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Oz
Arastirma Makales Naftalimit tiirevleri, son yillarda yapilan calismalarda yiiksek biyolojik
aktiviteye sahip bilesikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu dogrultuda

Sorumlu Yazar yeni tiirevlerin DNA etkilesim yollarinin belirlenmesi ve literatiire
Ufuk YILDIZ kazandirilmasi biiylik onem tagimaktadir. Bu ¢alismada farkli yan gruplar
ufukyildiz@beun.edu.tr iceren naftalimit tiirevlerinin DNA etkilesimleri incelenmistir. UV
titrasyonu ile baglanma tiiriiniin interkalasyon oldugu anlasilmistir.
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1Zonguldak Biilent Ecevit Abstract

Universitesi, Fen Fakiiltesi, Naphthalimide derivatives appear as compounds with high biological

Kimya Boliimii, Zonguldak, activity in recent studies. In this regard, it is of great importance to
Tirkiye determine the DNA interaction pathways of new derivatives and introduce

them to literature. In this study, DNA interactions of naphthalimide
derivatives containing different side groups were examined. It was
understood by UV titration that the binding mode was intercalation. More
precise information about the binding mode was obtained by performing
competitive fluorescence experiments with ethidium bromide. The form
changes of the compounds on plasmid DNA were examined by agarose

Bu galisma Creative Commons gel electrophoresis method and the active concentration was decided.
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Giris
Heterosiklik bilesikler medisinal kimya alaninda bir¢ok uygulama alanina sahip 6nemli bir ligant

grubudur. Bu tiirevler gosterdikleri antifungal, antikanser, antibakteriyel ve antiviral gibi bircok

aktiviteleri sayesinde ¢ok ilgi ¢ekmektedir [1-4]. Giinlimiizde kullanilan heterosiklik kemoterapik
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ajanlarin biiyiik kism1 DNA’ya baglanan ilaglardan olugmaktadir [5, 6]. Kiigiik heterosiklik bilesiklerin

DNA baglanma aktivitelerinin incelenmesi yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesinde 6énemli bilgiler
saglayacaktir. Naftalimit temelli bilesikler, ayn1 anda hem florofor hem de m-elektronlar1 yoksunu bir
aromatik sistem icerdiklerinden dolay1 yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in iyi aday molekiillerdir
[7-10]. Naftalimitler iyi birer DNA interkalatortiirler ve topo II enzimini inhibe edebilmektedirler [11].
Bu tiir bilesiklerin biyolojik ¢aligmalar1 incelendiginde, bilesiklerin DNA hasar1 yapmadan DNA’y1
hedefleyebildikleri goriilmiistiir. Bu durum potansiyel antikanser ajanlarin yan etkilerini azaltmaktadir
[12]. Naftalimitlerin farkli pozisyonlar {izerinden modifiye edilmesi yan etkilerin disiiriilmesi i¢in etkili
bir yoldur [13, 14]. Hatta naftalen halkas1 tizerindeki 4-pozisyonundan yapilan siibstitiient
degisimlerinin antitimor aktivite tizerinde anahtar konumda oldugu anlasilmstir [9, 15]. Bunun yaninda
anhidrit grubu iizerinden eklemlenecek yeni halkalar, naftalimit bilesiginin yiizey alanini genisleterek
interkalasyon yapma yetenegini artiracaktir. Bu ¢alisma kapsaminda daha 6nce sentezlenerek literatiire
kazandirilmis [16], genis m-elektron dagilimina sahip ve 4-pozisyonu iizerinden farkli indiiktif etki
gosterebilecek fonksiyonel grup igeren 3 naftalimit tiirevinin (Sekil 1) DNA baglanma aktivitelerinin

belirlenerek diisiik yan etkiye sahip olabilecek yeni antikanser ajanlar olarak 6nerilmesi amaglanmaistir.
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Sekil 1. Calisma kapsaminda DNA baglanma aktiviteleri incelenen bilesikler

