999). Hem interkalasyon hem de
elektrostatik etkilesim, reaksiyon i¢in diizlemsel aromatik ligandlar gerektirir, dolayisiyla

bu baglama bi¢imleri benzer ligandlarda gozlemlenebilir.

2.6.3. DNA-ilag etkilesiminin arastirilmasinda kullanilan analiz yontemleri

Metal kompleks-DNA etkilesimlerini incelemek igin bir dizi teknik kullanilmaktadir
(Barone ve digerleri, 2013). Bunlar; Kizilétesi (IR), Raman, Sirkiiler dikroizm, UV-vis,
Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopileri, Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM),
Elektroforez, Kiitle spektrometrisi, Viskozite ol¢iimleri, Termal denatiirasyon ¢alismalari,
Cyclic, Square dalga ve Diferansiyel egilim voltametrisi, vb. Bu teknikler, ilag-DNA
etkilesiminin DNA yapis1 iizerindeki etkilerini karakterize etmek i¢in kullanilmaktadir
(Sirajuddin, Ali ve Badshah, 2013). Bunlar arasindan sadece X-isim1 ve NMR, bu
etkilesimi atomik seviye de incelemektedir (Wahl ve Sundaralingam, 1995; Cachau ve
Podjarny, 2005; Andersen ve Sletten, 2000; Han ve Gao, 2000). Kiitle spektrometrisi,
matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) ve elektrosprey iyonizasyon
(ESI) yontemlerinin getirilmesi ile biiylik ve termal olarak kararsiz biyomolekiillerin
(Mano ve Goto, 2003), oligoniikleotidler, proteinler ve metal komplekslerinin dogrudan
analizini saglamaktadir (Beck, Colgrave, Ralph ve Sheil, 2001). Bu teknik, kapiller
elektroforez (CE) veya yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile birlestirilebilir.
HPLC yontemi ise, serbest metal iyonlar1 ve koordinasyon bilesiklerini ayirt etmek ve
saptamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Martins ve digerleri, 2006; Constantinou-
Kokotou, Karikas ve Kokotos, 2001; Volckova, Dudones ve Bose, 2002). CE, yiiksek
elektrik alaninin etkisi altinda tiirlerin yilike, biiylikliige ve siirtlinme kuvvetine gore
ayrilmasina dayanmaktadir (Sekhon, 2011; Righetti, Gelfi ve D'Acunto, 2002). Bu etkili ve
hizli teknik, afinite ve secicilik hakkinda fikir vermektedir (Araya, Huchet, McGroarty,
Skellern ve Waigh, 2007; Hamdan, Skellern ve Waigh, 1998). Jel elektroforezi farkli
protokoller i¢in kullanilabilir; topoizomeraz inhibisyon (Webb ve Ebeler, 2003) ve DNA
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kesme c¢aligmalar1 (Ruiz ve digerleri, 2010; Tan, Wang ve Zhu, 2009) interkalatif
baglanmay1 (Keck ve Lippard, 1992; Zeman, Depew, Danishefsky ve Crothers, 1998)
dogrulamaya yardimci olan deneylerdir. Footprinting, niikleik asitlerin omurgasindaki
spesifik sekanslara baglanan ilaglar tarafindan enzimatik veya kimyasal niikleaz
aktivitesinin inhibe edildigi kesim deneyleridir. Poliakrilamid CE yontemi ile niikleik asit
fragmentleri ayrilarak, baglanma bolgelerinin uzunlugu ve pozisyonu hakkinda fikir sahibi
olunmaktadir (Hampshire, Rusling, Broughton-Head ve Fox, 2007). Sekansa 0zgii
seciciligi incelemek i¢in, rekabet diyalizi (Ren ve Chaires, 1999), restriksiyon endontiikleaz
koruma seleksiyonu ve amplifikasyonu (REPSA) (Van Dyke, Van Dyke ve Sunavala-
Dossabhoy, 2007; Stoltenburg, Reinemann ve Strehlitz, 2007), iisse ait zenginlestirme ile
ilaglarm sistematik evrimi (SELEX) (Khalid, Hannon, Rodger ve Rodger, 2006) ve
floresan interkalator yer degistirmesi (FID) (Tse ve Boger, 2004; Asare-Okai ve Chow,
2011) yontemleri kullanilmaktadir. Elektron paramanyetik rezonansi (EPR), DNA'ya bagl
bir paramanyetik merkezle donatilmis ilaglarin heliks eksenine olan uyumunun yani sira
DNA ipligindeki konformasyonal degisiklikleri anlamak i¢in kullanilir (Ng ve digerleri,
2008). Raman spektroskopisi (Duguid, Bloomfield, Benevides ve Thomas, 1993) ve
Yiizey-gelistirilmis Raman spektroskopisi (SERS) (Xie ve digerleri, 2008), niikleik asit
baglanma bdlgelerini  belirlemek ve ilacin uyarmasi sonucunda DNA olusan
konformasyonel degisimleri karakterize etmek i¢in kullanilan tekniklerdir. Yiizey plazmon
rezonans1 (SPR) gercek zamanli olarak DNA-ilag etkilesimi sirasinda meydana gelen
kirilma indeksindeki degisimleri 6lger (Ciolkowski, Fang ve Lund, 2000), denge ve
etkilesim kinetigi hakkinda fikir verir (Tanious, Nguyen, Wilson, Correia ve Detrich,
2008). Atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) DNA-ilag komplekslerinin dogrudan
goriintiilenmesine olanak verir (Alessandrini ve Paolo, 2005). Viskozite ve sedimantasyon
hidrodinamik yontemleri, baglanma bi¢imini belirlemek icin kullanilmaktadir. Ligandin
baz ciftlerine interkalasyonu, DNA c¢ift sarmalinin kismi olarak gevsemesine ve
uzunlugunda artisa neden olur, dolayisiyla nispi viskozitede artiy ve sedimantasyon
katsayisinda ise azalma olur. Bu degisiklikler oluga baglanma bi¢iminde
gozlemlenmemektedir (Cohen ve Eisenberg, 1969). Polarize 151k spektroskopisi, DNA-ilag
komplekslerinin hizli bir sekilde karakterizasyonunu miimkiin kilar. Lineer dikroizm (LD)
ilacin DNA uzun eksenine oryantasyonu ile dogrudan iligkilidir. LD'nin varhig: ilacin
DNA'ya bagl oldugunu gdosterir. Baz ciftlerine siki sikiya istiflenmis interkalatorler, baz
ciftlerine benzer LD gosterirken, oluk baglayicilar1 karsit LD gosterirler (Norden, Kubista
ve Kurucsev, 1992). Sirkiiler dikroizm (CD), DNA-ilag¢ kompleksini yapisal olarak
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anlamay1 saglamaktadir. Kiral olmayan ilaglar sinyal vermez, bu yiizden kiral olmayan bir
ilacin absorpsiyon bolgesinde bir sirkiiler dikroizm sinyalini indiiklemesi (ICD), o ilacin
DNA'ya baglandiginin en biiyiik gostergesidir (Kypr, Kejnovska, Renc¢iuk ve Vorlickova,
2009). UV-vis absorpsiyon ve floresans spektroskopisi, iyi duyarlilik, tekrarlanabilirlik,
basitlik ve ¢cok yonliiliikklerinden dolay1 en ¢ok kullanilan yontemler olup, bu yontemler ile
yeni bir sitotoksinin DNA ile etkilesip etkilesmedigi ve nasil etkilestigi hizli ve basit bir
sekilde belirlenebilmektedir (Palchaudhuri ve Hergenrother, 2007). Ilaglarin absorbans ve
floresans spektrumlari, niikleik asitlerle etkilesime girmeleri sonucun da degismektedir.
Niikleik asitlerle etkilesime girdiginde floresans artis1 veya sondiirme gozlemlenebilir
(Busto ve digerleri, 2011). Kalorimetrik teknikler, termodinamik baglanma parametrelerini
elde etmek icin giigli bir aractir. DNA-ilag kompleksinin termal denatiirasyonu,
diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) (Giancola ve Therm, 2008) veya DNA erimesinin
termodinamik Ozelliklerini saglayan UV-vis (Mergny ve Lacroix, 2003) Odlclimleri
tarafindan degerlendirilir. Interkalatdrler erime sicakligmi artirmaktadirlar ve diger
baglanma modlarna gore termal stabilizasyon neden olmamaktadirlar. Izotermal titrasyon
kalorimetrisi (ITC) stokiyometri ve baglanma afinitesi hakkinda fikir verir (Chaires, 2008;
Jelesarov ve Bosshard, 1999). Molekiiler dinamikler, Monte Carlo simiilasyonlar1 ve
kuantum kimyasal hesaplamalar gibi molekiiler modelleme teknikleri (Gago, 2004) ve
hesaplamal1 yaklagimlar, baglanma modlari, baglanma enerjileri, spesifik sekanslar,
baglanma afiniteleri, stokiyometri ve DNA-ila¢ etkilesiminin konformasyonel

degisiklikleri hakkinda bilgi saglar.



26



27

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Asimetrik diimin Schiff baz

Bu calismada, yapisinda asimetrik olarak iki adet imin grubu bulunan ve serbest karboksil
(COOH) grubu iceren "amino asit Schiff baz1" benzeri yeni bir Schiff bazi1 (Sekil 3.1)
kullanilmugtir.  2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik asit  olarak
adlandirilan asimetrik diimin Schiff bazi, Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
Anorganik Kimya Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Dr. Ozlem OZDEMIR tarafindan ilk
kez sentezlenmistir. Bilesik orijinal olup, iki asamali bir metotla elde edilmistir. Birinci
asamada aldehit olarak 4-nitrobenzaldehit (Merck) ve amin bilesigi olarak antranilik asit
(Aldrich) kullanilarak bir nitro-Schiff bazi elde edilmistir. ikinci asamada, bu nitro-Schiff
bazinin yapisindaki nitro grubu sodyum ditiyonit (Aldrich) ile amino grubuna indirgenmis
ve salisilaldehit (Aldrich) ile tepkimeye sokularak, asimetrik diimin Schiff bazi

sentezlenmistir.

720 /2 NN

COOH HO

Sekil 3.1. 2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik asit
3.1.2. Cahismada kullanilan hiicre hatlar

Calismada gastrointestinal sistem epitelyum hiicrelerine bir model olarak kullanilan insan
kolorektal adenokarsinoma kanser hiicre hattt HT-29 (Resim 3.1) (ATCC® HTB-38TM)
ve insan servikal kanser hiicre hatti HeLa (Resim 3.2) (ATCC® CCL-2TM) kullanilmistir.
HT-29 hiicreleri, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dali dgretim
iiyesi Prof. Dr. Hakan AKBULUT tan, HeLa hiicreleri ise, Hamamatsu Universitesi
Patoloji boliimiinden (Japonya) temin edilmistir. Hiicreler ile yapilan tiim ¢alismalar steril

kabin (Telstar BIO IT A) igerisinde ger¢eklestirilmistir.
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10 pm

Resim 3.2. HeLa hiicre hattinin inverted mikroskop goriintiisii (10X)
3.1.3. Cahsmada kullanilan Salmonella typhimurium test suslar

Deneyde, Maron ve Ames (1983) tarafindan, Salmonella typhimurium LT2 atasal susundan
in vitro mutasyonlarla gelistirilmis TA98 ve TA100 suslar1 kullanilmistir. Bu suslar Afyon
Kocatepe Universitesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyeleri’nden olan Prof. Dr. Muhsin

KONUK’dan temin edilmistir. S. typhimurium TA98 suslari kodon kaymasi, S.



29

typhimurium TA100 susu baz ¢ifti donlisiimi tipindeki mutasyonlarin saptanmasinda

kullanilmistir (Resim 3.3).

=

Resim 3.3. S. typhimurium TA98 (A) ve S. typhimurium TA100 (B) mutant suslarmin
100X1ik objektifteki 151k mikroskobu goriintiileri (Kristal viyole)

3.1.4. Mutajenite testinde kullanilan besi ortamlar ve ¢ozeltiler

Calismada kullanilan besi ortamlar1 ve c¢ozeltiler asagidaki belirtildigi sekilde

hazirlanmustir.

Vogel-Bonner-E ortami (50X VB tuzlari)

1000 mL
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOa4.7H20) 109
Sitrikasit monohidrat 100 g
Dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPQOy) 500 g
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH4 PO4.4H,0) 175 ¢
Distile su (45 °C) 670 mL

Yukarida belirtilen maddeler sirasi ile distile suya eklenmistir. Toplam hacim 1000 mL’ye
tamamlanip, otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Oda sicakliginda saklanmustir.
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(0.5 mM) Histidin/biyotin (HB) soliisyonu

250 mL
D-Biyotin (F.W. 247,3) 30,9 mg
L-Histidin-HCI (F.W. 191,7) 24,0 mg
Distile su 250 mL

Biyotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢6ziilmiis ve sonra histidin ilave edilerek
otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmustir.

(% 0,8/0,02 NaOH) Ampisilin soliisyonu

100 mL
Ampisilin trihidrat 0,89
0,02 M NaOH 100 mL

Ampisilin trihidrat, 0,02 M NaOH i¢inde ¢6ziilmiis ve sterilizasyon igin 0,22 pum por ¢aph

filtreden gegirilmistir. Cozelti +4 °C’de saklanmustir.

Top agar

1000 mL
Agar 69
NaCl 59
Distile su 1000 mL

Yukarida belirtilen maddeler sirasi ile distile suya eklenmistir. Manyetik karistiricida
wsitilarak ¢Oziilmiis ve otoklavda 121 °C’de 20 dk sterilize edilmistir. Biraz soguduktan
sonra 100 mL top agara 10 mL (0,5 mM) HB soliisyonu olacak sekilde ilave yapilarak

karistirilmistir.



31

Histidin/biyotin plaklar: (HB agar)

1000 mL
Agar 159
% 20 Glukoz 50 mL
% 0,5 Histidin 10 mL
% 0,13 Biyotin 6 mL
50X VB 20 mL
Distile su 914 mL

Agar ve distile su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. Soliisyon 45
°C’ye kadar sogutulup, igerisine % 20 glukoz, 50X VB tuzlar1 ve histidin ¢ozeltisi

eklenmis, soliisyon biraz daha soguduktan sonra biyotin ilave edilerek karistirilip plaklara

30 mL olarak aktarilmistir.

Histidin/biyotin/ampisilin plaklar1 (HBA agar)

1000 mL
Agar 159
Distile su 910 mL
50X VB 20 mL
% 20 Glukoz 50 mL
% 0,5 Histidin 10 mL
% 0,13 Biyotin 6 mL
(% 0,8/0,02 NaOH) Ampisilin 3,15 mL

Agar ve distile su karigtirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sollisyon 45
°C’ye kadar sogutulup, icerisine % 20 glukoz, 50X VB tuzlar1 ve histidin ¢dzeltisi
eklenmis, soliisyon biraz daha soguduktan sonra biyotin ve ampisilin ilave edilerek

karigtirtlip plaklara 30 mL olarak aktarilmistir. Bu petrilerde bakteriler 4 °C’de 2 ay siire
ile saklanabilmektedir.
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Minimal glukoz agar (MGA) plaklari

1000 mL
Agar 159
Distile su 930 mL
50X VB 20 mL
% 20 Glukoz 50 mL

Agar ve distile su karistirildiktan sonra otoklavlanarak sterilize edilmistir. Soliisyon 45
°C’ye kadar sogutulup, igerisine % 20 glukoz ve 50X VB tuzlar1 eklenip, karistirilarak
plaklara 30 mL olarak aktarilmistir.

0,2 M Fosfat tamponu (pH 7,4)

500 mL
0,2 M Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH2PO4.H20) 13,82 ¢
0,2 M Disodyum hidrojen fosfat (NazHPQOa) 14,29
Distile su 500 mL

Yukarida belirtilen maddeler siras1 ile distile suya eklenmistir. Karisim pH 7,4°e
ayarlandiktan sonra 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir. Oda sicakliginda

saklanmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Asimetrik diimin Schiff bazinin hazirlanisi

1 mmol (0.270 g) nitro Schiff baz1 (Sekil 3.2A) 50 °C’da etanol-su karigiminda (40 mL:40
mL) ¢oziilmiistiir. 10 mmol (1.740 g) kat1 sodyum ditiyonit bu ¢ozeltiye bir saat siire
icerisinde azar azar eklenmis ve Kkaristirilmistir (Sekil 3.2B). Indirgenme islemi
tamamlandiginda, 5 mL etanol igerisinde ¢6ziilmiis olan 1 mmol (0.122 mL) salisilaldehit
yukaridaki karisima eklenmistir (Sekil 3.2C). Karisim 60-65 °C sicaklikta 6 saat boyunca
karigtirilmigtir. Bu ¢ozelti oda sicakliginda yaklasik bir hafta boyunca bekletilmistir.

Siirenin bitiminde olusan agik turuncu renkli kat1 etanolden kristallendirilmistir.
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1. in EtOH
: H
QNH2 " OHCONOZ 2 reflaks; Sh <;>—|\1=(:-<;>—No2
COOH COOH (A)
1 mmol 1 mmol
1.in EtOH:su (1:1)
2. 10 mmol Nay,S,04
3.50°C; 1h
H 1. Salisilaldehit etanol iginde
N=C NH,  2.60-65 °C; 5h H
Q <:> 2 2 N=C—QN=C
COOH H
(B) COOH HO
(€)

Sekil 3.2. Asimetrik diimin Schiff bazinin sentez basamaklar1
3.2.2. DNA baglanma ¢alismasi

DNA baglanma c¢alismasi olarak, Schiff bazi-DNA etkilesimlerinin arastirilmasinda en
yaygin ve etkili tekniklerden biri olan UV absorpsiyon ¢alismasi yapilmistir (Shahabadi,
Kashanian ve Darabi, 2010; Sun ve digerleri, 2011; Jaumot ve Gargallo, 2012; Wei, Wang
ve Zhang, 2010; Bhadra ve Kumar, 2011). Bu galismayla Schiff bazi ile DNA arasindaki
etkilesim bi¢iminin ve baglanma afinitesinin belirlenmesi amacglanmistir (Shahabadi,

Kashanian, Khosravi ve Mahdavi, 2010).

Sigma-Aldrich’ten kat1 olarak alman CT-DNA, 5 mM Tris-HCI/50 mM NaCl (pH 7,2)
tampon ¢Ozeltisi ile oda sicakliginda ¢oziilmiistiir. En fazla 3 giin +4 °C’de saklanmustir.
CT-DNA molar derisimi, 260 nm dalga boyunda dlciilen absorbans degeri ve molar
absorpsiyon katsayis1 (e=6600 Mlcm™) kullanilarak bulunmustur (Gultneh ve digerleri,
1999). CT-DNA stok ¢ozeltisinin RNA ya da protein kontaminasyonu igerip icermedigi,
Ao60/Azg0 oranmim 1,8-2,0 arahiginda olup olmadigi Take3 plate (BioTek) ile kontrol
edilmistir (Marmur, 1961; Tekin, 2014). Schiff bazi, DMSO (Dimetilsiilfoksit, Merck)
icerisinde ¢oziilerek 5x10°M konsantrasyonunda bir stok ¢dzelti hazirlanmis ve ¢aligmada

kullanilacak 35 uM konsantrasyonu ise, bu stok ¢ozeltisinden hazirlanmistir.

Absorpsiyon titrasyon deneyi i¢in, UV-absorpsiyon spektrumlari, 35 uM Schiff bazi, 5-120
uM arasindaki konsantrasyonlarda, CT-DNA ilave edilip, son hacim 5 mM Tris-HCI /50
mM NaCl (pH 7,2) tamponu ile tamamlanarak, 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakildiktan sonra, T60 UV-vis Spektrofotometrisinde (PG Instruments) 200 ile 500 nm
dalga boyu araliginda oOl¢iilmiistiir (Li ve digerleri, 2011). Elde edilen sonuglardan
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McGhee-von Hippel (MvH) Es. 3.1 gore, her bir DNA konsantrasyonuna ([DNA]) kars1
[DNA]/(ea-ef) degerleri grafige gegirilmistir. Grafikten elde edilen dogrunun egimi 1/(eb-
ef)’yi, kesim noktasi ise 1/Kp(eb-ef) olarak bulunmus ve iki deger birbirine oranlanarak

baglanma sabitleri (Kb) hesaplanmistir; [DNA]/(ea-ef)= [DNA]/(eb-ef) + 1/Kp(eb-ef) (3.1)

([DNA]: DNA konsantrasyonu (M), ef: Serbest haldeki bilesigin molar soniim katsayisi,
eb: Bilesigin ¢ozeltideki bagli formunun molar séniim katsayisi, ea: Olgiilen
absorbans/[Kompleks (M)] ile hesaplanan molar soniim katsayisi, Ky: Baglanma sabiti)

(Pyle ve digerleri, 1989).