Materyal ve Metot
Materyaller ve Cihazlar

Tiim reaktifler ve ¢oziiciiler ticari olarak alinmigtir ve aksi belirtilmedik¢e daha fazla saflastiriimadan
kullanilmisgtir. Dana timus DNA's1 (CT-DNA, Sigma'dan satin alinmistir) ¢ozeltileri 100 mM KCI, 10
mM Tris (pH 7,5) tampon igerisinde hazirlanmistir. DNA ¢ozeltilerinin konsantrosyonu 260 nm dalga
boyunda spektroskopik olarak belirlenmistir (e=6600 M-tcm™). UV-Vis absorbsiyon dl¢iimleri Varian
Cary 100 spektrofotometre cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Yatay elektroforez caligmasinda
Thermo Electron Corporation EC-330 Midicell Primo sistemi kullanilmistir. Emisyon spektrumlari

PerkinElmer LS55 spektroflorometre kullanilarak kaydedilmistir.
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DNA Baglanma Aktivite Calismalari
UV-Vis Absorspsiyon Titrasyonlart

Bilesiklerin ¢ozeltileri, minimum miktarda DMSO igerisinde ¢6ziildiikten sonra Tris-HCI (pH 7.5)
kullanilarak 20 puM konsantrosyona seyreltilerek hazirlanmistir. Daha sonra bilesiklerin UV-Vis
spektrumu kaydedilmis ve 1.25 mM ct-DNA ¢ozeltisinden 2 pl’lik porsiyonlar halinde bilesik ¢ozeltisi
tizerine eklenerek spektrum tekrar kaydedilmistir. Titrasyona spektrumda degisiklik goriilmeyinceye

kadar devam edilmistir.
Emisyon Titrasyonlari

Bilesiklerin etidyumbromiir (EB) ile yarismali olarak DNA’ya baglanma kapasiteleri floresans
spektroskopisi ile incelenmistir. DNA-EB kompleks ¢ozeltisi DNA:EB oram1 50:1 olacak sekilde
hazirlanmis ve etkilesimin tamamlanmasi i¢in 27 °C sicaklikta 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 427
nm dalgaboyunda uyarilarak emisyon spektrumu kaydedilmistir. Bilesigin DNA baz ciftleri arasindan
EB molekiillerini ¢ikarma giiciinii 6lgmek igin 1 pl’lik porsiyonlar halinde 1 mM stok bilesik

cozeltisinden eklenerek spektrum tekrar kaydedilmistir.
Agaroz Jel ile DNA Kirilma Calismalart

Jel elektroforez caligmalart TBE tamponu igerisinde siiper sarmal plazmit DNA olan pBR322
kullanilarak %1°lik agaroz jel tizerinde gerceklestirilmistir. 10 ul hacme sahip reaksiyon karisimlari 0.1
ug pBR322 ve farkli konsantrasyonlarda (0, 20, 40, 60, 100 ve 200 uM) 1, 2 ve 3 numarali bilesikleri
igerecek sekilde hazirlanmigtir. Hazirlanan karigimlar 1 saat boyunca 36 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Hazirlanan karigimlara 2.5 pl %0.25 bromofenol eklendikten sonra jele yiiklenmistir ve 35 V ile 4 saat
boyunca elektrik akimi uygulanmistir. Son olarak jel EB ¢6zeltisi icerisinde boyanmis ve UV 15181

altinda fotograflanmstir.
Sonuglar
UV-Vis Absorspsiyon Titrasyonlart

UV-Vis spektroskopisi, DNA ve kii¢iik molekiiller arasindaki etkilesimleri incelemek ic¢in siklikla
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Elektrostatik etkilesimler, oluk baglama ve interkalasyon gibi etkilesim
tiirlerinin belirlenmesinde ¢ok faydalidir. Kiiciik molekiiller DNA ile oluk baglanma modu ile
etkilesirken, hidrojen bag1 veya van der Waals etkilesimleri olusur ve bir niikleik asit bazi ile bir bilesik
arasindaki etkilesim sonucu maksimum absorbans pikinde hiperkromizm gozlemlenir. Interkalasyon
yoluyla DNA'ya baglanan durumlarda, genellikle hipokromizm ile birlikte batokromizm gozlenir [17].
Sabit porsiyonlar halinde ct-DNA ilavesi sonrast bilesiklere ait UV-Vis spektrumlarinda 300 nm