Absorbans siddetindeki degisim ise Es. 3.2 kullanilarak yiizde oranlariyla verilmistir;
%H=[(Ai-As)/(A1)]x100% (3.2)

(% H: Absorbans siddetindeki degisimin (hipokromizm veya hiperkormizimin) ylizde
degeri, Ai: DNA eklenmeden Once bilesigin serbest haldeki absorbans siddeti, As:
Maksimum konsantrasyonda DNA ilave edildikten sonraki bilesigin absorbans siddeti)

(Pravin, Utthra, Kumaravel ve Raman, 2016; Shahabadi, Kashanian ve Darabi, 2009)

3.2.3. DNA kesim aktivitesi

Bu calismanin amaci, Schiff bazinin DNA kesim aktivitesi gosterip gostermedigini ortaya
koymaktir ve dolayisiyla kanser tedavisinde terapotik amagla kullanilabilme imkan1 bulup
bulmayacagi da arastirilmistir. Tiim kesim aktiviteleri i¢cin pBR322 plazmid DNA
kullanilmustir. Schiff bazi stok ¢ozeltisinden (5x10°M), ¢alismada kullanilacak 1000-3500
puM arasindaki konsantrasyonlar hazirlanmistir. Bu deneyde 7 pL plazmid DNA (0,5
pg/uL), Schiff bazmin stok soliisyonundan hazirlanan 1000-3500 pM arasindaki
konsantrasyonlar ile sirasiyla karigtirilmistir. Son olarak toplam hacim 30 pL olacak
sekilde, reaksiyon karistmi 10 mM Tris—HCI/50 mM NaCl tamponu (pH 7,22) ile
seyreltilmistir. Bundan sonra, reaksiyon karisimlari 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra &rnekler, % 1°lik agaroz jel iizerine 4 uL yiikleme boyasi (% 0,25
bromfenol mavisi, % 0,25 ksilen siyanol, % 30 gliserol, 10 mmol EDTA (Etilendiamin
tetra asetik asit)) ile yiiklenmistir. Jel, TAE tamponunda 45 dk 70 V'da yiiriitilmiistiir. EB
(Etidyum bromiir, 10 mg/mL) ¢ozeltisi ile boyanmistir. UV 15181 altinda Jel
Dokiimantasyon Sistemi (BIO-RAD) ile goriintiilenmistir (Kulaksizoglu, Gokce ve Gip,
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2012; Netalkar, Netalkar, Budagumpi ve Revankar, 2014). DNA Kkesim aktivitesi,
kompleksin siipersarmal DNA (SC)’y1, ¢entikli sirkiiler form (NC) ve lineer forma (LC)
doniistiirme yeteneginin belirlenmesi ile dlciilmiistiir. Bant yogunluklari, Image Lab™

Software Version (Yazilim Siiriimii) 5.2.1 programi kullanilarak belirlenmistir (Bernadou,

Pratviel, Bennis, Girardet ve Meunier, 1989; Babu, Reddy ve Krishna, 2007).

Schiff bazi tarafindan uyarilan pBR322 DNA’smin kesim aktivitesini incelemek ve kesim
mekanizmasini daha iyi anlayabilmek amaciyla, ¢esitli aktivorler, radikal gidericiler ve
oluk baglayicilar kullanilmistir. Kesim reaksiyonu, aktivator olarak; hidrojen peroksit (0,4
M, H20,), askorbik asit (0,4 M, AA), radikal giderici olarak; etil alkol (0,4 M, EtOH),
sodyum azid (0,4 M, NaNs), oluk baglayicilar olarak ise; 4',6-Diamidino-2-fenilindol
dihidroklorid (8 uM, DAPI) ve metil yesili (MG, 0,01 mg/mL soliisyonundan 2,5 uL)
varhiginda incelenmistir. Ornekler 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
DNA kesim aktivitesi, yukarida anlatildig1 sekilde belirlenmistir (Arjmand ve Jamsheera,
2011; Li ve digerleri, 2011; Arjmand, Parveen, Afzal, Toupet ve Hadda, 2012; Arjmand,

Sharma, Muddassir ve Tabassum, 2011).

3.2.4. Antikanser aktivite

Schiff bazinin HT-29 ve Hel a hiicre hatlari iizerine antiproliferatif etkisi

HT-29 (/nsan kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti) hiicresinin gelistirilme kosullar:

HT-29 hiicresi, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, Grand Island, NY,
USA) igerisine; % 1 L-Glutamin (Sigma), % 1 penisilin/streptomisin (Sigma), % 10 fetal
sigir serumu (FBS; Gibco) ve % 40 MCDB-201 (Sigma) katilarak hazirlanmis besi
ortaminda, 37°C sicaklikta, % 5 CO2 igeren inkiibatorde (Panasonic) gelistirilmistir.
Caligmada kullanilacak hiicrelerin besi ortamun giin asir1 degistirilmis ve flasklarda tam
yayilma (% 80-90) gostermis hiicreler Tripsin-EDTA (Gibco) ¢ozeltisi ile kaldirilmis ve
thoma lamu ile inverted mikroskopta (Leica DM IL LED) sayim1 yapilmistir. Sitotoksisite
ve antiproliferatif aktivite ¢aligmalarinda hiicreler, 96 kuyulu mikroplaklara aktarimustir.
Mikroplaklarda 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde yogunluga ulasana kadar gelistirilmis ve

sonrasi denemelere alinmistir (Shivananjappa ve Joshi, 2011; Morita ve digerleri, 2002).
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HelLa (Insan serviks adenokarsinoma hiicre hatt) hiicresinin gelistirilme kosullar

HeLa hiicresi, DMEM igerisine % 10 fetal sigir serumu, % 1 penisilin/streptomisin ve % 1
L-Glutamin katilarak hazirlanmis besi ortaminda, 37°C sicaklik ve % 5 CO2 igeren
inkiibator de gelistirilmistir. Besi yeri giin asir1 degistirilmek suretiyle hiicrelerin biiylime
ve gelismeleri takip edilmis, flasklarda % 80-90 (maksimum) yogunluga ulagsmis hiicreler
Tripsin-EDTA ile kaldirilmis, deneme dncesi 96 kuyulu mikroplaklara alimmis ve 1x10%
hiicre/kuyu yogunluguna ulasana kadar gelistirilmistir (Morita ve digerleri, 2002).

HT-29 ve HeLa hiicreleri kriyo tiiplerde -196 °C’de Sivi azot tankinda (International
Cryogenics, Inc., IC 38RX) saklanmustir.

Antiproliferatif aktivite testi

Kanser hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik diizeyde antiproliferatif etkinin belirlenmesi
amaglanmistir. HT-29 ve HeLa hiicre canliligi, MTT yontemi ile belirlenmistir. MTT testi,
apoptozisin erken evresinde veya canli hiicrelerdeki mitokondriyal rediiktaz enziminin, sar1
renkli MTT (3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir) c¢ozeltisinde
bulunan tetrazolium halkasini, suda ¢6ziinmeyen mor renkli formazan kristallerine (Sekil
3.3 ve Resim 3.4) doniistirmesi ve olusan renkli kristallerin DMSO ile ¢oziilerek,
¢ozeltinin 570 nm’de spektrofotometrik olarak Olciilmesi esasma dayanmaktadir

(Mosmann, 1983).

Tetrazolium Formazan

v §
A - O_E-u..@::

Oy

Sekil 3.3. Tetrazolyum tuzlarmin formazana indirgenmesi (Kagar, 2016)
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Resim 3.4. Formazan kristallerinin 10X’lik objektifteki inverted mikroskop goriintiisii

5x10° M konsantrasyonda hazirlanmis stok soliisyonundan, 50-1000 uM konsantrasyon
araliginda Schiff bazi mikroplaklara ilave edilmistir ve sirasiyla 24, 48 ile 72 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasmda kuyucuklara MTT (5 mg/mL PBS
tamponu i¢inde) soliisyonu 20 uL ilave edilmis ve 37 °C'de 4 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuktan MTT’li ortam uzaklastirilmistir.
Her bir kuyucuga 200 uL. DMSO konularak, 30 dk hiicre icindeki formazan kristallerinin
¢oziinmesi saglanmistir. Orneklerin, Elisa Reader mikroplaka okuyucusu (Epoch BioTek)
ile 570 nm’de absorbanslar1 okunmustur (Zhang ve digerleri, 2013; Tetteh, Dodoo,
Appiah-Opong ve Tuffour, 2014; Hajrezaie ve digerleri, 2014; Kril ve digerleri, 2012).
HT-29 ve HeLa hiicre hatlarinda gerceklestirilen antiproliferatif aktivite ¢aligmalarinda,
mikroplakalarda renk degisikligi gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda canlilik yiiksek
oldugu icin daha koyu bir renk gozlemlenirken, deney gruplarinda uygulanan Schiff
bazinin konsantrasyon artigina bagli olarak renk yogunlugu azalmistir. Bu durum canliligin
azalmasi ile dogru orantilidir (Resim 3.5). Canli hiicrelerde mitokondriyal rediiktaz enzimi,
MTT soliisyonunda bulunan tetrazolium halkasini, suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan
kristallerine doniistiiriir. Renk yogunlugundaki azalma bu enzimin yeterli sayida olmadigi,
yani yeteri sayida canli hiicre olmadig1 anlamina gelmektedir. Sonuglar degerlendirilirken,
kontrol grubunun (Schiff bazi ile muamele edilmeyen) hiicre canliligi % 100 kabul
edilerek, karsilagtirmali olarak grafiklendirilmistir. Deney her bir veri i¢in 6 paralel olarak
yapilmistir ve ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Deney ve kontrol
gruplarmin ortalama absorbans (ABS) degerleri karsilastirilarak, asagida verilen Es. 3.3 ile

% canlilik degeri hesaplanmistir;

% Canlilik = [ABSD / ABSK] x 100 (3.3)
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(ABSD: Deney grubunun ortalama absorbans degeri, ABSK: Kontrol grubunun ortalama
absorbans degeri) (Krishnamoorthy, Sathyadevi, Cowley, Butorac ve Dharmaraj, 2011;
Rao ve digerleri, 2011; Li ve digerleri, 2011).

ICso, kontrol hiicrelerine kiyasla, ilgili kimyasal ile muamele sonrasi hiicrelerin % 50°sini
oldiiren konsantrasyondur (Scheffler, You ve Ott, 2010; Rubner ve digerleri, 2010). Bilesik
konsantrasyonlarina bagli % canlilik, Microsoft Excel de grafiklestirilmis, grafikteki
regresyon denklemine bagli olarak hiicrelerin % 50’sinin Oliimiine sebep olan
konsantrasyon belirlenmistir (Aratjo ve digerleri, 2013). Istatistiksel analizler ise, SPSS

22.0 programu ile yapilarak gruplar arasindaki farkliliklara bakilmastir.

Resim 3.5. HT-29 (A) ve HelLa (B) hiicre hattlarinda MTT yontemi ile gergeklestirilen
antiproliferatif aktivite ¢galismasinin mikroplaka goriintiileri

Sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) testi

CBMN testi, interfaz hiicrelerinin sitoplazmasi i¢inde mikroniikleus olusumunu uyaran
bilesiklerin tespiti i¢in kullanilan bir mutajenite test sistemidir. CBMN testi, morfolojik
kriterler kullanarak, hiicre boliinmesi inhibisyonu, kromozom kaybi, kromozom kirilmasi,
apoptozis ve nekrosis gibi sitotoksite, antiproliferatif aktivite ve genotoksisite

degerlendirmelerine olanak saglamaktadir (Fenech, 2000).

Bu tez caliymasinda, Schiff bazmin antiproliferatif etkisinin genototoksisiteye bagli bir
apoptozis ile iliskili olup olmadigmnin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada 6 kuyulu
mikroplaklarda 5 x10° hiicre/kuyu (2,0 mL/kuyu) olacak sekilde HT-29 ve HeLa hiicreleri
gelistirilmistir. Schiff baz1 stok ¢ozeltisinden (5x10°M), ¢alismada kullanilacak 1000 uM
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konsantrasyonu hazirlanmigtir. Bu konsantrasyondaki Schiff bazi ile muamele edilen
hiicreler, hiicre boliinmesi ve kromozom hasarina bagli mikroniikleus olusumunu

belirlemek amaciyla % 5 C02, 37 °C’de 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra, mitoz sonrasindaki hiicre boliinmesini inhibe edebilmek igin
sitokalazin B (Sigma) (Cyt-B, 6 pug/mL) iceren taze DMEM uygulanmistir ve 27 saat igin
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda, hiicreler iki kez PBS ile yikanmustir, tripsinizasyon
(% 0,05 tripsin-EDTA’nm 300 pL’si ile 5 dk) ile kaldirilmistir ve 10 dk boyunca 720 x
g'de santrifiij edilmistir. Pelletler daha sonra oda sicakliginda hipotonik soliisyonda (3 mL
% 0,56 KCI) yeniden siispanse edilmistir ve 3 mL Carnoy reaktifi (metanol: glasiyal asetik
asit - 5:1 v/v) ile fikse edilmistir. Hiicre siispansiyonlar1 10 dk 720 x g'da tekrar santrifiij
edilmistir ve 6 mL fiksatif icinde yeniden silispanse edilmistir. Ardindan tiipler 10 dk i¢in
santriflij edilmistir, siipernatant atilmistir ve hiicre siispansiyonlar1 lamlara (konsantrasyon
basina ii¢ lam) damlatilarak yayilmistir. Kuruduktan sonra, lamlar 20 dk % 10 Giemsa
(Vms Chemical) ile boyanmustir, distile su ile yikanmis, havayla kurutulmustur (Fenech,
2007). Hiicreler, bir 151k mikroskobu (LEICA DM750, Leica Application Suite Version
4.3.0) kullanilarak, 100X biiyiitme ile incelenmistir.

Schiff bazimm 1000 uM konsantrasyonunun hem 24 hem 48 saat uygulamalar1 igin,
incelenen 500 biniikleat hiicrede toplam MN (mikroniikleus) sayis1 saptanarak, MN tasiyan
biniikleat hiicrelerin orani ve toplam MN sayisinin incelenen bintikleat hiicre sayisina
boliinmesiyle hiicre basina diisen MN ortalamast ve % MN hesaplanmistir (Fenech, 2000;
Titenko-Holland ve digerleri, 1997; Symonds, Konczak ve Fenech, 2013).

Toksisite ve antiproliferatif aktivite Olciitii olarak her kiiltiirde 500 hiicre sayilmis ve
sitokinez-blok proliferasyon indeksi (CBPI) hesaplanmistir. CBPI, hiicre siklusunda
gecikmenin bir Olgiitii olarak kabul edilip, sitokalazin B’ye maruz kalma siiresince her
hiicre i¢in hiicre siklusu sayis1 hakkinda bilgi verir. Asagidaki Es. 3.4 ile hesaplanmustir;
CBPI =[IN+(2x2N)+(3x>2N)]/TC (3.4)

(IN: Bir ¢ekirdekli hiicre sayisi, 2N: iki ¢ekirdekli hiicre sayisi, > 2N: Ikiden daha fazla
¢ekirdek bulunduran hiicre sayisi, TC: Incelenen toplam hiicre sayis1) (Fenech, 2000; Pepe

ve digerleri, 2013; Titenko-Holland ve digerleri, 1997).
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Bir bilesigin DNA replikasyonu iizerindeki etkisini saptamak amaciyla replikasyon indeksi
kullanilmistir. Replikasyon indeksi (RI) asagidaki Es. 3.5 kullanilarak hesaplanmistir; RI=
[(CN)+(2x=>2N)/A(TC)U] / [((2N)+(2x>2N))/(TC)K] *x100 (3.5)

(U: Uygulama yapilan grubun hiicre sayisi, K: Kontrol grubunun hiicre sayisi) (Tarantini
ve digerleri, 2015). Her deney i¢in kontrol grubu; herhangi bir uygulama yapilmamis,
DMEM’de gelistirilmis hiicre kiiltlirtidiir.

Elektron mikroskobu ile morfolojik degerlendirme

Bu ¢alismada, 6 kuyulu mikroplaklarda, lamel iizerinde 5 x10° hiicre/kuyu (2,0 mL/kuyu)
olacak sekilde HT-29 ve HelLa hiicreleri gelistirilmistir. Schiff bazi stok cozeltisinden
(5x103M), c¢ahismada kullanilacak 1000 pM konsantrasyonu hazirlanmistir. Bu
konsantrasyondaki Schiff bazi ile muamele edilen hiicreler, % 5 CO02, 37 °C’de 24, 48 ve 72
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda, hiicreler % 2,5 Gluter aldehitte tespit
edilmistir. Sonra, sodyum fosfat tamponu (pH 7,2) ile yikanmis ve % 70’lik alkole
alinmistir. Yikselen alkol serilerinden sonra ise, kritik noktada kurutulmustur (Polaron,
CPD 701 Critical Point Dryer). Kaplama cihazinda (Polaron SC502) altinla kaplanmistir ve
taramali elektron mikroskobunda, (SEM, Jeol JSM-6060) 10 kV’de incelenerek, dijital

gorintileri almmustir.

3.2.5. Topoizomeraz Ilo inhibisyon ¢alismasi

Bu calisma ile Schiff bazinin insan topoizomeraz Ila (topo Ila) aktivitesi lizerine olan
etkisinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismanin temeli, bir inhibitor tarafindan topo
llo’nin ¢ift iplikli DNA kiriklarim1 yeniden birlestirmesi aktivitesini inhibe ederek, DNA
replikasyonunun devam etmesine engel olmaktir. Hiicrelerdeki tek ya da ¢ift zincir kiriklt
DNA pargalarinin birikimi sonucunda ise programli hiicre 6liimii meydana gelmektedir

(Baguley ve Ferguson, 1998; Tirmoglu, 2016; Oztiirk, 2013).

Schiff bazi stok ¢ozeltisinden (5x10°M), calismada kullanilacak 500 ve 1000 pM
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlarin, insan topo Ilo inhibitdr aktivitesi
asagidaki gibi Ol¢iilmiistiir. 200 ng stipersarmal pBR322 plazmid DNA's1 (Thermo
Scientific) ve 1 birim (unit) insan topo Ila (TopoGEN, ABD) igeren karisim, test tamponu
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(1,5 M NaCl, 0,1 M MgCl,, 5 mM ditiotreitol, I mM ATP ig¢eren 0,5 M Tris-HCI (pH 8,0))
icinde bilesik ile ve bu bilesik olmadan 37 °C'de 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. 20
puL'lik son hacimdeki reaksiyon, 3 pL 7mM EDTA’nmn eklenmesiyle durdurulmustur.
Reaksiyon iirlinleri, TAE tamponu ile % 1’lik agaroz jelde 25 V'da, 4 saat boyunca
yiritiilerek analiz edilmistir (Jun ve digerleri, 2011; Xue ve digerleri, 2012; Zeglis,
Divilov ve Lewis, 2011) ve DNA bant yogunluklari Olgiildiikten sonra her bir

konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degeri Es. 3.6 kullanilarak hesaplanmaistir.

% inhibisyon= [ODsDNA / ODksDNA]x100 (3.6)

(ODsDNA = Inhibisyon sonucu gevsemis hale doniistiiriilmeyen siipersarmal DNA bant
yogunlugu, ODksDNA = Enzim olmayan kuyudaki siipersarmal DNA bant yogunlugu)
(Park ve digerleri, 2004). Bilesik konsantrasyonlarma bagli % inhibisyon ise, Microsoft
Excel’de grafiklestirilmis, grafikteki regresyon denklemine bagh olarak 1Cso (%50

inhibisyona neden olan konsantrasyon) belirlenmistir (He, Jin ve Tan, 2015).

3.2.6. Mutajenite testi

Bu test ile Schiff bazinin S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suslari
iizerindeki mutajenik etkisinin arastirilmasi amac¢lanmistir. Bu testin temeli, yapay
mutasyon olusturulmus olan S. typhimurium’un histidin aminoasidini sentezleme
yeteneklerini kaybetmis his- olan oksotrofik suslarin test bileseni ile muamelesinden sonra
tekrar bir mutasyon gegirerek his* hale doniismesi esasina dayanir (Ames, 1973; Maron ve
Ames, 1983). Bu caligmada, test bakterilerinin stok kiiltiirleri ile mikrozomal fraksiyonun
hazirlanmasi, bakterilerin genetik ozelliklerinin kontrol edilmesi ve
Ames/Salmonella/mikrozom testi Maron ve Ames yoOntemine uygun olarak plak
inkorporasyon metodu ile yapilmistir (Maron ve Ames, 1983). Her doz paralel 3 plak
halinde denenmis ve farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmistir. Solvent, pozitif ve

spontan kontroller de deneye paralel olarak denenmistir.