civarinda interkalasyon ile uyumlu olan hipokromizm gézlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. 1 (A), 2 (B) ve 3 (C) numarali bilesikler icin UV-Vis titrasyon spektrumlar

Titrasyon sonucu elde edilen degerler sayesinde bilesiklerin DNA’ya hangi kuvvetle baglandigin

gosteren baglanma sabiti (Kp) degerleri hesaplanmistir.

[DNA]/ (ea - &r) = [DNA] / (e8 - &) + 1/ Ky (e - &) Q)
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Formiilde ea; Olgiilen konsantrosyandaki soniim katsayisi, eg; DNA’ya tiim bilesigin baglanmasi

sonrasindaki soniim katsayist ve e&f;, serbest haldeki bilesigin soniim katsayist olarak acgiklanabilir.
Hesaplama sonucu elde edilen baglanma sabitleri sirastyla 1,75 x 104, 3,05 x 10*ve 3,32 x 10* M olarak

bulunmustur.
EB ile Yarismali Emisyon Titrasyonu Sonuglari

Yarigmali emisyon titrasyonu DNA’ya interkalasyon yoluyla baglanmis EB molekiillerinin calisilan
bilesik tarafindan yerinden ¢ikarilmasinin incelendigi bir yontemdir. Sulu ¢ozeltilerde EB molekiilii ¢ok
diisiik emisyon vermektedir. Ancak ortama DNA eklendiginde EB molekiilleri hidrofobik olduklar
bilinen DNA baz ¢iftleri arasina yerleserek yiiksek emisyon verebilmektedir [18]. DNA’ya
interkalasyon yoluyla kuvvetli bir sekilde baglanabilen bir bilesik EB molekiiliinii DNA baz ¢iftleri
arasindan ¢ikararak emisyonda diislise sebep olacaktir. Sekil 3°te goriildiigii gibi EB-DNA karigimi
lizerine sabit porsiyonlar halinde (1 mM’lik ¢6zeltiden 2 pl) bilesik 1 (A), bilesik 2 (B) ve bilesik 3 (C)
eklenmesiyle DNA’ya bagli EB emisyonunda belirgin diisiisler olmustur.

Bilesiklerin DNA baglanma kuvvetleri asagidaki Stern-Volmer esitligi kullanilarak hesaplanmustir.
FolF = 1 + Ksv[Q] (2)

Esitlikte Fo yarigmaci bilesik yoklugunda, F yarigsmaci bilesik varliginda EB-DNA emisyonu ve [Q] ise
eklenen yarigmaci bilesik konsantrasyonunu ifade etmektedir. Bilesikler i¢in Ksy sabitleri 1, 2 ve 3 i¢in
sirastyla 8,04 x 10, 7,86 x 10* ve 2,19 x 10* M olarak hesaplanmistir. Ayrica EB-DNA emisyonunu
yariya diisiirmek i¢in gerekli olan bilesik konsantrasyonlar1 (DCsp); eklenen bilesik konsantrasyonu
([L]) degerlerinin Io/I degerlerine kars1 grafige gecirilmesiyle elde edilen dogrusal grafigin denkleminde

y” yerine (Io/) 2 yazilarak sirasiyla 14 uM, 12 uM ve 45 pM olarak bulunmustur. Bu sonug elektron
cekici gruplarin DNA baglanma aktivitesine uyumludur [19].