S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suslarinin hazirlanmasi

Stoklardaki bakteri plaklari, HBA plaklarina paralel ekimleri yapilip 37 °C’lik etiivde
(Raypa) 48 saat inkiibe edilmistir. Sonra iyi izole olmus bir koloni segilip, 2 mL nutrient
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broth (NB, Oxoid no:2) i¢inde siispanse edilerek, 37 °C’de bir gece (12-16 saat)
calkalamali inkiibatdrde (Infors AG) inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 6ze ile bir 6ze
dolusu siv1 kiiltiir almip HBA {izerine ¢izgi ekim yapilip, plaklar 37 °C’lik etiivde 48 saat
inkiibe edilmistir. Bu plaklar +4 °C’de 2 ay siire ile saklanmis ve pasajlar yapilmistir
(Tepekozcan, 2013; Akyil, 2012). Bu plaklar master plak olarak gecmektedir.

Genetik kontrolleri yapilarak HBA’ya ekilmis olan bakterilerden tek koloniler almarak 2
mL NB i¢inde 37 °C’de 16 saat ¢alkalamali inkiibatrde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra, steril ependorf tiiplerine 1 mL bakteri kiiltiri ve 90 pL. DMSO eklenerek
karistirilmistir ve bu tiipler sivi azot igerisine daldirilip c¢ikartilarak sok donmalar
saglanmigtir. Sok dondurulan kiiltiirler stok olarak kullanilmak {izere -80 °C’ye
kaldirilmistir (Maron ve Ames, 1983; Diril, Sumer ve lzbirik, 1990; Oksiizoglu, 2005;
Tepekozcan, 2013; Akyil, 2012). Bu stok Kkiiltiirler 1-2 yil siire ile tazeliklerini
korumaktadir (Tepekozcan, 2013; Akyil, 2012).

S. typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 i¢in, master plaklarindan iyi iiremis bir koloni 6ze
ile alinarak 20 mL NB ve 63 pL ampisilin soliisyonu (% 0,8/0,02 NaOH) igerisinde
stispanse edilmistir. Ve 140 rpm’de 16 saat calkalamali inkiibatorde inkiibasyona
brrakilmistir. Taze kiiltlir hazirlamak i¢in, 16 saatlik inkiibasyonun sonunda bu
kiiltlirlerden 500 pL alinarak, 20 mL NB ve 63 uL ampisilin soliisyonu igerisinde siispanse
edilmis ve 110 devir/dk’da 5 saat c¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir
(Maron ve Ames, 1983; Diril ve digerleri, 1990; Oksiizoglu, 2005; Tepekozcan, 2013;
Akyil, 2012).

S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suslarimin kontrol testlerinin yapilmasi

Testin gilivenilirligi agisindan test suslarmin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadigni

ogrenebilmek amaciyla, suslarin genetik 6zellikleri asagidaki testler ile kontrol edilmistir.

Histidin gereksinimi kontrolii

Bakterilerin MGA {izerine ekilmeleri sonucu his™ bakteriler his*’lardan ayirt edilmektedir.
37 °C’de, NB i¢inde bir gece iiretilen bakteri kiiltiiriinden HB ve MGA plaklarma ¢izgi
ekim yapilmustir. 37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibasyondan sonra HB plaklarinda iireme
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gbzlemlenirken, MGA plaklarinda iireme gozlemlenmemistir. Boylece kullanilacak bakteri

kiiltiirlerinin his- mutasyonunu tasidig1 anlasilmistir (Tepekozcan, 2013; Akyil, 2012).

uvrB mutasyonu kontrolii

Bu mutasyonun varligi UV isinlarina duyarlilik testi ile belirlenmistir. Bu test i¢in, 37
°C’de, NB iginde tiretilen bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinip 2 adet nutrient agar
(NA) plagmin tamamina paralel ekim yapilmistir. Plaklardan biri UV altinda 8 sn siire ile
isinlanmistir ve 37 °C’lik etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Kullanilan UV 15181 dozu, uvrB
mutasyonu tastyan bakteri suslarini oldiirecek doza sahiptir. Ciinkii bakterilerin DNA
kesme tamir etme mekanizmasi engellenmistir. Bundan dolayr UV’ye maruz birakilan
plakta iireme olmazken, UV’ye maruz birakilmayan plakta normal bir {ireme
gbzlemlenmistir. Bu da kullanilacak bakterilerin uvrB mutasyonunu tasidigini gostermistir

(Tepekozcan, 2013; Akyil, 2012).

Rfa mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon bakteri hiicre duvarmin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmus ve hiicre
duvarinin gegirgenligi arttirilmistir. Bu mutasyonun varligi kristal viyoleye duyarlilik testi
ile belirlenmistir. Bu test i¢in, 37 °C’de, NB’de tretilen bakteri kiiltiiriinden 0,1 mL
alinarak, 45 °C su banyosunda tutulan 2,5 mL top agar {izerine ilave edildikten sonra NA
plaklarmma dokiilerek, plaklara 8 isareti yaptirilmistir. 10 dk donmasi beklendikten sonra
plagin ortasina steril bir filtre kagidi diski yerlestirilip diskin ortasma % 1’lik kristal viyole
¢ozeltisinden 10 pL damlatilmistir ve plaklar 37 °C’lik etiivde 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra disk cevresinde iireme olmayan bir zon gdzlemlenmistir. Boya
maddesi bakterilerin icine kolayca girip bakterilerin iliremesini engelledigi i¢in zonun

olugsmas1 bakterilerin Rfa mutasyonunu tasidiklarini gostermistir (Tepekozcan, 2013;

Akyil, 2012).

R-faktor varligi kontrolii

Test Dbakterilerinde bulunan, R-faktér tasiyan pKM101 plazmidlerinin  kaybolup
kaybolmadiklar1 ampisiline direncliliklerinin dlgiilmesi ile test edilmistir. Bu amagla, 37

°C’de, NB’de iiretilen bakteri kiiltiiriinden alinarak, ampisilin soliisyonu igeren HBA
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plaklarina ¢izgi ekim yapilmistir. Sonra 37 °C’lik etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmig ve
plazmid igeren mutant bakterilerin ampisilinli ortamda gelistikleri gézlemlenmistir. Bu
durum bakterilerin R-faktor plazmidini i¢erdigi anlamima gelmektedir (Tepekozcan, 2013;
Akyil, 2012).

Spontan olarak geriye doniis stkliginin kontrolii

Mutant test bakteri suslarmm kendiliginden (spontan) his~ durumundan his® durumuna
doniigmesi belirli sinirlar iginde miimkiin olmaktadir. Bu siirlar S. typhimurium TA98 icin
20-50 revertant/plak; S. typhimurium TA100 igin 75-200 revertant/plaktir (Tepekozcan,
2013; Akyil, 2012). Bu test igin, 37 °C’de, NB’de iiretilen bakteri kiiltiiriinden 0,1 mL
alinarak, 45 °C’deki su banyosunda tutulan, 0,25 mL 0,5 M histidin-(/)biyotin (HB)
soliisyonu iceren 2,5 mL top agar {izerine ilave edilmistir ve test tiipli yavasca calkalanarak
MGA plaklarina yayilmistir. Sonra 37 °C’lik etiivde 48-72 saat inkiibe edilerek plaklarda
iireyen koloniler sayilmistir (Tepekozcan, 2013; Akyil, 2012).

Siv1 kiiltiiriin mL’sindeki bakteri sayisinin belirlenmesi

Gecelik kiiltiiriin mL’sinde bulunan bakteri sayisini hesaplamak i¢in, HBA plaklarinda iyi
iiremis bir koloni 6ze ile alinarak 20 mL NB igerisinde siispanse edilmistir. Sonra kiiltiir
calkalamali inkiibatorde 37 °C’de 110 rpm’de 12-16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra gecelik kiiltiirden 100 pL alinmis ve 20 mL NB igeren falkona eklenmistir. Boylece
taze Kkiiltiirleri hazirlanmis olup, 140 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda taze kiiltiiriin % 0,9 serum fizyolojik (SF) ile 10°-10° olacak sekilde bir dizi
seyreltme yapilmistir. Bu seyreltmelerden NA plaklarina her bir konsantrasyondan 3 petri
olacak sekilde, 100 uL alinmis ve 45°C’deki su banyosunda tutulan 2,5 mL top agar igeren
tiipe ilave edilmistir. Daha sonra test tiipli yavasca calkalanarak NA plaklarma yayilmis ve
37 °C’lik etiivde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plaklarda iireyen koloniler
sayllmigtir. S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari ile yapilan mutajenite testlerinde
kullanilan bakteri kiiltiirlerinin 1 mL’sinde 1-2 x 10° mL/bakteri olmas1 dngériilmektedir
(Maron ve Ames, 1983; Diril ve digerleri, 1990; Oksiizoglu, 2005; Tepekozcan, 2013;
Akyil, 2012).
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Schiff bazmin cesitli konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Sitotoksik etkiyi saptamak amaciyla yapilan bu test Dean vd. (1985)’e gore yapilmustir.
Schiff bazi stok ¢ozeltisinden (5x10°M), ¢alismada kullanilacak 200-2000 uM arasindaki
konsantrasyonlar hazirlanmigtir. Schiff bazmin, S. typhimurium TA98 ve TA100 suslari
i¢in, 6ldiiriicti dozunun saptanmasi amaciyla, 2 mL top agara 0,5 mL 0,2 M fosfat tamponu
(pH 7,4), 0,1 mL bakteri kiiltiirti ve 0,1 mL 100-2000 uM konsantrasyon araliginda Schiff
bazi ilave edilmistir. Tiipteki karisim 3 ayr1 NA plagmna dokiilerek plaklar 37 °C’lik etiivde
24 saat inkiibe edilmistir. Sonra plaklardaki ortalama koloni sayis1 hesaplanmis ve kontrol
plaklar1 ile kiyaslanarak toksik ve toksik olmayan dozlar belirlenmistir (Tepekozcan, 2013;
Akyil, 2012).

Mutajenik etkinin Ames/Salmonella/mikrozom testi ile belirlenmesi

Bu islem igin, 0,25 mL histidin-(/)biyotin soliisyonu ilave edilmis 45 °C’lik su banyosunda
bulunan 2 mL’lik top agar igeren test tiiplerine, 0,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH 7,4), 0,1
mL 5 saatlik taze bakteri kiiltiiri ve 0,1 mL 200-2000 uM konsantrasyon araliginda Schiff
baz1 eklenmistir. Tiipler yavasca calkalanarak MGA plaklarina dokiilmiis ve plaklara 8
isareti yaptirilarak top agarm plak iizerine homojen bir sekilde yayilmasi saglanmistir. 15
dk donmasi beklendikten sonra plaklar 48-72 saat 37 °C’lik etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda plaklardaki koloniler sayilmistir. Deney her doz i¢in 3
ayr1 plak olmak iizere hazirlanmis ve sonuglarin degerlendirilebilmesi i¢in deneye paralel
olarak spontan kontrol, solvent kontrol (% 0,5 DMSO iceren distile su) ve pozitif
(diagnostik) kontrol olarak 0,1 pg/ul. NaNsz kullanilmistir (Tepekozcan, 2013; Duff,
Thangella, Creaven, Walsh ve Egan, 2012; Griffith ve digerleri, 2011; Akyil, 2012).

Ames/Salmonella/mikrozom test sisteminde, bir maddeye mutajen denilebilmesi igin
histidin protroflarmm sayisinin kendiliginden geriye donen (spontan) koloni sayisinin en
az iki kat1 olmasi1 ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza bagh bir artis gostermesi
gerekmektedir (Oksiizoglu, 2005; Dean, Brooks, Hodson-Walker ve Hutson, 1985).

Calisma sonucunda elde edilen veriler bu mantiga gére yorumlanmastir.

Bir maddenin mutajen olup olmadigi, asagidaki Es. 3.1 ile hesaplanan mutajenite oranina

gore belirlenmektedir; Mutajenik oran (MO) = Deney grubunda mutasyona ugramis
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kolonilerin sayis1 / negatif kontrolde mutasyona ugramis kolonilerin sayist (3.1)

(Luo ve digerleri, 2016).

3.2.7. istatistiksel analizler

Tiim deneyler en az dort paralelle gerceklestirilmistir ve tiim sonuglar, ortalama + standart
sapma (SD) olarak verilmistir. Bir¢ok grubu karsilastirmak ve sonuglar1 degerlendirmek
icin, SPSS 22.0 Windows paket programinda tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) kullanilarak % 95 giiven araligi ile veriler analiz edilmistir. Gruplar arasindaki
farkliligi degerlendirmek igin, antiproliferatif aktivite calismasinda HT-29 hiicre hattinda
24 ve 72 saat i¢in, HeLa hiicre hattinda 24, 48, 72 saat i¢in Dunnett C ve Games-Howell
testleri ile HT-29 hiicre hattinda 48 saat i¢in Tukey ve Bonferroni;
Ames/Salmonella/mikrozom testinde ise, Tukey, Bonferroni post hoc testi ile g¢oklu

karsilastirma yapilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



47

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Asimetrik Diimin Schiff Bazinin Yapisi

Bu ¢alismada yapisinda asimetrik olarak iki adet imin grubu bulunan ve serbest karboksil
(COOH) grubu tastyan "amino asit Schiff bazi" benzeri yeni bir Schiff bazi kullanilmistir.
2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik  asit  olarak  adlandirilan
asimetrik diimin Schiff bazinin sentezi bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilmamistir. Bu
bilesik ilk kez Dr. Ozlem OZDEMIR (Gazi Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
Anorganik Kimya Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi) tarafindan sentezlenmistir ve bilesik

ile ilgili asagida verilen analiz sonuglar1 Dr. Ozlem OZDEMIR e aittir.

Bilesik, element analizi (LECO CHNS-932), FT-IR (Thermo Scientific Nicolet iD5 ATR
(KBr disk, 4000-400 cm™)), 'H/C NMR (Bruker Ultrashield 300 MHz), UV-vis
(Analytika Jena UV-200) ve kiitle spektrumlar1 (Waters 2695 Alliance Micromass ZQ

marka LC-MS) ile analiz edilmistir. Analiz sonuglar1 su sekildedir.

Renk : Turuncu

Verim =% 42 (0,145 g)

E. N. (Barnstead Electrothermal Bl 9200) = 120 °C.

Element analizi C21H16N203 (344,37 g/mol) Hesaplanan: C, % 73,24; H, % 4,68; N, %
8,13. Bulunan: % C, 73,26; H, 4,822; N, 6,66.

IR (KBr, cm™): 3570-3100 (genis) (OH / COOH gerilme), 3062 (C-H benzen), 2932/2850
(C-H), 1660 (C=0), 1607 (C=N), 1580/1455 (C=C benzen), 1188 (C-O karboksil),1148
(C-0O fenol).

'H NMR (DMSO-d6, 300 MHz): § 6,50 (i, 1H, J = 7,5), 6,70 (¢, 1H, J = 6,3), 6,82 (ii, 1H,
J=17,0), 7,00, 1H,J=8,2), 715 (i, 1H,J=7,7),7,30 (¢, IH,J =7,7), 7,41 (i, 1H, J =
6,2), 7,62 (¢, 1H, J =8,1), 7,78 (i, 1H, J = 7,2), 8,95 (i, 1H, J = 6,4, CH=N), 9,60 (i, 1H, J
= 6,8, CH=N), 10,75 (b, 1H, COOH), 13,00/13,20 (b, 1H, OH).

13C NMR (DMSO-d6, 75 MHz): § 114,8, 115,0, 116,9, 117,1, 117,6, 119,1, 119,9, 120,0,
128,5, 129,6, 132,7, 133,2, 135,4, 136,8 (Aromatik), 151,5 (C-OH), 161,1 (C=N), 162,2
(COOH).

UV-vis (DMSO): A max (nm) (log €): 331 (4,10), 426 (omuz) (3,50).
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LC-MS (ESI-negatif): m/z (% RI) : 344 ([M]", gozlenmedi), 323,5 (% 15), 279,5 (% 13),
212,5 (% 100), 147,3 (% 9). Bilesigin kiitle spektrumunda molekiiler iyon piki
gbzlenememistir. Temel pik 212 m/z degerinde gozlenmis olup, yapidan (C7HsNO2)?

radikalinin ayrilmasiyla olusan, 2-((p-tolilimino)metil)fenol molekiiliine aittir.

Bu tez caligmasinda, DNA hedefli ilag aday1 olabilecek asimetrik diimin Schiff bazinin,
element analizi, FT-IR, *H/2C NMR, UV-vis ve kiitle spektrumlari ile karakterizasyonu

yapilmis ve yapisal 6zellikleri tanimlanmis olup, biyolojik aktivitesi caligilmistir.

4.2. Asimetrik Diimin Schiff Bazinin DNA Baglanma Cahsmasi

UV absorpsiyon ¢alismasi ile Schiff bazinin etkilesim bi¢imi (6rn, interkalasyon yolu ile
baglanma, oluga baglanma veya elektrostatik etkilesim yolu ile baglanma) ve baglanma
afinitesi test edilmistir. Baglanma c¢aligmalarinda dana timus DNA’st (CT-DNA)
kullanmilmistir. Cift sarmal yapiya sahip CT-DNA ile sentezlenen Schiff bazi arasindaki
etkilesimler UV-vis spektrofotometresi kullanilarak incelenmistir. CT-DNA’nin farkli
konsantrasyonlarinin (5-120 uM arasi) varligr ve CT-DNA yoklugunda, Schiff bazinin (35
uM), UV absorbans spektrumlar1 belirlenmis ve UV absorpsiyon egrisi Sekil 4.1°de
gosterilmistir ve yukar1 yonde gosterilen oklar ise, DNA derisimindeki artisa bagli olarak
sogurmada meydana gelen artmay1 ifade etmektedir. Schiff bazinmn, 5-120 uM arasidaki
CT-DNA konsantrasyonu artigina bagli olarak UV absorbansinda artisa neden oldugu
gbzlemlenmistir. Bu bilesigin absorbans spektrumlari, 295,80 nm’de DNA’nin baz giftleri
arasinda yogun bir t—w* absorpsiyonu oldugunu géstermektedir. Bu da hiperkromik etki
(% H= 58,24) olarak agiklanmaktadir. Ayrica, hiperkromik etkinin yani sira, sogurma
spektrumunda, Schiff bazinin DNA ile etkilesim i¢inde oldugunu gosteren, kirmiziya
kayma da (20,6 nm kadar) gozlemlenmistir (Cizelge 4.1). Bu spektral 6zellikler, Schiff
bazinin DNA ile etkilesim tipinin genellikle, DNA’nin baz ¢iftleri ve aromatik kromofor
arasinda bir istiflenme etkilesimi (interkalasyon) oldugunu gostermektedir. Schiff bazmmn
5-120 uM konsantrasyon arahgmda CT-DNA’ya baglanma sabiti (Kb); 1,5%10° M™! olarak
verilmistir (Bkz. Cizelge 4.1). Buna gore, Schiff bazinin 5-120 uM konsantrasyon
araliginda CT-DNA’ya baglanma afinitesinin yiiksek oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.1. CT-DNA’nin artan konsantrasyonlarmin (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 60, 90
ve 120 uM) varhginda ve CT-DNA yoklugunda, Schiff bazinin (35 uM) UV
absorbans spektrumlari. Ek olarak, UV absorpsiyon egrisinin [DNA]/(ea—ef) ile
[DNA] verilerine gore ¢izimi

Cizelge 4.1. Schiff bazmin (35 uM), 5-120 uM arasindaki konsantrasyonlarda CT-DNA
ile etkilesimi ve spektral parametreleri

Jmax (NM) A (nm)? % HP Kp (M)°

Serbest Hali DNA’ya Baglanmis Hali
275,20 295,80 20,6 58,24 1,5x10°

(kirmiziya kayma) | (hiperkromizm)

a. Dalga boyundaki degisim (nm)

b. Absorbans siddetindeki degisimin (hipokromizm veya hiperkormizimin) yiizde degeri

c. Baglanma sabiti (M ')

Sonug olarak, Schiff bazinin DNA’ya interkalasyon yolu ile baglandigi ve baglanma
egiliminin de yiiksek oldugu sdylenebilir. Ayrica, asimetrik diimin Schiff bazinin
yapisindaki iki adet imin grubunun interkalasyon yolu ile dogrudan DNA’ya baglandigt;
Schiff bazinin yapisindaki serbest karboksil (COOH) ve hidroksil (OH) gruplarinn ise,
hidrojen bag1 yaparak DNA ile olan etkilesimi artirdig1 diistiniilmektedir.
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4.3. Asimetrik Diimin Schiff Bazinin DNA Kesim Aktivitesi

DNA kesim aktivitesi DNA hedefli antikanser ilaglarin antitimor aktivite
mekanizmalarinin anlagilmasi agisindan biiyiik 6neme sahiptir. Genellikle antikanser ajan
olarak incelenen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri, DNA’ya baglanma, DNA’nmn yapisina
zarar verme ve fonksiyonunu bozma ozellikleriyle arastirilip iliskilendirilmektedir. Bu
caligmanin baslica amaglarindan biri de, incelenen Schiff bazmin kesim aktivitesine gore
antikanser bir bilesik olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegini belirlemek ve kesim
aktivitesi ile DNA’ya baglanma kapasitesi ve antikanser aktivitesi arasindaki iligki ortaya

koymaktir.

4.3.1. Asimetrik diimin Schiff bazinin indirgeyici ajan olmaksizin DNA Kkesim
aktivitesi

Schiff bazinimn 1000-3500 uM konsantrasyon araliginda DNA ile etkilesimleri slipersarmal
pBR322 plazmid DNA’smin kesim denemesiyle incelenmis, kesim reaksiyonu jel
elektroforez teknigi ile goriintiilenmis ve kesme reaksiyon sonuglari, Resim 4.1°de, % bant
yogunlugu sonuglar1 ise, Cizelge 4.2°de verilmistir. Resimdeki Form I; pBR322 plazmid
DNA’nin kesim olmamuis stipersarmal formunu, Form II; tek bir iplikte olan kesim ile asir1
sargili yapmnm gevsemis formunu (Jelde en yavas ilerleyen formdur), Form III ise; iki

ipligin kesimi ile olusan lineer yapiy1 gostermektedir.

Yapilan calisma sonucunda, Schiff bazinin artan konsantrasyonlarda plazmid DNA’y1
kesim aktivitesinin arttig1, stipersarmal formdan (Form 1), halkasal (Form 1I) ve lineer
(Form III) formlara doniistiigii gézlemlenmistir. Schiff bazinin 2000 uM ve dstiindeki
konsantrasyonlarda Form [’in azalmaya ve ayni orantida Form II’nin ise kalinlasmaya
bagladig1 goriilmistiir. 3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarinda ise, bu doniisiimiin daha
yogun oldugu Form II'nin ¢ok kalinlastigi ve Form III’iin ise belirginlestigi tespit
edilmistir. Kesim sonuclari, % bant yogunlugu olusumuna gore degerlendirildiginde,
Schiff bazinin 3000 uM konsatrasyonunda Form | % 43,1; Form Il % 56.5; Form I11 % 0,5
olarak, 3500 uM konsatrasyonunda ise, Form | % 36,8; Form Il % 61,9; Form Ill % 1,3
olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore; Schiff bazinin 2000 pM konsantrasyonunda tek
zincir kopmasi yapmaya basladigi, 2500 pM konsantrasyonundan itibaren de ¢ift zincir
kopmas1 yaparak kesim aktivitesi gosterdigi, 3000 ve 3500 pM konsantrasyonlarinda ise,

stipersarmali tamamen keserek lineer hale ¢cevirmeye basladigi sdylenebilir.
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— Form |11

— Form |

Resim 4.1. Schiff bazmin pBR322 plazmid DNA’sin1 kesim aktivitesi (1.kuyu; Negatif
kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2-7 arasi kuyular; sirasiyla 1000, 1500,
2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi uygulanmis pBR322 DNA)

Cizelge 4.2. Schiff bazinn pBR322 plazmid DNA’smi kesim aktvitesinin % bant
yogunlugu olarak verilen sonuglar1

Kuyucuklar Uygulamalar (%) Bant Yogunlugu
Form | Form Il Form Il
1 Kontrol? 96,6 3,4 -
Konsantrasyonlar® (M)
2 1000 97,1 2,9 -
3 1500 97,4 2,6 -
4 2000 93,6 6,4 -
5 2500 76,9 23,1 -
6 3000 43,1 56,5 0,5
7 3500 36,8 61,9 1,3

a. Higbir sey uygulanmamis pBR322 plazmid DNA
b. pPBR322 plazmid DNA’sina uygulanan Schiff baz1 konsantrasyonlar1 (uM)

4.3.2. Asimetrik diimin Schiff bazinin indirgeyici ajanlar varhginda DNA kesim
aktivitesi

Bu ¢alismada, Schiff bazmnin 2000-3500 uM konsantrasyon araliginda pBR322 plazmid
DNA’sin1 kesiminin, hangi mekanizma {izerinden gergeklestiginin ortaya konulmasi
amacglanmigtir. Calismada, DNA kesim aktivitesi, aktivator olarak, hidrojen peroksit
(H20.) ve askorbik asit (AA) varliginda; radikal giderici olarak, hidroksil radikal ("OH)
giderici olan etil alkol (EtOH) ve singlet oksijen (*O2™) giderici olan sodyum azid (NaNs)
varliginda; oluk baglayicilar olarak ise, 4',6—diamidino—2—fenilindol (DAPI) ve metil yesili

(MG) varliginda incelenmistir.
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Aktivatorlerin varliginda DNA kesim aktivitesi

DNA’nin kesim siireci ve metal kompleklerinin niikleaz aktivitesi genellikle aktivatorler
ile iliskilidir. Aktivatorler ile niikleaz aktivitesi artirilabilecegi gibi kisa siirede kesim
yapmak da miimkiin olabilir. Bu caligmada, Schiff bazmin kesim aktivitesini artirici
aktivator olarak, hidrojen peroksit (H202) ve askorbik asit (AA) kullanilmustir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, H>O> tek basina uygulandiginda kesim aktivitesi gdstermez
iken, Schiff bazi ile uygulandiginda Schiff bazmin artan konsantrasyonlar1 ile kesim
aktivitesinde artisga neden oldugu belirlenmistir. Schiff bazinin 2000 ve 2500 puM
konsantrasyonlarinda Form I kontrole gore tamamen azalirken, Form II kalinlagsmaya
baglamistir. 3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarinda ise, bu durum daha yogun olarak
gbzlemlenmistir. Ayrica, bu konsantrasyonlarda Form IlI°’de olusmaya baslamistir. Bu
sonuglara gore, Schiff bazmin aktivatér olan H>O> varhiginda, 2000 ve 2500 uM
konsantrasyonlarinda tek zincir kopmasi, 3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarinda ise ¢ift
zincir kopmasi yaptigir belirlenmistir. Ayrica, 3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarmda
belirlenen Form Ill, siipersarmal sirkiiler formun tamamen kesilerek lineer forma

doniisiimiiniin de bir gostergesi olmustur. Sonuglar, Resim 4.2’de verilmistir.

—Form 11
—>Form 111

— Form |

Resim 4.2. H20; varliginda, Schiff bazinin pBR322 plazmid DNA’sin1 kesim aktivitesi
(1.kuyu; Negatif kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2. kuyu; Pozitif kontrol
olarak, H20. (0,4 M) uygulanmig pBR322 DNA, 3-6 arasi kuyular; H2O> ve
sirasiyla 2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi uygulanmig pBR322 DNA)

AA varliginda, Schiff bazmin artan konsantrasyonlarinda plazmid DNA’y1 kesim
aktivitesinin, konsantrasyona bagli olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. Schiff bazinin
tim konsantrasyonlarinda Form I’in kayboldugu, Form II'nin ise yogun bir sekilde

olustugu gorilmiistiir. Ayrica, 3000 ve 3500 puM konsantrasyonlarinda Form III’iin



53

olusmasmin yani sira Form IV olarak belirlenen yapilar da gézlemlenmistir. Sonuglar,

Resim 4.3’de verilmistir. Form I'V’{in ise tamamen par¢alanma sonucunda olusan kiiciik

DNA fragmentleri oldugu diisiiniilebilir.

— Form I

— Form 111

— Form |
—» Form IV

Resim 4.3. AA varliginda, Schiff bazinin pBR322 plazmid DNA’smni1 kesim aktivitesi
(1.kuyu; Negatif kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2. kuyu; Pozitif kontrol
olarak, AA (0,4 M) uygulanmis pBR322 DNA, 3-6 arast kuyular; AA ve
sirastyla 2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi uygulanmis pBR322 DNA)

DNA kesim aktivitesi her iki aktivatér varliginda degerlendirildiginde, H2O2’e gore
AA’nmn Schiff bazmin kesim aktivitesini kuvvetli bir sekilde artirdigi tespit edilmistir
Schiff bazmin diisik konsantrasyonlarminda (<2000 puM) AA ile kesim aktivitesi
gosterebilecegi  disiiniilmektedir. Schiff bazinin AA ile diisik konsantrasyonlarda
kullanimiyla elde edebilecek yiiksek kesim aktivitesi, DNA hedefli antikanser ilaglarda,
bilesenin yiiksek konsantrasyonlarda olusumuna bagl olusabilecek olumsuzlugu da
ortadan kaldrrabilecektir. Ayrica, AA’nin Schiff bazinin yapisindaki serbest karboksil
(COOH) ve hidroksil (OH) gruplar: arasindaki hidrojen bag etkisini artirdigi ve buna bagh

olarak da, yliksek kesim aktivitesi sergiledigi diisiiniilmektedir.
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Radikal gidericiler varliginda DNA kesim aktivitesi

Bu ¢alismada, DNA kirilmasindan sorumlu olan reaktif oksijen tiirlerinden (ROS), etil
alkol (EtOH) ve sodyum azid (NaNs) radikal gidericileri kullanilarak, Schiff bazinin DNA

kesim aktivitesi aragtirilmigtir.

Yapilan ¢alisma sonucunda EtOH varliginda, Schiff bazinin artan konsantrasyonlarda
plazmid DNA’y1 kesim aktivitesininde ayni oranda arttigi, siipersarmal formun (Form 1)
acilarak halkasal formu (Form II) olusturdugu goriilmiistiir. 3500 uM konsantrasyonunda
ise, Form II’nin tamamen kesilerek, lineer forma (Form III) doniismeye basladig tespit
edilmistir. Sonuclar, Resim 4.4’de verilmistir. Hidroksil radikal giderici EtOHun Schiff
bazmin olusturdugu kesim aktivitesini inhibe etmemesi, Schiff bazinin hidroksil radikalleri
ile kesim aktivitesi gostermediginin bir kanit1 olmustur. Dolayisiyla hidroksil radikallerinin

Schiff bazinin olusturdugu DNA kesiminden sorumlu olmadigi sdylenebilir.

| B ——»Form ||
—Form 111l

— Form |

Resim 4.4. EtOH varhiginda, Schiff bazinin pBR322 plazmid DNA’sin1 kesim aktivitesi
(1.kuyu; Negatif kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2. kuyu; Pozitif kontrol
olarak, EtOH (0,4 M) uygulanmis pBR322 DNA, 3-6 arasi kuyular; EtOH ve
sirasiyla 2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi uygulanmig pBR322 DNA)

Yapilan ¢aligma sonucunda, NaNsz varliginda, Schiff bazmin artan konsantrasyonlarda,
sondiiricti etki gostererek, plazmid DNA’y1 kesim aktivitesini inhibe ettigi tespit
edilmistir. 1lk kuyuya yiiklenen sadece pBR322 plazmidinde (negatif kontrol) goriilen
yogun siipersarmal form (Form I) ve az yogun halkasal form (Form II) goriintiisiiniin
2000, 2500 ve 3000 uM konsatrasyonlarinda degisiklik gostermemesi, Schiff bazmnin,
NaNs varliginda kesim aktivitesini inhibe ettiginin kanit1 olmustur. Ayrica, NaN3
varliginda, 3500 uM konsantrasyonundaki Schiff bazinin, pBR322 plazmid DNA’sinda

Form I yogunlugunu artrmast ve Form Il yogunlugunu azaltmasi, Schiff bazinm,
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siipersarmalin  kesiminden ziyade yogun siipersarmal olusumunu tesvik ettigini
gostermistir. Sonucglar, Resim 4.5’de verilmistir. Sonug¢ olarak, Schiff bazinin artan
konsantrasyonlarda (6zellikle 3500 uM konsantrasyonunda), singlet oksijen giderici, NaNs
varliginda, DNA kesim aktivitesini inhibe ederek, siipersarmal plazmid DNA’y1 daha
yogun bir stipersarmal forma ¢evirmesi, Schiff bazmin kesim aktivitesinden singlet oksijen
veya singlet oksijen benzeri reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sorumlu olabilecegini ve
dolayisiyla bu kesim reaksiyonunun da oksidatif DNA hasar yolagi {izerinden

gerceklesebilecegini, buna bagli olarak da o6lim yolagmin apoptozis olabilecegini

gostermektedir.

—Form I

Resim 4.5. NaNs varhiginda, Schiff bazinin pBR322 plazmid DNA’sin1 kesim aktivitesi
(1.kuyu; Negatif kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2. kuyu; Pozitif kontrol
olarak, NaNs (0,4 M) uygulanmis pBR322 DNA, 3-6 arasi kuyular; NaNs ve
sirastyla 2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi uygulanmis pBR322 DNA)

Oluk baglavicilar varliginda DNA kesim aktivitesi

Schiff bazinin DNA ile potansiyal etkilesim bdlgesini belirlemek amaciyla, kiigiik oluga
baglanma ajani olan 4',6—diamidino—2—fenilindol (DAPI) ve biiyiik oluga baglanma ajani
olan metil yesili (MG) varliginda, Schiff bazinin siipersarmal pBR322 plazmid DNA kesim

aktivitesi incelenmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, DAPI varliginda, Schiff bazmnin artan konsantrasyonlarda
plazmid DNA’y1 kesim aktivitesi gosterdigi, siipersarmal formdan (Form 1), halkasal forma
(Form 11) doniistim oldugu tespit edilmistir. 2000, 2500 ve 3000 uM konsantrasyonlarinda
Form II’de bir artig gozlenirken, 3500 uM konsantrasyonunda Form I ve Form II’de bir

azalma gozlemlenmis ve ayrica siipersarmal sirkiiler formun tamamen kesilerek lineer
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forma (Form III) doniisiimeye basladigi da goriilmiistiir. Sonuglar, Resim 4.6’da

verilmistir.

—Form ||

— Form 111

— Form |

Resim 4.6. DAPI varliginda, Schiff bazinin pBR322 plazmid DNA’sin1 kesim aktivitesi
(1.kuyu; Negatif kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2. kuyu; Pozitif kontrol
olarak, DAPI (8 uM) uygulanmis pBR322 DNA, 3-6 arasi kuyular; DAPI ve
sirastyla 2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi uygulanmis pBR322 DNA)

Yapilan c¢alisma sonucunda, MG varhginda, Schiff bazinin artan konsantrasyonlarda
plazmid DNA’y1 kesim aktivitesi gosterdigi, siipersarmal formdan (Form 1), halkasal forma
(Form I1) doniisiim oldugu tespit edilmistir. 2000, 2500 ve 3000 uM konsantrasyonlarinda
Form II’de bir artis gozlenirken, 3500 uM konsantrasyonunda Form I ve Form II’de bir
azalma gozlemlenmis ve ayrica siipersarmal sirkiiler formun tamamen kesilerek lineer
forma (Form III) doniisimeye basladigi da goriilmiistiir. Sonuglar, Resim 4.7’de

verilmistir.

Bu ¢aligmalar sonucunda, Schiff bazinin hem DAPI hem de MG varliginda yapilan kesim
aktivite ¢caligmalarinda her iki ajanin da Schiff bazinin kesim aktivitesini inhibe etmedigi,
dolayisiyla, Schiff bazinin DNA’daki biiylik ve kii¢iik oluga baglanarak kesim aktivitesi
gostermedigi belirlenmistir. Bu sonuca gore, Schiff bazinin DNA’ya kovalent olmayan
interkalasyon yoluyla baglandigi sdylenebilir. Kesim aktivitesinde ¢ikan bu sonu¢ DNA
baglanma calismasinda ¢ikan sonucu da desteklemistir (Bkz. Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1).
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— Form |1

—Form 111

—>Form |

Resim4.7. MG varliginda, Schiff bazinin pBR322 plazmid DNA’sm1 kesim aktivitesi
(1.kuyu; Negatif kontrol olarak, sadece pBR322 DNA, 2. kuyu; Pozitif kontrol
olarak, MG (0,01 mg/mL soliisyonundan 2.5 pL) uygulanmis pBR322 DNA,
3-6 aras1 kuyular; MG ve sirastyla 2000, 2500, 3000 ve 3500 uM Schiff bazi
uygulanmis pPBR322 DNA)

Sonu¢ olarak, Schiff bazinin 2000-3500 pM konsantrasyon araliginda DNA kesim
aktivitesi gosterdigi, 3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarinda ise bu aktivitenin daha etkin
oldugu belirlenmistir. Bu 06zelliginden dolayr da etkili bir DNA kesim ajan1 olarak
nitelendirilebilir. Ayrica, Schiff bazinin, AA varhiginda ¢ok 6nemli bir aktivatér etki
gosterdigi, singlet oksijen veya singlet oksijen benzeri tiirler gibi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olustugu bir oksidatif DNA hasar yolagi tizerinden kesim aktivitesi sergiledigi ve bu
aktiviteyi DNA’ya kovalent olmayan interkalasyon yolu ile baglanarak gosterdigi

sOylenebilir. Bu kesim sonuglar1 DNA baglanma sonuglarini da desteklemektedir.

4.3. Asimetrik Diimin Schiff Bazinin Antikanser Etkisi

Schiff bazmm farkli konsantrasyonlarindaki antikanser etkisi insan kolorektal
adenokarsinoma (HT-29) ve insan servikal (HeLa) kanser hiicrelerinin canliligi esas
almarak MTT testi ile belirlenmistir. Ayrica, kanser hiicrelerinin iizerine antiproliferatif
etkisi, MN olusumu esas almarak, sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) testi ile

degerlendirilmis ve hiicresel hasar 151k mikroskobu ile belirlenmistir.

4.4.1. Asimetrik diimin Schiff bazinin kanser hiicrelerinde (HT-29, Hela)
antiproliferatif etkisi

Bu calismada, Schiff bazmnin farkli konsantrasyonlari (50-1000 pM arasi) ve farkl
uygulama siirelerinde (24, 48 ve 72 saat) HT-29 ve HeLa kanser hiicrelerinde sergiledigi
antiproliferatif aktivite belirlenmistir. HT-29 ve HeLa hiicre hatlarma 24, 48 ve 72 saat
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boyunca Schiff bazinin uygulanmasinin ardindan elde edilen yiizde canlilik degerleri Sekil
4.2’de gosterilmistir. Schiff bazinin artan konsantrasyonlarda, HT-29 ve HeLa hiicre
canliligint 6nemli oOlgiide azalttig1 tespit edilmistir. Schiff bazinin farkli uygulama
stirelerinde diisiik konsantrasyonlarda (50-250 uM arasi) canlilik {izerine etkisi birbirine
yakin bulunurken, yiiksek konsantrasyon ve uygulama siirelerinde 6zellikle de 72 saat
uygulama siiresinde 6liimiin ¢ok daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. En yiiksek 6liim;
Schiff bazinin 72 saat inkiibasyon sonunda HT-29 hiicresi igin 500 ve 1000 pM
konsantrasyon uygulamalarinda (sirasiyla % 94 ve % 96 6lim), HelLa hiicresi i¢in ise,
1000 uM konsantrasyonda (% 65 Olim) belirlenmistir. Genel olarak degerlendirecek
olursak Schiff bazmnin her iki kanser hiicre hatti iizerinde antiproliferatif etkiye sahip
oldugu ve HeLa’ya kiyasla HT-29 hiicresinde biraz daha etkin oldugu sdylenebilir. Schiff
bazmin HT-29 hiicresinde 72 saat 500 ve 1000 uM konsantrasyon uygulamasindaki yliksek
oliim, saglikli hiicrelerde de toksik etki yapabilme ihtimali nedeniyle uygun olmayacagi,
bu inkiibasyon siiresinde Schiff bazinin 250 pM konsantrasyonunun daha uygun
olabilecegi diistiniilmiistiir. Her iki kanser hiicresi i¢in ise, 24 ve 48 saat inkiibasyon
stiresinde, Schiff bazinin 500 veya 1000 uM konsantrasyonundaki uygulamalarinin ideal
olabilecegi sOylenebilir. Schiff bazinin HT-29 ve Hela hiicre hatlarinda, uygulanan tiim
konsatrasyonlarda hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlemlenmistir. Sonuglar, Sekil 4.2°de alt1 paralelli caligmanin ortalamasi alinarak, = SD

seklinde verilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.2. Schiff bazmin farkli konsantrasyonlarinin, (A) HT-29 ve (B) HelLa kanser
hiicrelerine kars1 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonrasindaki % canlilik
degerleri

Schiff bazinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasindaki antiproliferatif aktivitesinin
gosterilmesinde dnemli olan ICso (kontrol hiicrelerine kiyasla, ilgili kimyasal ile muamele
sonrasi hiicrelerin % 50'sini 6ldiiren konsantrasyon) degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir.
HT-29 ICso degerinin, tiim konsantrasyonlarda HeLa’ya gore diisiikk olmasi, Schiff bazinin
HT-29 kanser hiicresine daha etkili oldugunu kanitlamistir. Bu sonuglara gore, ICso

degerleri % canlilik grafigindeki sonuglar1 desteklemistir.
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Cizelge 4.3. Schiff bazinin farkli konsantrasyonlarmm 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu
sonucunda HT-29 ve HeLa hiicrelerinin proliferasyonu iizerine olan inhibitor

etkisi
Hiicre Hatlar1 I1Cs0 (UM) I1Cs0 (ng/mL)
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
HT-29 662 648 252 40 39 15
Hela 1040 869 389 62 52 23

Ayrica, asimetrik diimin Schiff bazinin yapisinda bulunan iki adet imin, serbest karboksil
(COOH) ve hidroksil (OH) gruplarmin, bilesigin antiproliferatif aktivite gdstermesinden

sorumlu oldugu da diistiniilmektedir.