Agaroz Jel ile DNA Kiridma Sonuclart

Bilesiklerin DNA kirma potansiyelleri pBR322 DNA ile agaroz jel elektroforez kullanilarak
gergeklestirilmistir. Dairesel plazmit DNA jel elektroforez ile ¢alisildiginda en hizli gé¢ eden form
stipersarmal form (form I) olacaktir. Eger kirllma sadece bir zincirde olursa siiper sarmal biraz
rahatlayarak form II olusacak ve go¢ yavaslayacaktir. Her iki zincir kirildiginda ise lineer form (form
IIT) olusacak ve form I ve form II arasinda bir gé¢ mesafesi olacaktir [20]. Sabit miktarda (20 ng)
pBR322 plazmit DNA ve artan miktarlarda (sirasiyla hat 1-6; 0, 10, 20, 50, 100, 200 uM bilesik) igeren
farkli karisimlarin 38°C’de 1 saat bekletilmesi sonucu elde edilen elektroforez sonuglari Sekil 4’te

goriilmektedir.
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Sekil 3. 1 (4), 2 (B) ve 3 (C) numarali bilesikler i¢in EB ile yarismali emisyon titrasyonu spektrumlar
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Sekil 4. Artan oranlarda 1 (A), 2 (B) ve 3 (C) bilesikleri iceren karisimlara ait elektroforez goriintiileri

Elektroforez sonuglari incelendiginde sekil 4A’da 4 numarali hatta kullanilan 50 uM bilesik 1’in form
I olusumuna sebep oldugu goriilmektedir. Derisim arttikca form [I’in azalarak kayboldugu
anlagilmaktadir. Bilesik 2 ve bilesik 3 ¢aligilan derisim araliklarinda plazmit DNA tizerinde herhangi bir

form degisikligi olusturmamaktadir.
Tartisma

Calisma kapsaminda farkl indiiktif etkiler gdsteren fonksiyonel gruplar iceren 3 naftalimit tiirevinin ¢ift
sarmal DNA baglanma afiniteleri incelenmistir. UV titrasyonu sonuglar1 bilesiklerin DNA’ya
interkalasyon yoluyla baglandigini gostermistir. EB ile gerceklestirilen yarigsmali ¢aligsmalar bu bilgiyi
dogrulamistir ve DCsp degeri en diisiik olan bilesik 2’nin interkalasyon kuvvetinin yiiksek oldugu
anlagilmistir. Elektroforez sonuglar1 bilesiklerin plazmit DNA iizerinde form degisikligi yapabildigini
gostermistir. Literatiir incelendiginde elektron c¢ekici gruplarin DNA kirma aktivitesini azalttigi
goriilmektedir [21]. Bununla uyumlu olarak elektron ¢ekici nitro grubu igeren 2 numaral bilesik ve
caligilan pH’ta protonlanabilen amino grubu iizerinden elektron ¢ekici olabilecek 3 numarali bilesik
DNA formunu degistirmezken 1 numarali bilesikte form degisikligi goriilmektedir. Hem UV titrasyon
hem yarigmali emisyon hemde elektroforez ¢alismasi sonuglar1 yapilacak ileri in vitro baglanma ve

sitotoksitite ¢caligmalari i¢in bilesik 1’in en iyi aday oldugunu gostermektedir.

Tesekkiir Bu makaledeki veriler ve sonuglar 1919B012111464 numarali TUBITAK 2209-A projesi
kapsaminda elde edilmistir. TUBITAK ve Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi’ne tesekkiirlerimizi

sunariz.

Fon/Finansman Bilgileri Bu c¢alisma 1919B012111464 numarali TUBITAK 2209-A projesi

kapsaminda desteklenmistir.
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Etik Kurul Onayt ve Izinler Calisma, etik kurul izni veya herhangi bir 6zel izin gerektirmemektedir.

Cikar Catismalary/Catisan Cikarlar Herhangi bir ¢ikar catismasi yoktur.

Yazarlarin Katkisi Yazarlar calismaya esit oranda katki saglamistir. Yazarlar makalenin son halini

okumus ve onaylamistir.
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