4.4.2. Asimetrik diimin Schiff bazinin HT-29 ve HeLa kanser hiicre hatlarinda
sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) testi

Bu calismada, Schiff bazinin kromozom veya genom hasarmi indiikleme yetenegi,
mikroskobik olarak CBMN testi ile arastirilmis ve 6limiin hangi yolla oldugunun ortaya

konulmas1 amaglanmustir.

Schiff bazinin, HT-29 hiicresinde 24 saatlik uygulama siiresinde, kontrol hiicrelerine gore,
mikroniikleus (MN) iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin (BNC) ortalama yilizdesinde (%
MNBNC) 1,1 katlik bir artis gézlemlenirken, 48 saatlik uygulama siiresinde bu artigin 1,5
kat oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Bu durum, 48 saatlik uygulama siiresinde
kromozom veya genom hasarmin daha yiiksek oldugunu géstermistir. HeLa hiicresinde ise,
24 saatlik uygulama siiresinde, kontrol hiicrelerine gore, mikroniikleus (MN) igeren cift
¢ekirdekli hiicrelerin (BNC) ortalama yiizdesinde (% MNBNC) 1,3 katlik bir artis
gbzlemlenirken, 48 saatlik uygulama siiresinde bu artisin 1,1 kat oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.5). Bu durum, 24 saatlik uygulama siiresinde kromozom veya genom hasariin
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu sonuglara gore, her iki kanser hiicresi
degerlendirildiginde, Schiff bazinin HT-29 kanser hiicresinde daha etkin oldugu

goriilmiistiir. Bu sonuglar antiproliferatif aktivite caligmasi sonuglarini da desteklemistir

(Bkz. Sekil 4.2 ve Cizelge 4.3).

Sitokinez-blok proliferasyon indeksi (CBPI) ve Replikasyon indeksi (RI) antiproliferatif
aktiviteyi tahmin etmek icin kullanilan Olgiitlerdir. HT-29 hiicre hattinda 48 saatlik
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uygulama siliresi sonunda kontrolle kiyaslandiginda, CBPI degerinin azaldigi tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.4). Dolayisiyla, Schiff bazinin, 1000 uM konsantrasyonun, 24
saatlik uygulama siiresine kiyasla, 48 saatlik uygulama siiresinde, HT-29 hiicre hattinda
daha fazla antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir. HeLa hiicre hattinda ise, hem
24 saat hem de 48 saatlik uygulama siiresinde, CBPI degerinde azalma gézlemlenmis olup,
24 saatde bu azalmanin daha yiiksek olmasi (Bkz. Cizelge 4.5), hiicre dongiistindeki

inhibisyonun ve antiproliferatif etkinin daha fazla oldugunu gostermektedir.

Schiff bazmm, HT-29 hiicre hattinda 24 saatlik uygulama siiresinde RI degerinde bir
degisiklik tespit edilmemistir. 48 saatlik uygulama stiresinde ise, RI degerinde % 14’liik bir
azalis saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.4). Dolayisiyla bu sonuca gore, 1000 uM
konsantrasyonundaki Schiff bazinin 48 saatlik uygulama siiresinde, HT-29 hiicre hattinda,
genototoksisiteye bagl bir antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir. Hela hiicre
hattinda ise, 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde sirasiyla % 15 ve % 14’lik bir azalis
oldugu saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.5). Dolayisiyla Schiff bazinin 1000 pM
konsantrasyonun da 24 saatlik uygulama siiresinde, daha fazla genototoksisiteye bagl bir
antiproliferatif aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu sonuglar, CBPI degeri sonuglar1 ile de

uyumludur.

Cizelge 4.4. Schiff bazina maruz birakilan HT-29 hiicrelerinde MN olusumu

Uygulamalar Inkiibasyon Siiresi % MNBNC® CBPI RI

Kontrol? 8,9 1,91 100
24 saat

Schiff bazi® 9,6 1,94 100

Kontrol? 6,7 2,06 100
48 saat

Schiff bazi® 9,7 1,92 86

a. Sadece DMEM
b.1000 uM konstrasyonundaki Schiff bazi
c. Mikrontikleus (MN) igeren ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin (BNC) ortalama yiizdesi
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Cizelge 4.5. Schiff bazina maruz birakilan Hela hiicrelerinde MN olusumu

Uygulamalar | Inkiibasyon Siiresi % MNBNC® CBPI RI

Kontrol? 9,9 2,408 100
24 saat

Schiff bazi® 12,7 2,192 85

Kontrol? 10,6 2,376 100
48 saat

Schiff bazi® 11,4 2,180 86

a. Sadece DMEM
b.1000 uM konstrasyonundaki Schiff bazi
c. Mikrontikleus (MN) igeren ¢ift gekirdekli hiicrelerin (BNC) ortalama yiizdesi

Hiicresel hasarin morfolojik olarak degerlendirilmesi

Schiff bazmnin, HT-29 ve HeLa kanser hiicrelerine olan antiproliferatif etkisinin apoptozise
bagl bir 6liim yolagi iizerinden olup olmadigini belirlemek i¢in, CBMN testi kapsaminda
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, deney gruplarina gore hazirlanan preparatlara
Giemsa boyama yapilmistir ve morfolojik olarak degerlendirilen hiicresel hasar 151k
mikroskobunda 100X’lik objektifte belirlenmis olup, goriintiiler Resim 4.8 ve Resim
4.9°da verilmistir. Ayrica, hiicresel hasar, taramali elektron mikroskobunda (SEM), 10 kV

biiyiitmede incelenmis ve goriintiiler Resim 4.10 ve Resim 4.11°de verilmistir.

1000 uM konsantrasyonundaki Schiff bazina, farkli uygulama siirelerinde maruz birakilan,
HT-29 ve HeLa hiicrelerinin ¢ogunda, apoptozisin karekteristik 6zelligi olan, yogun
niikleer fragmentler, ¢ekirdek iceresinde kromatin kondensasyonu ile apoptatik cisimcikler
gozlemlenmistir. Her iki kanser hiicresinde de, 48 saatlik uygulama siiresinde, apoptozis
icin tipik olan, niikleer fragmentler, kromatin kondensasyonu ile apoptatik cisimcikler
olduk¢a yogun bir sekilde gozlemlenmistir. Sonug olarak, bu durum genellikle Sliimiin
apoptozis kaynakli oldugunu gostermistir. Ayrica, apoptatik hiicrelere kiyasla daha az
sayida olan ve sitoplazmalarinda vakuol bulunduran hiicreler de dikkati ¢ekmistir. Bu
hiicrelerin gozlemlenmesi de, kismi olarak 6liimiin otofaji denilen programlanmis hiicre

oliimii ile gerceklestigini gostermistir.
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Resim 4.8. HT-29 hiicre hattindaki hasarin morfolojik olarak degerlendirilmesi (A) Schiff
bazi ile muamele edilmeyen hiicrelerin morfolojisi, Schiff bazi ile muamele
edilen; (B) apoptotik hiicreler, (C) bir MN iceren ¢ift ¢ekirdekli (biniikleat)
hiicreler, (D) vakuol igeren hiicre sitoplazmasi Ornekleri (Oklar ile
gosterilmektedir, 100X biiyiitme)
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Resim 4.9. HeLa hiicre hattindaki hasarin morfolojik olarak degerlendirilmesi (A) Schiff
bazi ile muamele edilmeyen hiicrelerin morfolojisi, Schiff bazi ile muamele
edilen; (B) apoptotik hiicreler, (C) bir MN igeren ¢ift c¢ekirdekli (bintikleat)
hiicreler, (D) vakuol igeren hiicre sitoplazmasi Ornekleri (Oklar ile
gosterilmektedir, 100X biiylitme)
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Resim 4.10. HT-29 hiicre hattindaki hasarin, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
degerlendirilmesi (Apoptotik hiicreler, oklar ile gosterilmektedir, 10 kV
biiyilitme)
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Resim 4.11. HeLa hiicre hattindaki hasarm, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
degerlendirilmesi (Apoptotik hiicreler oklar ile gosterilmektedir, 10 kV

biiyilitme)
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4.4. Asimetrik Diimin Schiff Bazinin Topoizomeraz Ila inhibisyon Aktivitesi

Topoizomeraz enzimleri, replikasyon ve transkripsiyon islemleri sirasinda DNA
segmentinin konformasyonunu ve topolojisini hizla kontrol eden ve degistiren temel
enzimlerdir. Kanserli hiicrelerde topoizomeraz enzimlerinin yiiksek ekspresyonu
nedeniyle, bu enzimlerin inhibisyonu, kemoterapide umut verici bir ilag hedefi olmaktadir.
Bu caligmada, Schiff bazinin insan topoizomeraz Ilo (topo lla) aktivitesine olan etkisi,

agaroz jel elektroforez teknigiyle arastirilmistir.

Schiff bazmin 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda, insan topo Ila 'nin aktivitesini inhibe
ettigi ve her iki dozda da tek zincir kopmasi yaptigi tespit edilmistir (Resim 4.12). Ayrica,
insan topo Ilo aktivitesinin gosterilmesinde 6nemli olan ICso degeri (% 50 inhibisyona
neden olan konsantrasyon), 77,5 uM olarak bulunmustur. Bu da Schiff bazinin 77,5 uM

konsantrasyonunda insan topo Ila aktivitesinin % 50’sini inhibe ettigi anlamina

gelmektedir.

—Form I

e §—Form |

Resim 4.12. Schiff bazmin insan topo Ila (1 U) inhibisyon aktivitesi (1. kuyu; sadece
pBR322 DNA, 2. kuyu; topo lla uygulanmis pBR322 DNA ve 3. kuyu; topo
o, 500 uM Schiff bazi uygulanmis pBR322 DNA, 4. kuyu; topo Ila, 1000
uM Schiff baz1 uygulanmis pBR322 DNA)

4.6. Mutajenite Testi

4.6.1. Genetik isaretlerin kontrolii

Calismada kullanilan Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarmin histidin
gereksinimi, uvrB mutasyonu, rfa mutasyonu, R-faktdr varligi ve spontan olarak geriye

donen koloni sayis1 bakimimdan genetik isaretlerinin kontrolii yapildi. Resim 4.13’de, (A)
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HB plaginda iireme gozlemlenirken, (B) MGA plaginda tireme gozlemlenmemistir. Resim
4.14°de, (A) UV’ye maruz birakilan NA plaginda tireme gozlemlenmemigken, (B) UV’ye
maruz birakilmayan NA plaginda tireme gozlemlenmistir. Resim 4.15°de ise NA plaginda

disk ¢evresinde lireme olmayan bir zon gozlemlenmistir.

Resim 4.14. S. typhimurium un (TA98) uvrB mutasyonu kontrolii sonuglari
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Resim 4.15. S. typhimurium’un (TA98) rfa mutasyonu kontrolii sonucu

4.6.2. Asimetrik diimin Schiff bazinin mutajenik etkisi

Bu calismada, Schiff  bazinin mutajenik etkisinin olup olmadigi,
Ames/Salmonella/mikrozom test sistemi kullanilarak belirlenmistir. Bu testte, S.
typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 mutant suslar1 kullanilmistir.

Bu ¢alismada, S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 mutant suslarinin neden
oldugu cerceve kaymasi ve baz cifti degisimi tipindeki mutasyonlara gore, Schiff bazinin
farkli konsantrasyonlarda (200-2000 pM konsantrasyon araliinda) mutajenik etkisi test
edilerek, = mutasyon  yapma  kapasitesi  arastirilmigtr.  Bu  mutasyonlarin
degerlendirilmesinde spontan kontrol dikkate alinmistir. Deney her doz i¢in 3 ayr1 plak
olarak uygulanmistir. Yapilan ¢alismada ¢oziicli olarak, % 0,5 DMSO igeren distile su
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ¢oziiciiniin mutasyona sebep olmamasi yani koloni
sayisinda pozitif kontrole kiyasla artis olmamasi gerekmektedir. Yapilan c¢alisma
sonucunda, pozitif kontrole kiyasla ¢oziiciiniin mutasyona sebep olmadigir bulunmustur.
Pozitif kontrol olarak, 0,1 pg/uL sodyum azid (NaNs) kullanilmistir. Sodyum azid bir
mutajen oldugu igin, mutant bakteri suslarini his~ durumundan his* durumuna doniistiirerek
mutant koloni sayisinda artiga sebep olmaktadir. Sonuglarimiz pozitif kontrol olarak
sodyum azid uygulanan S. typhimurium TA98 ve TAI100 suslarinin revertant koloni
sayisinda artis oldugunu gostermektedir. Buna gore sonuglar degerlendirildiginde, S.
typhimurium TA98 susu i¢in revertant koloni sayisindaki bu artis, gergeve kaymasina
neden olan mutasyonlarin gergeklestirildigini gosterirken, S. typhimurium TA100 susu igin

ise baz ¢ifti degisimine neden olan mutasyonlarin gergeklestirildigini gostermistir. Spontan
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kontrol ise, mutant bakteri suslarmmm kendiliginden (spontan) his” durumundan his*

durumuna doniismesidir.

Ames/Salmonella/mikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi i¢in histidin
protroflarmin sayismin kendiliginden geriye donen (spontan) koloni sayisinin en az iki
kat1 olmasi ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza bagl bir artig gostermesi
gerekmektedir. Yapilan testler sonucunda elde edilen bulgulara gore (Cizelge 4.6), Schiff
bazmin 200-2000 pM arasindaki konsantrasyonlarinda, S. typhimurium TA98 ve S.
typhimurium TAI100 suslarinin koloni sayisinin, kendiliginden geriye donen koloni
sayisinin en az iki kati kadar olmadig1 ve doza bagli olarak koloni sayisinda da yine 6nemli
bir artis olmadigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar, Schiff bazinin denenen tiim
konsantrasyonlarinin S. typhimurium TA98 ve S. typhimurium TA100 suslarinda mutajenik

etkiye sahip olmadigin1 gostermektedir.

Ayrica, bir maddenin mutajen olabilmesi mutajenik oraninin (MO) 2 ve 2’nin {istiinde
Olmas1 ile miimkiin olmaktadir. Schiff bazinin konsantrasyon artisina bagli olarak, S.
typhimurium TA98 ve TA100 susularinin koloni sayisinda ciddi bir azalis gbzlemlenmekle
birlikte, mutajenik oraninin tiim konsantrasyonlarda 2’nin ¢ok altinda olmasi, bilesenin
denenen tiim konsantrasyonlarda ¢erceve kaymasima ve baz ¢ifti degisimine neden olan
mutasyonlara sebep olmadigini gostermektedir. Her iki susu kiyaslandiginda ise, Schiff
bazmin TA98 susu i¢in ¢ergeve kaymasina neden olan mutasyon riskini oldukca azalttigi
da tespit edilmistir. Sonug olarak, Schiff bazinin mutajen olmadigi ve buna bagli olarak

kullaniminin ise giivenli olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Yapilan istatistik analizinde, negatif kontrole gore, S. typhimurium TA98 ve S.
typhimurium TAZL00 revertant koloni sayis1 p<0,05 diizeyinde anlamli olarak belirlenmis
ve sonuglarimizi desteklemistir. Schiff bazinin 200-2000 uM konsantrasyon araliginda
mutajenitesini belirlemek iizere yapilan Ames/Salmonella/mikrozom testi sonuglari, dort
paralelli ¢aligmanin ortalamasi alinarak, standart sapmasi ile Cizelge 4.6’da verilmistir.
Sonug olarak, bu madde mutajenik etki gdstermemistir ve ila¢ bilesenleri i¢in kullaniminda

giivenli bir aday oldugu kanitlanmustir.
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Cizelge 4.6. Schiff bazinin 200-2000 uM konsantrasyon araliginda S. typhimurium TA98
ve S. typhimurium TA100 suslarma gore mutajenitesi

Schiff Bazi (uM) TA98 TA100

Revertant Sayisi+ SD | MO? Revertant Sayis1+ SD | MO?

200 210 £23" 1,65 345 +9 1,57

250 178 £20° 1,40 334 +2 1,52

500 159 £13 1,25 326 £2 1,48

1000 157 £2 1,24 320£9" 1,46

1500 89 £3” 0,70 314 +4" 1,43

2000 89 £10" 0,70 306+0" 1,39
Spontan Kontrol® 234+ 1 - 191+7 -
Negatif Kontrol® 127 +£2 - 220+ 10 -
Pozitif Kontrol® 1050 + 100 - 1545+ 18 -

*: Negatif kontrole gore revertant sayis1 p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli, +: Sonuglar dort
paralelin aritmetik ortalamasi alinarak = SD olarak verilmistir

a: Mutajenik oran
b: Mutant bakteri suslarinin kendiliginden (spontan) his” durumundan his* durumuna dontismesi

c: % 0,5 DMSO
d: 0,1 pg/ulL Sodyum azid

Genel degerlendirme yapicak olursak iki mutasyon testide birbirini dogrulamis ve

desteklemistir.
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5. TARTISMA

Kanserin sanayilesmis iilkelerde ikinci 6liim nedeni oldugu ve tahminen tiim oliimlerin
dortte birini olusturdugu bilinmektedir. Bu nedenle, yeni DNA hedefli antikanser
bilesiklerin gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir (Yang ve digerleri, 2016). Cisplatin ile
tirevleri, antitimor etkilerini DNA’ya kovalent yolla baglanarak gosteren (Pizarro ve
Sadler, 2009) ve kanser tedavi rejimlerinin % 50'sinden fazlasinda hala kullanilan ilaglardir
(Jakupec, Galanski, Arion, Hartinger ve Keppler, 2008; Dyson ve Sava, 2006). Ancak, bu
ilaclarin ytiksek toksisite, i¢sel ila¢ direnci gibi sorunlar nedeniyle kullanimlarinda ciddi
zorluklar yasanmaktadir (Rosenberg ve digerleri, 1965; Rosenberg ve digerleri, 1967,
Kelland, 2007). Bu nedenle, cisplatine alternatif olarak gelistirilecek ilaglarin da ayni
mekanizmaya sahip olacagi diisiiniilerek, daha etkili ilaclar gelistirebilmek adina,
elektrostatik baglanma, oluga baglanma ve interkalasyon gibi kovalent olmayan farkl
baglanma stratejileriyle DNA'da hasar {iretebilecek ajanlarin tasarlanmasi gerekmektedir

(Pizarro ve Sadler, 2009).

Tez kapsaminda, 2-(4-(2-hidroksibenzilidenamino)benzilidenamino)benzoik asit olarak
adlandirilan asimetrik diimin Schiff bazinin DNA hedefli antikanser ila¢ aday1 veya ilag
tastyicisi olabilme potansiyelini ortaya koymak amaci ile biyolojik aktivitesi caligiimistir.
DNA hedefli ila¢ aday1 olabilme potansiyeli, DNA baglanma ve DNA kesim aktivitesi
calismalar1 ile antikanser ilag adayi olabilme potansiyeli ise, antiproliferatif aktivite,
sitokinez-blok mikroniikleus (CBMN) ve topoizomeraz Ilo inhibisyon aktivitesi
caligmalari ile ortaya konulmustur. Ayrica, Schiff bazinin biyolojik materyallerde giivenli

kullanim1 mutajenite ¢alismasi (Ames/Salmonella/mikrozom testi) ile test edilmistir.

DNA, Onemli bir hiicresel reseptor oldugundan, bircok antikanser ajan, antitimor
aktivitesini, DNA ile etkilesime girerek gostermektedir (Angelusiu ve digerleri, 2010;
Aslan ve digerleri, 2011; Xu ve digerleri, 2011). Bu ajanlarin antitimér mekanizmasi hala
bilinmese de, bir¢cok arastirmaci, bircok antikanser ajanin DNA'y1r kestigini veya
baglanabildigini gostermistir. Ornegin, Organotin (IV) bilesiklerinin de, DNA ile
etkilesime girerek antikanser aktivite gosterdigi bildirilmistir (Yang ve digerleri, 2016).
Ayrica, literatiirlerde Schiff bazi kompleksi igeren Cu (II) bilesiklerinin antitiimor bir ajan
olarak degerlendirilebilmesi i¢cin, DNA’ya baglanmasi ve DNA’y1 kesmesi gerektigi de
bildirilmistir (Santini ve digerleri, 2013; Kate, Kumbhar, Khan, Joshi ve Puranik, 2013;
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Cater ve digerleri, 2013). Tabassum ve digerleri (2014) ise, bir¢ok bilesigin, antikanser
aktivitesini, DNA'ya baglanarak gosterdigini ve bu yolla DNA replikasyonunun degistigini
ve timor hiicrelerinin biiylimesinin inhibe oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, bu ilaglarin
etkililiginin baglanmanin moduna ve afinitesine bagli olarak degistigini de
vurgulamiglardir. Dolayisiyla DNA ile etkilesim c¢aligmalari, gen transkripsiyonu,
mutajenez ve karsinojenez gibi biyolojik siireglerin anlagilmasinda, DNA hedefli ilaglarin
tasariminda ve antikanser ilaclarmin mekanizmalarinin aydimnlatilmasi agisindan oldukca

onem arz etmektedir (Li ve Yang, 2009).

Bilesik-DNA etkilesimlerinin arastirilmasinda en yaygin ve en etkili tekniklerden biri olan
UV absorpsiyon calismasi yapilmistir (Shahabadi ve digerleri, 2010; Sun ve digerleri,
2011; Jaumot ve Gargallo, 2012; Wei ve digerleri, 2010; Bhadra ve Kumar, 2011). Bu
calismasiyla, Schiff bazi ile DNA arasindaki etkilesim bi¢iminin ve baglanma afinitesinin
belirlenmesi amaglanmistir. Schiff bazinin, 5-120 uM arasindaki CT-DNA konsantrasyon
artisina bagli olarak, UV spektrumunda belli n—n* gegisi iginde hiperkromizm (% H=
58,24) ile kirmiz1 kayma gézlemlenmistir (Bkz. Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1). Bu spektral
ozellikler, Schiff bazinin DNA ile etkilesim tipinin genellikle, DNA’nin baz ¢iftleri ve
aromatik kromofor arasmmda bir istiflenme etkilesimi (interkalasyon) oldugunu

gostermektedir.

Literatiirde hiperkromizm, DNA’nin denatiirasyonu tizerine absorbansindaki artis olarak
aciklanmaktadir (Shahabadi, Kashanian ve Fatahi, 2011; Li Yang, Wang ve Guo, 1996; Shi
ve digerleri, 2006). Ayrica bircok literatiire gore, ¢ift sarmal DNA’nin, denatiire edici
ajanlar ile muamelesi sonucunda, yapiy1 bir arada tutan etkilesim kuvvetinin bozuldugu ve
cift sarmal yapinin rastgele sarmal yapiya doniiserek, iki tek zincire ayristigi bildirilmistir.
Bu durum ise, baz-baz etkilesiminin azalmasi, komplementer bazlar ve serbest formdaki
bazlar arasinda hidrojen baglarmin olugsmamasi sebebiyle, DNA ¢ozeltisinin artmasina
bagli olarak UV absorbansinda artis (hiperkromizm) olarak degerlendirilmistir (Arjmand
ve Jamsheera, 2011; Kumar ve digerleri, 2009; Satyanarayana, Dabrowiak ve Chaires,
1993). Ek olarak literatiirlere gore, hiperkromizm ile kirmizi kayma spektral 6zelliklerinin
birlikte gozlemlenmesi, genellikle bilesigin DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanarak,
DNA ile etkilestigini ve DNA c¢ift heliks yapisina bu yolla zarar verdigini géstermektedir
(Shahabadi ve digerleri, 2011; Sirajuddin ve digerleri, 2013; Mandal ve digerleri, 2016).

Bir molekiilin DNA'ya interkalasyon yolu ile baglandiginda, n* yoriingesinin, baz
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ciftlerinin m yoriingesi ile eslestigi ve m—mn* gecis enerji seviyesinin azalmasma bagh
olarak kirmizi kaymaya yol agtig1 da bildirilmektedir (Jayaseelan, Prasad, Vedanayaki ve
Rajavel, 2016). Suda ¢6ziiniir rutenyum (II) terpiridin komplekslerinin (Lazi¢, Arsenijevic,
Puchta, Bugar¢i¢ ve Rilak, 2016) ve 1,3-diamin Ru (I1) terpirid kompleksi bazli bir kafurun
(Milutinovi¢, Bugar¢i¢ ve Wilhelm, 2018) hiperkromizme ve kirmiziya kaymaya neden
oldugunu buna bagh olarak da komplekslerin interkalasyon yolu ile DNA’ya baglandigi
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasi sonucu degerlendirildiginde ise, UV spektrumunda belli
n—n* gecisi i¢inde hiperkromizm ile kirmizi kayma spektral ozellikleri birarada
gbozlemlenmistir. Buna bagli olarak da, literatiirlere gore, Schiff bazmmin DNA’ya
interkalasyon yolu ile baglanarak, DNA ile etkilestigi ve bu yolla DNA ¢ift sarmalina zarar

verdigi soylenebilir.

Kb, baglanma sabiti, komplekslerin DNA ile etkilesim afiniteleri hakkinda fikir
vermektedir (Tabatabaee ve digerleri, 2013). Bu tez calismasinda, Schiff bazinin 5-120 uM
konsantrasyon araliginda, CT-DNA varligmdaki K, degeri, 1,5x10° M™' olarak
bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.1). Literatiirlere goére ise, [Co (phen)s]®** (1,6x10* M?)
(Waring, 1965); [Ru (phen)s)?*] (0,55x10* M?) (Li, Yang, Wang ve Qin, 2008); (Ru
(phen)2(bpy)](PFs)2 (0,36x10* M™) (Maheswari, Rajendiran, Palaniandavar, Thomas ve
Kulkarni, 2006); [Ru (phen).L]** (2,5x10* M?) (Sun ve digerleri, 2008) (elektrostatik
baglanma bigimi); [Ru (tpy)(pphs)2CI]* (4,1x10* M) (Sharma, Singh, Chandra ve Pandey,
2005); [Ru (tpy)(Asphs)CI]* (4,5%10* M) (Sharma ve digerleri, 2005); asimetrik ligandli
trikatyonik Co (I11) kompleksleri, [Co (phen).(pdta)]** (2,8%10* M) (Wang ve digerleri,
2004); [Co (bpy)2(CNOIP)]3* (5x10* M) (Zhang ve digerleri, 2001) gibi baz1 interkalator
komplekslerin ve N, O donoér Schiff bazi ligandlariyla iki mononiikleer Cu (II)
komplekslerinin (5,36x10* M? ve 17,91x10* M?) (Jana ve digerleri, 2016; Ghorai ve
digerleri, 2018) Kp degerleri yukarida verilmistir. Bu literatiir bilgileri dogrultusunda,
Schiff bazinin K, degeri, Yyukarida verilen komplekslerin Ky, degerleri ile
karsilastirildiginda oldukga yiiksektir. Dolayisiyla, Schiff bazinin DNA’ya gii¢lii baglanma

egilimi gosterdigi sdylenebilir.

Ayrica, Schiff bazlari, imin (C=N) grubunda elektrofilik karbon ve niikleofilik azot igerir
ve enzim ve DNA gibi birka¢ niikleofilik ve elektrofilik biyolojik tiirle etkilesime girme
ihtimaline sahiptir. Reaktif imin grubu nedeniyle, Schiff bazlarinin interkalasyon yoluyla

dogrudan DNA ile etkilesime girebilecegi one siiriilmiistiir (Silva ve digerleri, 2017).
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Schiff bazlarinin yapisindaki aromatik kisim, istifleme etkilesimi yoluyla DNA'ya
baglanma kapasitesinin arttirilmasinda ve DNA ¢ift sarmalinin stabilize edilmesinde
anahtar rol oynar (Rambabu ve digerleri, 2016). Ayrica, Schiff bazlarinin yapisinda
bulunan polar gruplar ile DNA'nin ¢ift sarmalinin arasinda hidrojen baglarinin olusmas,
Schiff bazinin DNA’ya baglanmasini etkilemektedir (Garcia-Friaza ve digerleri, 2006).
Buna bagli olarak da, tez kapsaminda calisilan asimetrik diimin Schiff bazinin yapisindaki
iki adet imin grubunun interkalasyon yolu ile dogrudan DNA’ya baglandig1 ve Schiff
bazinin yapisindaki serbest karboksil (COOH) ve hidroksil (OH) gruplarinin ise, hidrojen
bag1 yaparak, DNA ile olan etkilesimi artirdig1 diisiiniilmektedir.

Ek olarak, literatiirlere gore, antikanser ilaglarin ¢ogu, kovalent veya kovalent olmayan
baglanma yolu ile DNA'nin replikasyon mekanizmasina zarar vererek, antikanser etki
gostermektedir (Suh ve Chaires, 1995; Maheswari ve Palaniandavar, 2004; Miao ve
digerleri, 2009). Ozellikle de, klinik agidan yararli olan ¢ogu antikanser ilag, DNA’ya
interkalasyon yolu ile baglanmaktadir (Barone ve digerleri, 2013). Bu literatiir bilgileri
dogrultusunda, tez kapsaminda ¢alisilan Schiff bazinin, kovalent olmayan baglanma bigimi
olan, interkalasyon yolu ile DNA’ya baglandig: tespit edilmis olup, buna bagl olarak da,
DNA hedefli bir antikanser ila¢ aday1 olabilecegi sdylenebilir.

Metal komplekslerinin DNA’ya baglanmasi, DNA kesimine dayanan kemoterapotik
adaylarin tanmmasmda Onemli bir rol oynar (Tabassum ve digerleri, 2014). Metal
komplekslerinin antikanser aktivitelerinin, DNA'ya baglanma, yapisina zarar verme ve
islevini bozma yeteneklerine bagl olduguna inanilmaktadir (Liang ve digerleri, 2004).
DNA fonksiyonunun bozulmasi replikasyon ve transkripsiyonun inhibisyonuna neden olur.
Eger DNA lezyonlar1 onarilmaz ise hiicre 6liimii ile sonu¢lanir (Liang ve digerleri, 2004;
Tabassum, Afzal ve Arjmand, 2012). Dolayisiyla metal iyonlar1 ile aktive edilen DNA
kesim ¢alismalar1 oldukea ilgi cekicidir (Sigman, 1986; Armitage, 1998; Sitlani, Long,
Pyle ve Barton, 1992). Bu bilgiler dogrultusunda, incelenecek bilesigin DNA kesim
aktivitesi gosterdigi ortaya konulur ise, kanser tedavisinde terapotik amagla kullanilabilme

imkan1 bulacagi agiktir.

Bu tez ¢aligmasinda ise, Schiff bazinin DNA ile etkilesimi, agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilarak, stipersarmal pBR322 plazmid DNA’smin kesim denemesi ¢aligmalar1 ile

incelenmistir. Jel elektroforezinde, Form I; pBR322 plazmid DNA da kesim olmamis
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stipersarmal formu, Form II; tek bir iplikte olan kesim ile asir1 sargili yapmin gevsemis
formunu (Jelde en yavas ilerleyen formdur), Form III ise; iki ipligin kesimi ile olusan
lineer yapiy1 gostermektedir (Arjmand ve digerleri, 2012; Melvin ve digerleri, 2000;
Arjmand ve digerleri, 2011; Li ve digerleri, 2011). Bu bilgiler dogrultusunda, yapilan tez
caligmasi sonucunda, Schiff bazinin artan konsantrasyonlarda plazmid DNA’y1 yiiksek
kesim aktivitesi gosterdigi, stipersarmal formdan (Form 1), halkasal (Form II) ve lineer
(Form IIT) formlara doniisiimiiniin 2000 uM ve sonrasindaki konsantrasyonlarda oldugu ve
bu bilesigin 2000 uM konsantrasyonunda tek zincir kopmasi yapmaya basladigi, 2500 uM
konsantrasyonundan itibaren de ¢ift zincir kopmas1 yaparak kesim aktivitesi gosterdigi,
3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarinda ise, siipersarmali tamamen keserek lineer hale
cevirmeye basladig1 tespit edilmistir (Bkz. Resim 4.1 ve Cizelge 4.2). Yapilan literatiir
taramasina gore, pek ¢ok bakir kompleksinin sadece tek zincir kesimi yaptigi bilinirken
(Dong ve digerleri, 2010), tez kapsaminda ¢alisilan Schiff bazinin tek zincir kesiminin
yaninda ¢ift zincir kesimi de yaptig1 goriilmektedir (Bkz. Resim 4.1). Alizadeh ve digerleri
(2015), L-enantiyomerik floro-siibstitiie edilmis benzotiyazol Schiff bazi-valinin [Cu]
kompleksinin yiiksek DNA kesim aktivitesi gosterdigini ve DNA’da ¢ift zincir
kopmalarina sebep oldugunu bildirmis olup, bu o6zelliginden dolayr bu kompleksin
Ozellikle kanser kemoterapétiklerinde terapdtik uygulamalar icin kullanilabilecegini
vurgulamiglardir. Bu bilgiler dogrultusunda, Schiff bazinin yiiksek kesim aktivitesi
sergilemesi ve ¢ift iplik kesimi yapmasi nedeniyle, bu bilesigin etkili bir DNA kesim ajani

ve ayrica yeni bir DNA hedefli antikanser ilag aday1 olabilecegi s6ylenebilir.

Deng ve digerleri (2018), Ni (II) komplekslerinin pBR322 DNA ile etkilesimlerinin,
stipersarmal formu gevsettigini, dolayisiyla plazmid DNA kesme kabiliyetinin, Ni (II)
komplekslerinin DNA baglanma kabiliyeti ile yakindan iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica, suda ¢oziiniir bakir (II) -dipeptid kompleksleri (Fu ve digerleri, 2014), steroidal
olmayan anti-enflamatuar ilag sulindac'm tri- ve diorganotin (IV) tiirevlerinin (Kumari ve
Nath, 2017) ve L-enantiyomerik floro-siibstitiie edilmis benzotiyazol Schiff bazi-valinin
[Cu] kompleksinin (Alizadeh ve digerleri, 2015), DNA kesim aktivitelerinin, DNA
baglanma afinitesi 1ile ilgili oldugu belirtilmistir. Benzer sekilde elde -ettigimiz
sonuglarimiza gore, Schiff bazinin yliksek DNA kesim aktivitesinin, yliksek DNA

baglanma yetenegi ile dogrudan iliskili oldugu sdylenebilir.
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Rajendiran ve digerleri (2007), bakir (II) komplekslerinin karisik diimine ligandlarinin,
DNA’ya kovalent olmayan bir bag olan interkalasyon yolu ile baglandigini, DNA’y1 etkili
bir sekilde kestigini ve insan servikal epidermoid karsinom hiicre hattinda (ME180)
antikanser aktivite gosterdigini ve bu aktivitenin de DNA ile kovalent yolla etkilesen
cisplatinden daha etkin oldugunu bildirmislerdir. Annaraj, Balakrishnan ve Neelakantan
(2016), siipersarmal plazmid DNA'ya baglanan fenilalanin tiirevi ile diimin ko-ligandlar1
iceren ligand bakir (II) kompleksleri tarafindan indiiklenen sarmal gevseme miktarmin, bu
kompleksler ve DNA arasindaki interkalasyon etkilesim bi¢imine bagli olabilcegini
bildirmislerdir. Ayrica, baska bir literatiirde ise, 6zellikle interkalasyon yapan ajanlarin
DNA’ya baglanma afinitesinin daha yiiksek oldugu ve DNA’y1 daha etkili bir sekilde
kestigi de bildirilmistir (Arjmand ve digerleri, 2011). Sonug olarak, literatiir bilgilerininde
destekledigi gibi, Schiff bazinin DNA’ya interkalasyon yolu ile giigli bir afiniteyle
baglandigi belirlenmis olup, bu baglanma aktivitesinin de, DNA kesim aktivitesiyle

yakindan iligkili oldugu sonucu ¢ikarilmistir.

Tez kapsaminda, Schiff bazinin DNA kesim mekanizmasini tespit etmek amaciyla,
aktivator olarak, hidrojen peroksit (H202) ve askorbik asit (AA); radikal giderici olarak,
hidroksil radikal ("OH) giderici olan etil alkol (EtOH) ve singlet oksijen (*O.™) giderici
olan sodyum azid (NaNs); oluk baglayicilar olarak ise, 4',6—diamidino—2—fenilindol

(DAPI) ve metil yesili (MG) kullanilarak, kesim denemesi ¢calismalar1 yapilmastir.

DNA kesim aktivitesi, H,O2 ve AA aktivatorleri varhginda degerlendirildiginde, H202’e
gore AA’nm, Schiff bazinin 2000-3500 puM konsantrasyon arahiginda, DNA kesim
aktivitesini kuvvetli bir sekilde artirdigi tespit edilmistir (Bkz. Resim 4.2 ve Resim 4.3).
Ayrica, AA’nin, Schiff bazmin diisiik konsantrasyonlarmnda da (<2000 puM), DNA kesim
aktivitesi gosterebilecegi diisliniilmektedir. Dolayisiyla, Schiff bazinmm AA ile distik
konsantrasyonlarda kullanimiyla elde edilebilecek yiiksek kesim aktivitesi, DNA hedefli
antikanser ilaglarda, bilesenin yiiksek konsantrasyonlarda olusumuna bagli olusabilecek
olumsuzlugu da ortadan kaldirabilecektir. Boylece biyolojik organizmalara da herhangi bir
zarar1 olmayacaktir. Bu da DNA hedefli antikanser ilaglarmin gelistirilmesinde, AA ile
etkinligi artirilmis Schiff bazmnin giivenli kullanimini miimkiin kilacaktir. EK olarak,
AA’nin Schiff bazinin yapisindaki serbest karboksil (COOH) ve hidroksil (OH) gruplar1
arasindaki hidrojen bag etkisini artirdig1 ve buna bagl olarak da, yiiksek kesim aktivitesi

sergiledigi diigiiniilmektedir.



79

Hidroksil radikal giderici olan EtOH varliginda yapilan kesim ¢aligmasi sonucunda, Schiff
bazinin DNA kesim aktivitesini artiyor olmasi, ozellikle de 3000 ve 3500 uM
konsantrasyonlarinda ¢ift zincir kopmasi yaparak, DNA kesim aktivitesi gdstermesi, bu
DNA hasarindan difiize hidroksil ("OH) radikallerinin sorumlu olmadigini gdstermistir
(Bkz. Resim 4.4). Yapilan literatiir taramasinda ise, Li ve digerleri (2011), 1,4-tpbd
(N,N,N’,N'-tetrakis(2-yridylmethyl)benzene-1,4-diamine)  ligand ve  bakir  (II)
komplekslerinin EtOH varliginda DNA kesim aktivitesini artirdigin1 ve dolayisiyla bu
kesimden hidroksil radikallerinin sorumlu olmadigini bildirmislerdir. Dolayisiyla literatiir

bilgisi de, sonucumuzu desteklemistir.

Singlet oksijen giderici olan NaNz varliginda, yapilan ¢alisma sonucunda, Schiff bazinin
DNA kesim aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Bkz. Resim 4.5). Bu durumun DNA
ipligindeki kesim sonucunda, singlet oksijen elektronlarmin olustugu ve buna bagl olarak
DNA kesim aktivitesinde giiclii bir inhibisyona neden oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan
literatiir taramasinda ise, NaNz’in inhibe edici aktivitesinin, gecis metalleri icin azid
anyonunun afinitesine bagli olabilecegi belirtilmistir (Burrows ve Muller, 1998). Li ve
digerleri (2011), 1,4-tpbd (N,N,N’,N'-tetrakis(2-yridylmethyl)benzene-1,4-diamine) ligand
ve bakir (II) komplekslerinin, NaN3z varliginda niikleaz aktivitesini 6nemli derecede
azalttigmi, bu DNA hasarmin singlet oksijen (102™) veya singlet oksijen benzeri reaktif
oksijen tiirleri (ROS) tarafindan meydana geldigini ve singlet oksijen tiirlerinin oksidatif
kesim yolagi ile yakindan iligkili oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, bir baska literatiirde de
benzer sonuglar elde edilmis olup, ROS tiirlerinin, DNA ipliginde kopmalar yaparak,
DNA’ya hasar verdigi ve bu yolla da programli hiicre dliimiine (apoptozis) sebep oldugu
bildirilmistir (Li ve digerleri, 2011). Bu literatiir bilgileri dogrultusunda, bu tez ¢alismasi
sonuglar1 degerlendirildiginde, NaNs varliginda, Schiff bazinin yiiksek konsantrasyonlarda
(2000-3500 uM) DNA kesim aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmis olup, buna bagl olarak
da Schiff bazinin bu konsatrasyonlarda singlet oksijen veya singlet oksijen benzeri tiirler
gibi reaktif oksijen tiirlerinin olustugu bir oksidatif DNA kesim yolag: ile DNA’ya hasar

verdigi ve bu yolla apoptozise neden olabilecegi sdylenebilir.

Ayrica, Schiff bazimin DNA ile etkilesimi DAPI ve MG varliginda arastirilmistir ve bu
bilesigin DAPI ve MG varliginda DNA kesim aktivitesinde herhangi bir inhibisyon
gozlemlenmemistir (Bkz. Resim 4.6 ve Resim 4.7). Literatiir tarama sonuglarma gore,

Panja, Matsuo, Nagao ve Hirota (2011), azobenzene baglantili 1-Zn cis kompleksinin,
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DAPI varliginda DNA kesim aktivitesinde inhibisyona neden oldugunu ve dolayisiyla
DNA’nmn kiiciik oluguna baglandigimni bildirmislerdir. Alizadeh ve digerleri (2015) ise,
Zn(Il), L-/D—fluorobenzothiazole Schiff bazi—valin kompleksinin, DAPI ve MG varliginda
DNA kesim aktivitesinde inhibisyona neden oldugunu, dolayisiyla hem DNA’nin kiigiik
oluguna hem de biiyiik oluguna baglandigint belirtmiglerdir. Tez ¢alismasinin sonuglari
degerlendirildiginde, Schiff bazinin, DAPI ve MG varhiginda DNA kesim aktivitesinde
herhangi bir inhibisyon gostermemesi, literatiir bilgilerine gore, bu bilesigin DNA’nin hem
biiyiikk oluguna hem de kii¢iik oluguna baglanmadan, DNA’ya interkalasyon yolu ile
baglanabilecegini agiklamistir. Ayrica, bu sonuglar, DNA baglanma sonuglar1 ile de

parelellik géstermis ve birbirini desteklemistir.

DNA hedefli antikanser ilaclar, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmedeki
etkililiginin kesfedilmesinden bu yana biiyiik ilgi gormektedir (Rosu ve digerleri, 2012;
Sinha ve digerleri, 2008; Shukla ve digerleri, 2009; Vicini ve digerleri, 2003). Bu tez
calismasina gore, uygulama siiresi ve konsantrasyon arttik¢a antiproliferatif etkinin arttig1
ve en yiiksek 6liimiin Schiff bazinin 72 saat inkiibasyonu sonunda HT-29 hiicresi i¢in 500
ve 1000 uM konsantrasyon uygulamalarinda (sirasiyla % 94 ve % 96 6liim), HeLa hiicresi
icin ise 1000 uM konsantrasyonda (% 65 6liim) belirlenmistir (Bkz. Sekil 4.2). Schiff
bazmin HT-29 hiicresinde 72 saat 500 ve 1000 uM konsantrasyon uygulamasindaki yiiksek
Oliim, saglikli hiicrelerde de toksik etki yapabilme ihtimali nedeniyle uygun olmayacagi,
bu inkiibasyon siiresinde Schiff bazinin 250 pM konsantrasyonunun daha uygun
olabilecegi diistiniilmiistiir. Her iki kanser hiicresi icin ise, 24 ve 48 saat inkiibasyon
stiresinde, Schiff bazinin 500 veya 1000 pM konsantrasyonundaki uygulamalarinin ideal
olabilecegi sOylenebilir. Ayrica, antiproliferatif aktivitenin degerlendirilmesinde Snemli
olan ICso (kontrol hiicrelerine kiyasla, ilgili kimyasal ile muamele sonrasi hiicrelerin %
50'sini 6ldiiren konsantrasyon) degeri de en yiiksek 72 saat inkiibasyonun sonunda HT-29
hiicresi i¢in 252 pM, HeLa hiicresi i¢in ise 389 uM olarak belirlenmis ve bu sonuglarda %
canlilik sonuglar1 ile uyumluluk gostermistir (Bkz. Cizelge 4.3). Sonug¢ olarak, Schiff
bazinin HT-29 hiicresinde daha yiiksek antiproliferatif aktivite gdsterdigi belirlenmistir
(p<0,05).

Yapilan literatiir taramalarinda ise, Araujo ve digerleri (2013) ile Fouche ve digerleri
(2008), bitki ekstraktlarinin antiproliferatif aktivitesini, hiicre canliligindaki % azalmaya

(% oliime) gore 4 grup olarak kategorize etmislerdir: inaktif (% 1-20), az aktif (% 20-50),
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orta derecede aktif (% 50-70) ve ¢ok aktif (% 70-100). Bu literatiirlere gore, bu tez
calismasimin sonuglart degerlendirildiginde, Schiff bazinin 72 saat inkiibasyonu sonunda,
HT-29 hiicresi i¢in, 500 ve 1000 puM konsantrasyon uygulamalarinda ¢ok aktif bir
antiproliferatif aktivite gosterdigi tespit edilirken, HeLa hiicresi igin ise, 500 ve 1000 uM
konsantrasyon uygulamalarinda orta derecede aktif bir antiproliferatif aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Sonug olarak, Schiff bazt HT-29 hiicresinde daha yiiksek antiproliferatif

aktivite gostermistir.

Kaur, Singh ve Narasimhan (2019), naftol diazenil scafold bazli Schiff bazlarindan NS-6,
NS-11 ve NS-15 tiirevlerinin, HT-29 hiicre hatt1 i¢in ICso degerlerinin<50ug/mL oldugunu
ve buna baglh olarak bu bilesiklerin 6nemli antiproliferatif aktivite sergiledigini ve ayrica
NS-2 ve NS-8 tiirevleri icin ise ICso degerleri swrasiyla 19.26 ug/mL ve 17.8 ug/mL
oldugunu ve buna bagli olarak bu tiirevlerin digerlerine gére daha iyi antiproliferatif
aktivite gosterdigini  bildirmislerdir. Buna goére bu tez c¢alismasinin sonuglari
degerlendirildiginde, HT-29 hiicresi i¢in tiim uygulama siirelerinde I1Cso degerlerinin<50
pug/mL olmasi, Schiff bazinin HT-29 hiicresinde 6nemli bir antiproliferatif aktivite
sergiledigini gostermektedir. En iyi antiproliferatif aktivitesi ise, 72 saatlik uygulama
stiresinde 15 pg/mL olarak tespit edilmistir. HeLa hiicresinin 24 ve 48 saatlik uygulama
stirelerinde ise Onemli bir antiproliferatif aktivite gozlemlenmemisken, 72 saatlik uygulama
stiresinde 1Csg degeri, 23 pg/mL olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak, Schiff bazinin, naftol
diazenil scafold bazli Schiff bazlarmin tiim tiirevlerine kiyasla 72 saatlik uygulama

sonunda HT-29 hiicresinde ¢ok daha iyi bir antiproliferatif aktivite gosterdigi soylenebilir.

Ayrica, bu sonuglar Schiff bazinmn antikanser aktivitesinin, hem DNA baglanmasi hem de
DNA kesim aktivitesi ile iliskili oldugunu gostermistir. Literatiirlere gore ise, Maheswari
ve digerleri (2006), Cu (II) Schiff baz1 kompleksinin HL. 60 (16semi) kanser hiicreleri
iizerinde antiproliferatif etki gostermesinin, DNA’ya baglanma ve DNA’y1r kesme
yetenekleri ile de iligkili oldugunu bildirmislerdir. Fu ve digerleri (2014),
[Cu(glygly)(PyTA)]CIO4-1.5H20 (1) ve [Cu(glygly)(PzTA)]CIO4-1.5H20 (2) bakir(II)-
dipeptit komplekslerinin, HepG2, HelLa, A549 ve U87 hiicre hatlarinda antiproliferatif etki
gosterdigini ve bu sonucunda DNA kesim aktivitesi sonuglar1 ile uyumlu oldugunu

belirtmislerdir.
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Ek olarak, Schiff bazlari, DNA ile anlamli bir sekilde etkilesime girebilmektedir. Cesitli
amin ve karboksil grubu gibi aktif baglama bdlgelerine sahiptirler ve bu aktif bolgeler,
DNA’ya baglanmada secici etki gosterebilirler (Arunadevi ve digerleri, 2017). Dolayisiyla,
tez kapsaminda ¢alisilan asimetrik diimin Schiff bazmin yapisinda bulunan iki adet imin,
serbest karboksil (COOH) ve hidroksil (OH) gruplarinin, bilesigin antikanser aktivite

gostermesinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kanser hiicrelerinde DNA hasar1 sonucu apoptozisin indiiksiyonu, tiimor biiylimesini
onlemek i¢in etkili bir stratejidir (Pistritto, Trisciuoglio, Ceci, Garufi ve D'Orazi, 2016).
Antikanser c¢aligmalarinda, hiicre Oliimiiniin ¢ok olmasindan ziyade mevcut Oliimiin
apoptozis yolagi iizerinden gerceklesmesi ¢cok onemlidir. Bu tez caligmasinda, Schiff
bazinin antiproliferatif etkisinin genototoksisiteye bagli bir apoptozis ile iligkili olup
olmadigit CBMN testi ile belirlenmistir ve bu test kapsamindaki hiicresel hasar ise

morfolojik olarak degerlendirilmistir.

Schiff bazinin, HT-29 hiicresinde 24 saatlik uygulama siiresinde, kontrol hiicrelerine gore,
mikroniikleus (MN) iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin (BNC) ortalama yilizdesinde (%
MNBNC) 1,1 katlik bir artis gézlemlenirken, 48 saatlik uygulama siiresinde bu artigin 1,5
kat oldugu tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.4). Bu durum, 48 saatlik uygulama siiresinde
kromozom veya genom hasarmin daha yiiksek oldugunu gostermistir. HeLa hiicresinde ise,
24 saatlik uygulama siiresinde, kontrol hiicrelerine gore, mikroniikleus (MN) igeren ¢ift
cekirdekli hiicrelerin (BNC) ortalama yiizdesinde (% MNBNC) 1,3 katlik bir artis
gbzlemlenirken, 48 saatlik uygulama siiresinde bu artigin 1,1 kat oldugu tespit edilmistir
(Bkz. Cizelge 4.5). Bu durum, 24 saatlik uygulama siiresinde kromozom veya genom
hasarinin daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu sonuglara gore, her iki kanser hiicresi
degerlendirildiginde, Schiff bazinin HT-29 kanser hiicresinde daha etkin oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar antiproliferatif aktivite caligmasi sonuglarint da desteklemistir

(Bkz. Sekil 4.2 ve Cizelge 4.3).

Literatiirlere gore, Tarantini ve digerleri (2015), 24 saatlik bir muameleden sonra, 16
pg/mL'de SiO2-15 nm nanopartikiiliine maruz kalan Caco-2 hiicrelerinin MN frekansinda
1,5 katlik bir artis oldugunu, 32 ve 64 pg/mL ile tedavi edilen hiicrelerde ise, 3 katlik bir
artis oldugunu gozlemlemislerdir. Tez ¢alismasinin sonuglar1 degerlendirildiginde ise, HT-

29 hiicre hattinda, 1000 pM konsantrasyonundaki Schiff bazi ile uygulama siiresi arttik¢a
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MN frekansinda yaklasik 1,5 kathk bir artis goézlemlenmistir. Yukaridaki artigla
kiyaslandiginda diisiik oranda kromozom veya genom hasarina neden oldugu sdylenebilir.
Perez, Rheingold ve Melendez (2015), Fc-CH2CO2-Ph-4-Py bilesiginin 10, 1, 0,1 pM
konsantrasyonlarin da MCF-7 hiicre hattinda Fc-CO.-estradiol, Fc-(CO.-Ph-4-Py)CO2H,
Fc-(CO2-Ph-4-Py)2 bilesiklerine kiyasla diistik sitotoksik aktivite gosterdigini ve onemli
bir genotoksik akitivite sergilemedigini de bildirmislerdir. Bu ¢alisma sonuglar1 ile
kiyaslandiginda, Schiff bazinin HT-29 ve HeLa hiicre hatlarinda inkiibasyon siiresindeki
artisga bagli olarak yiiksek antiproliferatif aktivite ve diisilk miktarda genotoksik etki

gosterdigi soylenebilir.

Sitokinez-Blok Proliferasyon indeksi (CBPI), hiicrelere uygulanan ajanlarin, sitostatik
veya sitotoksik aktivitesini ve hiicre proliferasyonu {izerine etkisini belirlemek icin
kullanilan bir 6lgiittiir (Anderson ve digerleri, 1988; Nigro, Palermo, Mudry ve Carballo,
2003; Seligmann ve digerleri, 2003). CBPI’daki bir azalma hiicrenin proliferasyon
kapasitesindeki bir kayb1 ve hiicre dongiistindeki bir inhibisyonu gostermektedir (Fenech,
2000). Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢calismasinin sonuglar1 degerlendirildiginde, HT-29
hiicre hattinda 48 saatlik uygulama siiresi sonunda kontrolle kiyaslandiginda, CBPI
degerinin azaldig1 tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.4). Dolayisiyla, Schiff bazinin, 1000
uM konsantrasyonun, 24 saatlik uygulama siiresine kiyasla, 48 saatlik uygulama siiresinde,
HT-29 hiicre hattinda daha fazla antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir. HelLa
hiicre hattinda ise, hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulama siiresinde, CBPI degerinde
azalma gozlemlenmis olup, 24 saatde bu azalmanin daha yiiksek olmasi (Bkz. Cizelge 4.5),
hiicre dongiisiindeki inhibisyonun ve antiproliferatif etkinin daha fazla oldugunu

gostermektedir.

Replikasyon indeksi (RI) ise, hiicrelere uygulanan ajanin, DNA replikasyonu iizerindeki
etkisi belirlemek i¢in kullanilan bir ol¢iittiir (Fenech, 2000). Tez calismasi sonuglari
degerlendirildiginde, Schiff bazinin, HT-29 hiicre hattinda 24 saatlik uygulama siiresinde
RI degerinde bir degisiklik tespit edilmemistir. 48 saatlik uygulama siiresinde ise, RI
degerinde % 14’liik bir azalig saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.4). Dolayisiyla bu sonuca gore,
1000 uM konsantrasyonundaki Schiff bazinin 48 saatlik uygulama siiresinde, HT-29 hiicre
hattinda, genototoksisiteye bagli bir antiproliferatif aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica, Schiff bazinin HT-29 hiicre hattinda, ideal genototoksisiteye bagl antiproliferatif

aktivitesinin 1000 uM konsantrasyonunun da 48 saatlik uygulama siiresinde olabilecegi
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sOylenebilir. HeLa hiicre hattinda ise, 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerinde sirasiyla % 15
ve % 14’liik bir azalis oldugu saptanmistir (Bkz. Cizelge 4.5). Dolayistyla Schiff bazinin
1000 uM konsantrasyonun da 24 saatlik uygulama siiresinde, daha fazla genototoksisiteye
bagl bir antiproliferatif aktivite gosterdigi saptanmustir. Ayrica, Schiff bazinm, HeLa
hiicre hattinda, ideal genototoksisiteye bagli antiproliferatif aktivitesinin 1000 uM
konsantrasyonunun iistiinde daha diisiik uygulama siirelerinde olabilecegi de sdylenebilir.
Bu sonuglar, CBPI degeri sonuglari ile uyumluluk gostermis olup, antiproliferatif aktivite
calismas1 sonuglarini da desteklemistir. Ayrica, her iki hiicre hattinda da farkli uygulama
siirelerinde goriilen RI’daki bu azalma, OECD (Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii)
kilavuzunda onerildigi gibi % 55'in lizerinde bulunmustur. Bu sonuglar, asagidaki literatiir
calismasi sonuglariyla da benzerlik gostermektedir. Tarantini ve digerleri (2015), SiO2-15
nm nanopartikiiliiniin 16, 32 ve 64 pg/mL dozlarinda, Caco-2 hiicrelerinde, RI degerlerinde
bir azalmanin oldugunu, ancak bu degerlerin OECD (Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi
Orgiitii) kilavuzunda 6nerildigi gibi % 55'in {izerinde kaldigmni bildirmislerdir (OECD,
2008).

Schiff bazinin 1000 uM konsantrasyonunda HT-29 ve HeLa hiicrelerinin ¢ogunda
apoptozise 0zgii morfolojik degisiklikler, yani niikleer kondensasyon ve apoptotik
cisimcikler olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle 48 saatlik uygulama siiresinde, her iKi
kanser hiicresinde, apoptozis icin tipik olan, niikleer fragmentler, kromatin kondensasyonu
ile apoptatik cisimcikler olduk¢a yogun bir sekilde gézlemlenmis olup, ayrica apoptatik
hiicrelere kiyasla daha az sayida olan ve sitoplazmalarinda vakuol bulunduran hiicreler de
dikkati ¢gekmistir (Bkz. Resim 4.8 ve Resim 4.9). Ayrica, hiicresel hasar, her iki hiicre hatti
icin de, taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenmistir ve apoptotik hiicreler BKz.

Resim 4.10 ve Resim 4.11°de gosterilmistir.

Literatiirlere gore ise, apoptozis, morfolojik olarak benzer sekilde degerlendirilmistir
(Babich, Zuckerbraun, Ricklis ve Blau, 1998; Larsson, Wickstrom, Hassan, Oberg ve
Granberg, 2010; Rao ve digerleri, 2011; Barros ve digerleri, 2011; Ding, Zhu, Li ve Gao,
2012; Vidhya ve Devaraj, 2011; Hernandez ve digerleri, 2016; Liu ve digerleri, 2011;
Venkatesan ve digerleri, 2012; Wang ve digerleri, 2011; Xu ve digerleri, 2010). Ayrica,
literatlire gore, hiicre sitoplazmasida vakuol goriilmesi, genellikle otofajinin bir sonucu
olarak kabul edilmektedir (Krick ve digerleri, 2009). Otofajide, apoptozis gibi

programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir (Danial ve Korsmeyer, 2004; Lum,
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De Berardinis ve Thompson, 2005). Symonds ve digerleri (2013) de, lllawarra plum ile
muamele edilen HT-29 hiicrelerinde benzer sekilde hiicre sitoplazmasinda vakuol
olusumunu goézlemlemislerdir. Sonug olarak, Schiff bazinmn 1000 uM konsantrasyonun da
HT-29 ve HelLa hiicrelerinde neden oldugu 6liimlerin, niikleer kondensasyon, apoptotik
cisimcikler gibi morfolojik degisikliklerden 6tiirti, apoptozis ve vakuol olusumu nedeniyle

de, otofaji denilen programlanmis hiicre 6liimleri sonucunda gergeklestigi soylenebilir.

Topoizomeraz enzimleri, replikasyon ve transkripsiyon islemleri sirasinda DNA
segmentinin konformasyonunu ve topolojisini hizla kontrol eden ve degistiren temel
enzimlerdir (Gaur ve Usman, 2019). Ancak bu enzimler, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz bir
sekilde islev gormektedir. Bu nedenle, bu enzimlerin inhibisyonu, kemoterapide umut
verici bir ilag hedefi haline gelmistir (Nitiss, 2009; Pommier, Leo, Zhang ve Marchand,
2010). Ogzellikle de insan topo Ilo. enzimi, bircok kanser hiicresinde yiiksek oranda
eksprese edilmektedir, bu da bu enzimleri antikanser ilaglar i¢in cazip bir hedef
yapmaktadir (Jarvinen ve Liu, 2006; Sandhaus ve digerleri, 2016). Ciinkii topo II inhibe
edici antikanser ilaglara duyarliligin, kanser hiicrelerindeki topo Ila ekspresyon seviyesine
bagl oldugu kanitlanmistir. Yani, diisiik bir topo Ila proteini konsantrasyonuna sahip olan
hiicreler, yiiksek topo Ila konsantrasyonuna sahip olan hiicrelere kiyasla, topo II inhibe
edici antikanser ilaglara kars1 daha az hassastir (Ju ve digerleri, 2006; Kellner, Sehested,

Jensen, Gieseler ve Rudolph, 2002; Jarvinen ve Liu, 2006).

Topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonu, DNA'nin pozitif stipersarmalinin replikasyon ve
transkripsiyonunun hizli bir sekilde durmasina ve anormal negatif siipersarmal DNA
yapilarinin olusmasma neden olur (Pommier, 2006; Pommier ve digerleri, 2010).
DNA'daki bu topolojik degisiklikler ise, gen transkripsiyonunun baskilanmasma veya
aktivasyonuna sebep olabilir. Dolayisiyla bu enzimlerin inhibisyonu, 6zellikle de topo Ila
inhibisyonu, DNA yapisinda degisiklige ve kalict DNA hasarina neden olabilir ve buna
bagli olarak da apoptozis yolag: iizerinden hiicre 6liimiine ve/veya hiicre dongiisiiniin
durmasina yol agabilir (Nitiss, 2009; Pommier, 2006; Tabassum ve digerleri, 2014). Etki
mekanizmasi agiklanacak olursa, topoizomerazlarin normal iglevi sirasinda, enzimlerin
kovalent olarak DNA'ya baglandig1 ge¢ici Topo-DNA kompleksleri olusur. Topo I ve II'yi
inhibe eden ilaclar, nihayetinde replikasyon sirasinda dldiiriicii DNA hasari ile sonuglanan
Topo-DNA komplekslerini stabilize ederek etki gdosterir (Drlica ve Franco, 1988;
Pommier, 2009; Classen, Olland ve Berger, 2003). Bir baska deyisle, stabil DNA-topo
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kompleksi olustugunda, hasarli DNA tanimnarak, p53'e bagli hiicre 6liimii baslatilir (Solary
ve digerleri, 1994). Sonu¢ olarak, antikanser tedavi rejimlerinin yaklasik % 50'si
topoizomerazlari inhibe eden en az bir DNA hedefli antikanser ilacin (doksorubisin,
daunorubisin, epirubisin, amsakrin, bleomisin gibi) kullanimma dayanmaktadir (Hande,
1998a; Hande, 1998b; Baviskar ve digerleri, 2011). Ayrica, son zamanlarda DNA hedefli
antikanser ila¢ olarak, hiicre proliferasyonunda ciddi role sahip olan topoizomeraz I ve II
inhibitorleri de gelistirilmektedir (Andoh, 2003; Nitiss, 2009; Wang ve digerleri, 1997;
Haglof ve digerleri, 2006; Pommier, 2009; Salerno ve digerleri, 2010).

Bu tez ¢alismasinda ise, Schiff bazinin insan topoizomeraz Ila (topo Ilo) enzimine olan
aktivitesi arastirilmistir. Schiff bazinin 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarin da, insan topo
IIo 'nin aktivitesini inhibe ettigi ve her iki dozda da tek zincir kopmasi yaptigi tespit
edilmistir (Bkz. Resim 4.12). Topoizomeraz enzim aktivitesinin degerlendirilmesinde
onemli olan ICso degeri (% 50 inhibisyona neden olan konsantrasyon) ise 77,5 uM olarak
belirlenmis olup, Schiff bazinin bir topoizomeraz inhibit6rii olabilecegi diistiniilmektedir.
Topo II inhibit6rii olarak gelistirilen antikanser bir ilag olan kamptotesinin 1Cso degeri >100
uM’tiir (Berridge, Tan, McCoy ve Wang, 1996). Dolayisiyla Schiff bazinin bu ilaca gore
topo II’yi inhibe etmede daha etkin oldugu sdylenebilir.

Yapilan literatiir taramalarina gore, Arjmand ve digerleri (2011), N,N-bis-[1(R-/S-)-1-
benzil-2- ectoksietan] bakir(Il) klorid bilesiginin artan konsantrasyonlara (24 ve 32 uM)
bagli olarak insan topo Ila 'nin aktivitesini inhibe ettigini ve bu konsatrasyonlarin bildirilen
topo II zehirli ilaglara (>300 M) kiyasla oldukga diisikk oldugunu belirtmislerdir. Bu
bilgiler dogrultusunda, Schiff bazmin da insan topo Ila 'nin aktivitesini inhibe ettigi 500 ve
1000 uM konsantrasyonlarmin da bildirilen bu skalaya (>300 M) kiyasla olduk¢a diisiik
oldugu goriilmektedir. Son zamanlarda DNA'ya baglanan ilaglarin antikanser
aktivitelerinin, DNA topoizomeraz enzimlerini inhibe etme 6zellikleriyle yakindan iligkili
oldugu bildirilmektedir (Potmesil ve Kohn, 1991; Ralph ve digerleri, 1994; Tirmoglu,
2016). Bir baska calijmada da, benzoilpiridin tiyosemikarbazonlannin yanisira
asetilpiridin-tiyosemikarbazonlar ve asetilpirazin-tiyosemikarbazonlar iceren a-(N)-
heterosiklik tiyosemikarbazonlannin Cu (IT) komplekslerinin birkag serisinin de, insan topo
[Io’nin inhibisyonu yolu ile yiiksek antikanser aktivite gosterdigi bildirilmistir (Wilson,
Jiang, McGill, Lisic ve Deweese, 2016; Conner ve digerleri, 2016). Bu bilgiler
dogrultusunda, tez ¢aligmasi sonucglar1 degerlendirildiginde, Schiff bazinin 500 ve 1000
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uM konsantrasyonlarin da insan topo Ila’nin aktivitesini inhibe ederek, HT-29 ve Hela
kanser hiicrelerinde yiiksek antiproliferatif aktive gosterdigi ve buna bagli Sliimlerinde
apoptozis yolagi iizerinden oldugu soOylenebilir. Ek olarak, tez calismasi kapsaminda
yapilan CBMN testindeki morfolojik degerlendirme sonuglar1 da apoptozisi isaret

etmektedir.

Ayrica, DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanan ajanlarin (6rnegin, doksorubisin,
daunorubisin ve mitoksantron) topoizomeraz II'yi hedefledigi ve sitotoksik aktivitelerini,
apoptozis yoluyla hiicre O6limiiyle sonuglanan bir DNA-topoizomeraz |1 kompleksi
olusturulmasimi aracilik ettigi bildirilmistir (Barra ve digerleri, 2016). Bir baska caligma
ile de DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanan bazi Ru (II) polipiridi komplekslerinin de
topo II iizerinde inhibisyon aktivitesi sergiledigi bildirilmistir (Wang ve digerleri, 2014).
Bu bilgiler dogrultusunda, Schiff bazmin DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanma
Ozelliginin, insan topo Ilo 'nin aktivitesini inhibe etme o6zelligi ile iliskili olabilecegi

sOylenebilir.

Mutajenler, genellikle DNA, RNA ve proteinlerdeki niikleofilik gruplara kolaylikla
saldirabilen ajanlar olup (Murray ve Mayes 1993), DNA’nin yapisinda kalici hasarlar
olusturarak, kanser ve diger dejeneratif hastaliklarin etiyopatolojisinde rol oynayan
mutasyonlara sebep olmaktadir (Venitt ve Parry, 1984). Bu nedenle yeni sentezlenen
bircok kimyasal bilesigin seri bir sekilde test edilerek mutajenik/kanserojenik etkilerinin
saptanmas1 gerekmektedir. Ames/Salmonella/mikrozom testi, kimyasal bilesiklerin
mutajenik potansiyelini degerlendirmek i¢in kullanilan bir testtir (Hong, Cho, Jang ve Lyu,
2011). Bu testin temeli, yapay mutasyon olusturulmus olan Salmonella typhimurium’un
histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis his™ olan oksotrofik suslarin test bileseni ile
muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon gegirerek his* hale doniismesi esasina dayanir
(Ames, 1973; Maron ve Ames, 1983). Bu tez ¢aligmasinda S. typhimurium TA98 ve
TA100 mutant suslarinin neden oldugu cer¢eve kaymasi ve baz ¢ifti degisimi tipindeki
mutasyonlara gore, Schiff bazinin farkli konsantrasyonlarda mutajenik etkisi aragtirilmstir.
Ames/Salmonella/mikrozom testinde bir maddeye mutajen denilebilmesi igin histidin
protroflarmin sayisiin kendiliginden geriye donen (spontan) koloni sayisinin en az iki
kat1 olmast ya da iki katindan az oldugu durumlarda doza bagli bir artis gdstermesi
gerekmektedir (Maron ve Ames, 1983). Bu bilgiler dogrultusunda, yapilan calisma
sonucunda elde edilen bulgulara gore (Bkz. Cizelge 4.6), Schiff bazinin 200-2000 uM
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arasindaki konsantrasyonlarinda, S. typhimurium TA98 ve TA100 suslarinin koloni
sayisinin, kendiliginden geriye donen koloni sayisinin en az iki kat1 kadar olmadig1 ve doza
bagli olarak koloni sayisinda da yine Onemli bir artis olmadigi gozlemlenmistir.
Dolayisiyla Schiff bazinin TA98 ve TA100 icin gerceve kaymast ve baz ¢ifti degisimi
neden olan mutasyonlara sebep olmadig: tespit edilmistir. Her iki sus kiyaslandiginda ise,
Schiff bazinin TA98 susu i¢in ¢ergeve kaymasina neden olan mutasyon riskini oldukga
azalttigi belirlenmistir. Yina Huang (2010), poli(e-kaprolakton)-poli(etilenglikol)-poli(e-
kaprolakton) (PCEC) nanomateryallerinin Ames testinde S. typhimurium TA97, TA98,
TA100, TA102 ve TA1535 suslarinin varliginda mutajenik bir etki gostermedigini ve
dolayisiyla ila¢ bilesenleri i¢in kullaniminda giivenli bir aday olabilecegini belirtmistir.
Ayrica, birgok literatiir tarafindan, bir maddenin mutajen olabilmesi i¢in mutajenik
oraninin (MO) 2 ve 2’nin Ustiinde olmas1 gerektigi bildirilmektedir (Pavan ve digerleri,
2013; Luo ve digerleri, 2016; Pascali, Angelica, Lugoli, De Donno ve Fanizzi, 2011; Pan
ve digerleri, 2010; Maron ve Ames, 1983). Bu bilgiler dogrultusunda, tez calismasi
sonuglar1 degerlendirildiginde, MO tiim konsantrasyonlarda 2’nin altinda bulunmustur.
Sonug olarak, Schiff bazinin mutajen olmadigr ve buna bagl olarak kullaniminin ise
giivenli olabilecegi sonucu c¢ikarilabilir. Ek olarak, ¢ogu interkalasyon yapan ajanin
(akridin oranj, proflavin, akriflavin vb.) ¢ergeve kaymasi mutasyonu yaptigi bilinmektedir
(Biitiiner ve Kantarci, 2006). Bilinenin aksine, Schiff bazinin da interkalasyon yapan bir
ajan oldugu ve cergeve kaymasi ile baz ¢ifti degisimi neden olan mutasyonlara sebep

olmadig1 soylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlar

elde edilmistir.

1. Literatiirlere gore, antikanser ilaglarin ¢ogu, kovalent veya kovalent olmayan
baglanma yolu ile DNA'nin replikasyon mekanizmasina zarar vererek, antikanser etki
gostermektedir. Ozellikle de, klinik agidan yararli olan ¢ogu antikanser ilag, DNA’ya
kovalent olmayan baglanma bi¢imi olan interkalasyon yolu ile baglanmaktadir.
Sonuglarimiza gore ise, Schiff bazinin, kovalent olmayan baglanma bi¢imi olan,
interkalasyon yolu ile DNA’ya baglandig1 belirlenmis olup, buna bagli olarak da,
DNA hedefli bir antikanser ila¢ aday1 olabilecegi sdylenebilir.

2. DNA baglanma ¢alismasi sonuglarina gore, Schiff bazinin DNA’ya interkalasyon yolu
ile baglandigi tespit edilmistir. Ayrica, bu baglanma bicimi oluk baglayicilar (DAPI ve
MG) varliginda, DNA kesim aktivitesi ¢alismasi sonuglariyla dogrulanmistir. DNA
hedefli ilaglar, niikleobazlara kovalent olarak baglanarak etki gdstermekle birlikte,
olduk¢a yiiksek toksisite ve diisiik secicilige de sahiptirler. Bu nedenle, yeni
gelistirilecek olan DNA hedefli ilaglarin kovalent olmayan yolla DNA’ya
baglanmasmin, disliik toksisite ve yiiksek secicilife neden olabilecegi
disiiniilmektedir. Sonuglarimiza goére ise, Schiff bazinim DNA’ya kovalent olmayan
yolla (interkalasyon) baglandigi belirlenmistir. Bu sekilde baglanma gostermesinden
dolay1r Schiff bazmim, diisiik toksisite ve yiiksek segicilife neden olabilecegi
diistiniilerek, giivenli bir antikanser ila¢ olarak kullanim1 6nerilebilir.

3. Schiff bazinin 2000-3500 uM konsantrasyon aralifinda kesim aktivitesi belirlenmis
olup, 3000 ve 3500 uM konsantrasyonlarinda bu aktivitenin daha etkin oldugu
gbézlemlenmistir. Literatiirlere gore, yliksek kesim aktivitesinin, yiiksek DNA
baglanma aktivitesi ile yakindan iligkili oldugu belirtilmekle birlikte, bu durumunda
bilesenlerin antikanser aktivitesini artirdigi bildirilmistir. Sonuclarimiz ise, bu literatiir
bilgilerini dogrulamistir. Yiiksek oranda DNA baglanma aktivitesi gosteren Schiff
bazmin, yliksek kesim aktivitesi gosterdigi ve buna bagl olarak da antikanser
aktivitesini arttirdig1 soylenebilir.

4. Schiff bazinm hidroksil radikali ("OH) ile kesim aktivitesi gostermedigi, Singlet
oksijen (!02™) veya singlet oksijen benzeri tiirler gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)

olustugu bir oksidatif DNA hasar yolagi lizerinden kesim aktivitesi gosterdigi
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belirlenmistir. Bu kesim mekanizmasi bize Schiff bazinin apoptozis yoluyla antikanser
etki gosterebileceginin kanit1 olabilir.

Aktivator olan H.O, ve AA varliginda yapilan DNA kesim aktivitesi caligmasi
sonuglarina gore, AA’nin H>Oz’e kiyasla Schiff bazinn DNA kesim aktivitesini
onemli 6l¢iide arttirdigi tespit edilmistir. Buna gore, biyolojik bir bilesen olan AA’nin
Schiff bazinin 6zellikle kesim aktivitesine bagli DNA hedefli bir antikanser ilag olarak
gelistirilmesinde aktivatdr olarak kullanilmasi, Schiff bazmnin etkinligini artiracak
olup, biyolojik organizmalara da herhangi bir zarar1 olmayacaktir. Bu da DNA hedefli
antikanser ilaglarinin gelistirilmesinde, AA ile etkinligi artrilmis Schiff bazinin
giivenli kullanimin1 miimkiin kilacaktir.

Literatiire gore, cogu interkalasyon yapan ajanin ¢erceve kaymasi mutasyonu yaptigi
bilinmektedir. Ancak, Schiff bazmin baz ¢ifti degisimine ve Ozellikle de gerceve
kaymasina neden olan mutasyonlara yol agmamasi sebebiyle, ilag aday1 olarak glivenli
kullanimi bu y6niiyle 6nerilebilir.

Schiff bazmin HT-29 ve Hela kanser hiicrelerinde antiproliferatif aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Artan uygulama stirelerine gére bu etkinin de arttigi tespit edilmistir.
CBMN sonuglar degerlendirildiginde ise, 1000 uM konsantrasyonun da her iki hiicre
hattinda da DNA hasarma bagli antiproliferatif aktivite belirlenmistir. Bu aktivite
HeLa hiicresine kiyasla HT-29’un 48 saatinde daha etkin bulunmustur. Schiff bazinin
kanser hiicrelerinde 48 saat inkiibasyon araliginda antiproliferatif aktivitesinin ~ % 50
araligin da olmasina karsilik, 6liimiin hem apoptozis hem de otofaji 6lim yolagi
iizerinden gercgeklestigi belirlenmistir. Buna gore, hiicre Oliimiiniin (antiproliferatif
etkinin) ¢cok olmasindan ziyade mevcut 6liimiin apoptozis ve otofaji yolagi lizerinden
gerceklesmesi, Schiff bazmin potansiyel bir antikanser ila¢ adayr olarak
degerlendirebilecegi sonucunu akla getirmektedir.

Topoizomeraz enzimleri, bircok antikanser ila¢ i¢in etkili bir kemoterapotik hedef
haline gelmistir. Birgok literatiir, DNA'ya baglanan ilaglarin antikanser aktivitelerinin,
DNA topoizomeraz enzimlerini inhibe etme 6zellikleriyle yakindan iliskili oldugunu
ve apoptozis Olim yolagina gotiirmede etkin olabilecegini vurgulamistir. Bizim
sonuglarimizda Schiff bazinin 500 ve 1000 pM konsantrasyonlarinda insan
topoizomeraz Ila (topo Ila) enzim aktivitesini inhibe ettigi ve ayrica Schiff bazinin
(1Cs0, 77,5 uM) Kklinik olarak kullanilan antikanser bir ilag olan kamptotesinden (ICsg
>100 M) daha etkin bir inhibitor aktivite gosterdigi de belirlenmistir. Bu sonug¢ hem

literatiir bilgisi hem de CBMN test sonuglarimizla uyumlu olup, insan topo Ila
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aktivitesinin inhibisyonuna bagli olarak, kanser hiicrelerindeki oliimlerin apoptozis
yolag1 iizerinden gerceklestiginin bir diger gostergesi olmustur. Aym1 zamanda
literatlirler, DNA’ya interkalasyon yolu ile baglanan ajanlarmm topo II enzim
aktivitesini inhibe ettigini vurgulamistir. Schiff bazinin da DNA’ya interkalasyon yolu
ile baglanma 6zelliginin, insan topo Ila 'nin aktivitesini inhibe etme 6zelligi ile iligkili
olabilecegi sdylenebilir. Bu sonucumuz da diger sonuglar1 desteklemistir.

9. Schiff bazinin mutajenik potansiyeli, Ames/Salmonella/mikrozom testi ile
arastirilmistir. Schiff bazinin DNA’da baz ¢ifti degisimine ve 6zellikle de cergeve
kaymasina neden olan mutasyonlara sebep olmadigi belirlenmistir. Literatiire gore,
cogu interkalasyon yapan ajanin g¢erceve kaymasi mutasyonu yaptigi bilinmektedir.
Ancak, Schiff bazinin baz ¢ifti degisimine ve 6zellikle de ¢ergeve kaymasma neden
olan mutasyonlara yol agmamasi sebebiyle, bir mutajen olmadig1 ve buna bagl olarak

ila¢ aday1 olarak kullaniminin ise, giivenli olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Bu tez ¢alismasi sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki oneriler elde edilmistir.

1. Schiff bazimin DNA ile etkilesimini daha ileri seviyede ortaya koymak amaci ile farkl
baglanma ¢aligmalarinin yapilmasi 6nerilmektedir.

2. Schiff bazinin ilag aday1 olabilmesi icin ileri diizey toksisite testlerinin yapilmasi ve
eger toksik etkisi ¢ikar ise, bu etkinin en aza indirgenecegi modellemelerin gelistirilmesi
ongoriilmektedir.

3. Kanser iizerindeki etki mekanizmasmin, farkli gen ve proteinlerle ileri diizey molekiiler
caligmalarla gosterilmesi Onerilmektedir. Schiff bazinin apoptozis ve otofaji 6lim
yolaklar1 molekiiler diizeyde yapilacak calismalarla ortaya konulmalidir.

4. Schiff bazi farkli hastalik modellerinde de DNA’y1 hedef alarak etkin olabilir. Bu

yoniiyle diger hastaliklarda da arastirilmasi 6nerilebilir.

Tiim ¢aligmalar Schiff bazinin DNA hedefli antikanser ilag aday1 olabilecegini gdstermis
olup, daha ileri ¢alismalarla desteklenmesi durumunda, Schiff bazimin patentinin alinmasi
ve basta kanser olmak flizere cesitli hastaliklara karst DNA’y1 hedef alabilecek ilag

gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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